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ZUSAMMENFASSUNG

Genomweite Analyse der Expression von Rezeptortyrosinkinasen bei der akuten myeloischen

Leukdmie

Becker, Kerstin

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mittels Real-time-RT-PCR systematisch die Expression aller bekann-
ter Rezeptortyrosinkinasen bei der akuten myeloischen Leukdmie zu analysieren. Dabei konnte in iiber
50% der 85 untersuchten AML Patientenproben eine Expression von 18 der 55 analysierten Rezeptortyro-
sinkinasen nachgewiesen werden, wihrend CD34+ Stammzellen oder normale Knochenmarkzellen eine
groBlere Anzahl verschiedener Rezeptoren exprimierten.

Der Vergleich der relativen Expression der Rezeptortyrosinkinasen zwischen AML, CD34+ Stammzellen
und normalem Knochenmark ergab in den AML Blasten eine signifikante Uberexpression der PDGFR-
Familienmitglieder c-KIT, CSFIR und FLT3 sowie von EPHB6 und LTK. Weitere Analysen zum Zu-
sammenhang zwischen Expression von Rezeptortyrosinkinasen und FAB Klassifikation sowie Zykli-
nexpression zeigten in den myeloblastér differenzierten AML Subtypen FAB M1 und M2 eine signifikant
hohere Expression der Rezeptoren TRK A, IGF1R, c-KIT, EPHB6 und PTK7 als in den monozytir diffe-
renzierten Subtypen FAB M4 und M5, wohingegen CSFIR und EPHB3 in den Subtypen FAB M4 und
M5 stirker exprimiert wurden. Dariiber hinaus liel sich bei AML Patienten eine Assoziation zwischen
tiberdurchschnittlich hoher Expression einiger Rezeptortyrosinkinasen (vor allem INSR und PTK7) und
héherer Zyklinexpression beobachten. Desweiteren wurde durch Kaplan-Meier-Uberlebensanalysen eine
Korrelation zwischen hoher Expression der Rezeptortyrosinkinasen CSF1R, DDR1, INSR, AXL und
RET und einer schlechten Prognose bei AML Patienten festgestellt. Im Gegensatz dazu wiesen AML
Patienten mit einer hohen c-KIT Expression eine signifikant lingere riickfallsfreie Uberlebenszeit sowie
ein lingeres Gesamtiiberleben auf.

SchlieBlich untersucht die vorliegende Arbeit die Haufigkeit der leukdmogenen Deletionsmutante ATRK
A, die sich jedoch in keiner der 57 mittels konventioneller PCR untersuchten AML Proben nachweisen

lieB3.
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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Akute myeloische Leukidmie

Leukidmien stehen in der Sterblichkeitsstatistik an fiinfter Stelle aller Krebsarten. Die
akute myeloische Leukédmie (AML) macht dabei etwa 80% aller akuten Leukdmien im
Erwachsenenalter aus und trigt zur gesamten Krebssterblichkeit 1-2% bei. Die Wahr-
scheinlichkeit, an einer Leukimie zu erkranken, nimmt mit dem Alter exponentiell zu.
Wihrend die Inzidenz bei unter 30-Jihrigen bei weniger als eins pro 100000 pro Jahr
liegt, steigt sie bei 80-Jdhrigen auf iiber 10/100000 pro Jahr an.

Fiir die Atiologie spielen sowohl ein genetisches Risiko, wie z.B. die Trisomie 21, als
auch Umweltfaktoren wie ionisierende Strahlen, Benzol, Rauchen und antineoplastische
Substanzen, die zur Chemotherapie eingesetzt werden, eine Rolle.

Pathogenetisch handelt es sich bei der AML um die klonale Expansion einer leukdmisch
transformierten hdmatopoetischen Zelle mit autonomer Proliferation und Ausschwem-
mung der leukdmischen Blasten ins Blut. Abhingig vom jeweiligen Stadium der Hima-
topoese, in dem die maligne Transformation stattfindet, konnen unterschiedliche Subty-
pen der AML entstehen, die nach Morphologie, Zytogenetik und Immunphénotypisie-
rung entsprechend den Vorschligen der FAB (French-American-British-Cooperative-
Group) in die Subtypen MO-M7 unterteilt werden (Tab. 1).

Dabei konnte fiir einige Subtypen die pathophysiologische Bedeutung der vorliegenden
zytogenetischen Verinderungen bereits aufgeklirt werden. So liegt der akuten Promye-
lozytenleukdmie (APL, FAB-M3) in vielen Fillen die Translokation t(15;17) zugrunde,
welche das Fusionsgen PML-RAR hervorruft. Dadurch kommt es zur Hemmung der
Expression Retinoinsidure-abhingiger, RAR (retinoic acid receptor) regulierter Gene,
deren Produkte fiir die weitere myeloische Entwicklung nétig sind. Dies fiihrt zur Rei-
fungsblockierung der Promyelozyten und somit zur akuten Promyelozytenleukédmie.
Therapeutisch hohe Dosen des RARa Liganden ATRA (all-trans retinoic acid) konnen
diese Blockierung iiberwinden und eine Ausdifferenzierung der promyelozytiren

Blasten bewirken. Bei dem FAB Subtyp M2 (myeloblastir differenziert) liegt hingegen
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hiufig die Translokation t(8;21) vor, wodurch das Fusionsgen AMLI/ETO entsteht.
Uber Rekrutierung des N-CoR/Sin3/HDAC1 Komplexes verhindert die ETO Kompo-
nente durch Histondeacetylierung die Transkription AML1 regulierter Gene, die eben-
falls eine Rolle in der Reifung myeloischer Zellen spielen (Redner et al. 1999). Charak-
teristisch fiir den Subtyp M4Eo mit abnormen Eosinophilen ist schlieBlich die Inversion

inv16 mit dem daraus resultierenden Fusionsgen CBF/MYHAI11.

FAB Subtyp |Kennzeichen der akuten Leukimie

Mo Myeloblastir undifferenziert (Peroxidase nur elektronenmikrosko-

pisch positiv, myeloische Immunmarker positiv)

M1 Myeloblastiir undifferenziert (Peroxidase positiv)

M2 Myeloblastir differenziert (mit Auerstibchen; Translokation t(8;21)
in 40%)

M3 Promyelozytiir (hypergranulir, mit Haufen und Biindeln von Auer-

stibchen; Translokation t(15;17))

M4 Kombiniert myeloblastir und monozytir

M4Eo Kombiniert myeloblastir und monozytir mit abnormen Eosinophilen;

Inversion inv(16)

MSa Monoblastir

MsSb Monozytar

Me Kombiniert myeloblastéir und erythroblastéir

M7 Megakaryoblastir (Immunmarker CD41 und CD61 positiv)

Tabelle 1. FAB Klassifikation der AML.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete FAB Klassifikation der AML wurde kiirz-
lich von der Weltgesundheitsorganisation (WHQO) durch eine neue Klassifikation der
myeloiden Neoplasien ersetzt. Diese WHO Klassifikation greift zwar viele Kriterien der

bisherigen FAB Klassifikation der AML und des myelodysplastischen Syndroms
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(MDS) auf, beinhaltet aber auch einige entscheidende Veridnderungen. Die beiden wich-
tigsten Unterschiede betreffen dabei den Schwellwert des Blastenanteils fiir die Diagno-
sestellung einer AML und die Bildung einer neuen klinisch und biologisch definierten
Subgruppe der AML. Der Blastengrenzwert fiir die Diagnose der AML wurde von 30%
auf 20% Blasten im Blut oder Knochenmark gesenkt. Au3erdem sollte kiinftig bei Pa-
tienten mit den inzwischen gut charakterisierten zytogenetischen Anomalien t(8;21)
(922;g22), inv(16)(p13g22), t(16;16)(p13;922) und t(15;17)(q22;q12) unabhéngig vom
Blastenanteil eine AML diagnostiziert werden. Die neue WHO Klassifikation der AML

sieht folgende Einteilung vor (Vardiman et al. 2002):

1. Akute myeloische Leukidmie mit rekurrenten genetischen Anomalien

e AML mit t(8;21)(q22;q22), (AMLI1/ETO)

¢ AML mit abnormen Knochenmarks Eosinophilen und inv(16)(p13q22)
oder t(16;16)(p13;q22), (CBFp/MYHI11)

e Akute promyelozytire Leukdmie mit t(15;17)(q22;q12), (PML/RAR®)
und Varianten

e AML mit 11923 (MLL) Anomalien

2. Akute myeloische Leukidmie mit multilinidrer Dysplasie
¢ AML mit vorangegangenem MDS oder MDS/MPD
¢ AML ohne vorausgegangenem MDS oder MDS/MPD, aber mit Dyspla-

sie in mindestens 50% der Zellen in zwei oder mehr verschiedenen mye-

loischen Zellreihen

3. Akute myeloische Leukimie und myelodysplastische Syndrome, therapie-

assoziiert
e Mit alkylierenden Substanzen/Bestrahlung assoziierter Typ
e Mit Topoisomerase II Inhibitoren assoziierter Typ

e Andere
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4. Akute myeloische Leukédmie, nicht ndher kategorisiert

e AML, minimal differenziert
* AML ohne Ausreifung
e AML mit Ausreifung
e Akute myelomonozytire Leukidmie
e Akute monoblastisch/monozytédre Leukdmie
e Akute erythroide Leukémie:

a) erythroid/myeloid

b) reine Erythroleukéimie
e Akute megakaryoblastire Leukidmie
e Akute basophilische Leukédmie
e Akute Panmyelose mit Myelofibrose

® Myeloides Sarkom.

Mit dieser Klassifikation wird der wichtigen Unterscheidung zwischen den beiden AML
Subgruppen de novo AML vs. AML auf dem Boden einer Myelodysplasie Rechnung
getragen, da sie auf unterschiedlichen Mechanismen der Leukdmogenese basieren. Die
MDS-assozierte Leukdmie geht mit einer Dysplasie mehrerer, verschiedener Zellreihen
sowie prognostisch ungiinstigen zytogenetischen Verdnderungen einher, beispielsweise
einem Verlust genetischen Materials und einem schlechteren Therapieansprechen. Die
Inzidenz dieses AML Typs steigt mit zunehmendem Alter im Einklang mit der Hypo-
these, dass das MDS bzw. die MDS-assoziierte Leukidmie auf einer im Laufe der Zeit
erworbenen Akkumulation verschiedener genetischer Veridnderung der himatopoeti-
schen Stammzelle beruht. Im Gegensatz dazu weist die de novo AML eine iiber das
Alter relativ konstant verteilte Inzidenz auf und stellt somit die Form der AML dar, die
vor allem bei Kindern und jungen Erwachsenen beobachtet wird. Bei der de novo AML
finden sich zumeist prognostisch giinstige zytogenetische Anomalien, insbesondere re-
kurrente chromosomale Translokationen und Inversionen (Gruppe 1 der WHO Klassifi-
kation). AuBerdem zeichnet sich diese Gruppe der AML durch ein meist gutes Anspre-

chen auf geeignete Therapie mit giinstigeren Gesamtiiberlebenszeiten aus.
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Ein Problem bei der korrekten Diagnosestellung gemifl der neuen WHO Klassifikation
stellen die oftmals fehlenden Informationen beziiglich der Zytogenetik dar. Obwohl die
genaue Kenntnis der zugrundeliegenden zytogenetischen Verdnderungen entscheidende
Hinweise fiir die individuelle Bewertung der Therapieansprechchancen sowie der Prog-
nose des einzelnen Patienten liefert und damit Entscheidungshilfen fiir die Wahl der
jeweils geeigneten Therapie geben kann, ist es aus Kosten- und Zeitgriinden nicht im-
mer moglich, bei jedem AML Patienten die erforderlichen genetischen Daten zu gewin-
nen. Die Untergruppe 4 der WHO Klassifikation ist daher fiir solche AML Fille ge-
dacht, die entweder nicht die Kriterien der anderen Subgruppen erfiillen, oder bei denen
keine genetischen Daten verfiigbar sind.

Klinisch wird das Krankheitsbild der AML durch die Verdringung der normalen Hima-
topoese im Knochenmark infolge ungehemmter Proliferation des leukdmischen Zell-
klons geprigt. Dies fiihrt zu Anidmie, Granulozytopenie und Thrombozytopenie mit den
Symptomen Miidigkeit, Blidsse, Leistungsschwiche, rezidivierenden Infektionen wie
Pneumonie, Soor, Meningitis, pyogene Hautinfektionen und Hédmorrhagien. Die Aus-
schwemmung der Blasten ins periphere Blut bewirkt oftmals eine erhebliche Leukozy-
tose, aber auch normale oder erniedrigte Leukozytenzahlen konnen auftreten. In der
Regel findet sich eine Hyperzellularitit des Knochenmarks mit Uberwiegen der leuki-
mischen Blasten. Hinzu kommen Zellinfiltrationen in Organen und Geweben wie bei-
spielsweise Lymphome, Hepatosplenomegalie, Gingivahyperplasie und Hautinfiltratio-
nen. Selten kann es auch zu einer ZNS Beteiligung kommen.

Die Therapie der AML setzt sich zusammen aus der eigentlichen antileukdmischen
Therapie und der supportiven Behandlung opportunistischer Infektionen, Blutungskom-
plikationen etc. sowie dem Einsatz hdmatopoetischer Wachstumsfaktoren. In der ersten
Phase, der Remissionsinduktion, wird zunidchst mit einem bis zwei hochdosierten
Chemotherapiezyklen eine Knochenmarksaplasie mit Beseitigung sowohl der
leukdmischen Blasten als auch der restlichen normalen Markzellen herbeigefiihrt.
AnschlieBend kommt es zur vollen Regeneration der normalen Himatopoese und somit
zur Remission. Um diese Remission zu erhalten, folgen weitere Chemotherapiekurse,

zundchst als Konsolidierungstherapie vom Typ der Induktionsbehandlung, spiter als
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Erhaltungstherapie mit Kursen geringerer Intensitit. Fiir die Knochenmarktrans-
plantation in der Remissionsphase werden desweiteren myeloablative Therapieformen,
wie hochintensive Chemotherapie oder Ganzkorperbestrahlung, eingesetzt. In Frage
kommen sowohl allogene Knochenmarktransplantationen von HLA identischen Spen-
dern als auch die autologe Knochenmarktransplantation sowie zunehmend hiufiger
Blutstammzelltransplantationen. Dabei bietet sich bei allogener Transplantation neben
der myeloablativen Vorbehandlung noch der Vorteil des Graft-versus-Leukemia
Effektes durch das Spenderimmunsystem. Insgesamt erreichen 70-80% der Patienten
nach intensiver Therapie eine komplette Remission des Knochenmarks, wobei unter
Respondern auf die primére Therapie in ca. 25% der Fille eine Heilung erzielt werden
kann (H.-J. Senn et al.: Checkliste Onkologie, 2002 Georg Thieme Verlag).

Wihrend die spezifischen Chromosomenaberrationen t(8;21) (FAB M2), t(15;17) (FAB
M3) und inv16 (FAB M4Eo) mit einer giinstigen Prognose assoziiert sind, erwiesen sich
unspezifische Aberrationen der Chromosomen 5,7,11 und komplexe Chromosomen-
anomalien als prognostisch eher ungiinstig. Weitere Prognosekriterien stellen Alter,
LDH Spiegel und die Leukozytenzahl dar, wobei ein hohes Alter, hohe LDH im Serum
und Leukozytose auf eine schlechtere Prognose hindeuten (Thiemes Innere Medizin:
TIM.-Stuttgart; New York, Thieme, 1999; Seiten 865-869; Bicker/Denk/Heitz: Patholo-
gie; Urban & Fischer, 2001, Seiten 502-503).

1.2 Hamatopoese

Die Pathogenese der AML lisst sich nur auf Grundlage des Normalzustandes der Hé-
matopoese detailliert betrachten. Erst die genaue Kenntnis der normalen Differenzie-
rungsvorginge ermoglicht das Verstidndnis der Leukdmieentstehung auf molekularbio-
logischer Ebene und erdffnet insofern neue Ansatzpunkte fiir eine gezielte Therapie.

Beim Erwachsenen findet die Hédmatopoese unter normalen Bedingungen im roten,
blutbildenden Knochenmark der kurzen und platten Knochen statt. [hren Ursprung stel-

len undeterminierte, pluripotente Stammzellen dar, die entweder die lymphatische oder
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die myeloische Richtung einschlagen konnen. Aus der myeloischen Stammzelle (CFU-
GEMM; colony-forming unit) entwickeln sich Vorldauferzellen mit eingeschrinkter Plu-
ripotenz, aus denen letztendlich die verschiedenen Zellreihen, Granulozyten, Erythrozy-
ten, Monozyten und Megakaryozyten, hervorgehen. Physiologischerweise verlassen nur
reife Blutzellen durch die Sinusendothelien das Knochenmark und gelangen so in die
Blutbahn (Bdcker/Denk/Heitz: Pathologie; Urban & Fischer, 2001, Seite 484-485;
Abb. 1).

1.2.1 Erythropoese

Unter dem FEinfluss von Erythropoetin entstehen aus myeloischen Stammzellen
iber erythropoetisch determinierte Vorlduferzellen (erst BFU-E, dann CFU-E)
Proerythroblasten, die sich zunichst zu basophilen, dann zu polychromatischen
Makroblasten und schlielich zu orthochromatischen Normoblasten weiterentwi-
ckeln. Nach AusstoBung des Zellkerns bilden sich Retikulozyten, die nach Verlust

der restlichen Ribosomen zu reifen Erythrozyten werden.

1.2.2 Granulopoese

Aus der myeloischen Stammzelle gehen iiber eine gemeinsame granulozytopoe-
tisch-monozytopoetische Zwischenstufe (CFU-GM) allein granulozytopoetisch
determinierte Vorlduferzellen, CFU-G, bzw. CFU-Eo und CFU-Bas hervor, aus
denen wiederum die entsprechenden Myeloblasten entstehen. Diese entwickeln
sich weiter zu Promyelozyten, Myelozyten und Metamyelozyten, welche zu stab-
kernigen und schlieSlich segmentkernigen neutrophilen, eosinophilen oder ba-

sophilen Granulozyten ausdifferenzieren.

1.2.3 Monozytopoese

Aus der bereits erwihnten gemeinsamen Vorlduferzelle CFU-GM entwickeln sich
unter dem Einfluss von GM-CSF, M-CSF und IL-3 monozytopoetisch determi-

nierte Vorlduferzellen (CFU-M) und daraus dann Monoblasten, die iiber das Sta-
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dium der Promonozyten letztendlich zu Monozyten reifen. Monozyten gelangen
iber das Blut in das Gewebe, wo sie u.a. zu Makrophagen, Epitheloidzellen oder

antigenprisentierenden Zellen ausdifferenzieren konnen.

1.2.4 Thrombozytopoese

Der aus der thrombozytopoetisch determinierten Vorldauferzelle CFU-Mega her-
vorgehende Megakaryoblast wird durch Endomitose zum mehrkernigen Megaka-

ryozyten, aus dem durch Zytoplasmaabschniirung Thrombozyten entstehen.

1.2.5 Lymphozytopoese

Die von pluripotenten Stammzellen des Knochenmarks abstammende multipoten-
te lymphatische Stammzelle generiert sowohl B-Vorlduferzellen als auch NK-
Vorlduferzellen und T-Vorlduferzellen. Im Knochenmark findet auch die weitere
B-Zelldifferenzierung iiber Pro-B-Zellen, Pri-B-Zellen und unreife B-Zellen bis
hin zu reifen naiven B-Zellen statt, die iiber das Blut sekundire lymphatische Or-
gane wie Lymphknoten, Tonsillen, Milz und MALT (mucosa-associated lympha-
tic tissue) besiedeln. Dort erfolgen Antigenkontakt und weitere Differenzierung zu
Gedichtniszellen oder antikorperproduzierenden Plasmazellen. Die T-Zelldiffe-
renzierung hingegen spielt sich im wesentlichen im Thymus ab. Aus den T-
Vorlduferzellen entstehen dort zundchst CD4 und CD8 doppeltpositive T-
Lymphoblasten, die sich dann zu CD4 oder CDS8 einfach positiven T-
Lymphozyten und letztendlich zu reifen naiven T-Zellen entwickeln, welche iiber

das Blut in die T-Zonen sekundirer lymphatischer Organe gelangen.
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Pluripotent stem cell compariment
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Abbildung 1: C-KIT und FLT3 Expression in der himatopoetischen Hierarchie. Darstellung der
Expression des c-KIT Rezeptors (dunkel) und des FLT3 Rezeptors (hell) in der Mehrheit der Zellen einer
bestimmten Zellpopulation. Symbole: (-): fehlende bzw. nicht detektierbare Expression in den meisten
Zellen der untersuchten Population; (+): Expression in der Mehrheit der Zellen vorhanden; (+/-): Zelltyp
mit einer signifikanten Anzahl sowohl rezeptorpositiver als auch rezeptornegativer Subpopulationen; (?):
keine ausreichenden Daten verfiigbar. Abk.: BFU: burst-forming units; CFU: colony-forming units; E:
erythroid; Mk: megakaryocyte; G: neutrophilic progenitor; M: monocyte/macrophage; DC: dendritic cell;
Baso: basophil; RBC: red blood cell; NK: natural killer cell (aus Lyman et Jacobson 1998).

Die komplexen Differenzierungsvorgénge innerhalb der Himatopoese werden durch das
Zusammenspiel einer Vielzahl hidmatopoetischer Wachstumsfaktoren gesteuert. Das
besondere Mikromilieu des Knochenmarkes bildet hierzu eine ideale Voraussetzung. Es
besteht aus einem Netzwerk feinster Blutgefde und Stromazellen, wie Makrophagen,

Fibroblasten, Endothelzellen, Fettzellen und Retikulumzellen. Die Stromazellen sind die
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wichtigsten zelluldren Bildungsstitten der himatopoetischen Wachstumsfaktoren, wel-
che den hdmatopoetischen Zellen sowohl lokal iiber Zell-Zell-Kontakte als auch gebun-
den an die extrazellulire Matrix des Knochenmarkes présentiert werden konnen. Be-
stimmte hidmatopoetische Wachstumsfaktoren wie IL-1 (Interleukin-1) und TNF (Tu-
mornekrosefaktor) konnen zusitzlich die Bildung anderer hdmatopoetischer Wachs-
tumsfaktoren durch die Stromazellen stimulieren. Zu diesen hiamatopoetischen Wachs-
tumsfaktoren zédhlen beispielweise der Stammzellfaktor (SCF, stem cell factor, KIT-
Ligand, Steel-Faktor) bzw. die Interleukine IL-3 und IL-6 sowie GM-CSF (Granulozy-
ten/Makrophagen ,,colony-stimulating factor*), welche vor allem auf pluripotente bzw.
frithe multipotente hiamatopoetische Zellen wirken. Himatopoetische Wachstumsfakto-
ren mit iiberwiegendem Einfluss auf Zellen spéterer Stadien mit Determinierung auf
eine bestimmte Zellreihe stellen z.B. G-CSF, M-CSF (CSF1), IL-5 (Eo-CSF), Erythro-
poetin und Thrombopoetin dar (Hoffbrand/Pettit/Hoelzer: Roche Grundkurs Hdmatolo-
gie; Blackwell Wissenschaft 1997; Seite: 1-11).

Hématopoetische Wachstumsfaktoren bzw. Zytokine allgemein vermitteln ihre Signale
tiber spezifische Rezeptoren, die sowohl zur Familie der Rezeptortyrosinkinasen als
auch zur Familie der Zytokinrezeptoren gehdren konnen. Dabei charakterisieren funkti-
onelle Pleiotropie und Redundanz die Wirkung dieser Zytokin-Stimulation. Je nach
Gewebe und Zelltyp kann ein bestimmtes Zytokin unterschiedliche biologische Funkti-
onen beeinflussen, wobei mehrere verschiedene Zytokine in ein und demselben Zelltyp
dhnliche oder iiberlappende Effekte erzielen konnen. Letztendlich ergibt sich die zellu-
lare Antwort auf die Vielzahl der einwirkenden externen und internen Stimuli aus der
Kumulation und Integration der Aktivierung verschiedener Signaltransduktions-
kaskaden.

Eine wichtige Rolle bei der Regulation von Proliferation, Uberleben und Differenzie-
rung hidmatopoetischer Zellen infolge dieser Zytokin-Stimulation spielen die Kinasen
JAK (Janus Kinase) und Src (humanes Homolog des v-src Onkogens des ,,Rous* Sar-
kom Virus) sowie die STAT-Familie von Transkriptionsfaktoren (signal transducers and
activators of transcription) (Rane et Reddy 2002). Denn im Gegensatz zu Rezeptortyro-

sinkinasen besitzen Zytokinrezeptoren keine eigene zytoplasmatische Kinasedomine,
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sondern vermitteln ihre Wirkung u.a. iiber intrazellulidre Tyrosinkinasen der JAK Fami-
lie. Rezeptor-Dimerisierung/Oligomerisierung infolge Ligandenbindung fiihrt zur Asso-
ziation von JAK Kinasen und deren anschlieBender Phosphorylierung durch Au-
tophosphorylierung und/oder gegenseitiger Phosphorylierung durch andere JAK Kina-
sen. Die hierdurch aktivierten JAK Kinasen phosphorylieren dann bestimmte Tyrosin-
reste des Rezeptors, welche im Anschluss als Andockstellen fiir Molekiile mit SH2-
Doménen, wie STATs, Src Kinasen, Proteinphosphatasen und Adaptermolekiilen (Shc,
Grb2 und Cbl), dienen (Abb. 2).

Die auf diese Weise rekrutierten STATs werden daraufhin abhingig von der Art des
STAT Molekiils, von Zelltyp und Zytokinrezeptor entweder durch die JAK Kinasen
selbst, oder aber durch die rezeptorassoziierten Src Kinasen phosphoryliert und damit
aktiviert. So zeigte sich beispielsweise bei STATS eine direkte Phosphorylierung durch
JAK2, wohingegen die Aktivierung von STAT3 vermutlich auf einer Phosphorylierung
durch Src Kinasen beruht. Danach folgen die Dissoziation der aktivierten STATs vom
Rezeptor, ihre Dimerisierung und Translokation in den Nukleus, wo sie die Transkripti-
on bestimmter Gene aktivieren.

Nicht nur Zytokinrezeptoren regulieren die Aktivitit der STAT Molekiile, sondern auch
Rezeptortyrosinkinasen, z.B. die Familie der PDGF Rezeptoren. So beinhaltet die
Signaltransduktion des PDGF Rezeptors u.a. eine Src vermittelte STAT3 Aktivierung,
die zur Induktion von c-myc beitrigt, welches fiir die durch v-Src verursachte Trans-
formation von Zellen verantwortlich gemacht wird. Uberdies ldsst sich die transkrip-
tionsstimulierende Aktivitit der STAT Proteine zusitzlich noch durch Phosphorylierung
durch MAP Kinasen bzw. nach EGF- und PDGF Stimulierung durch MEKKI1 verstir-
ken.

Neben dem JAK/STAT System aktivieren Zytokinrezeptoren, ebenso wie Rezeptortyro-
sinkinasen, zusitzlich die Shc-Ras-MAP Kinase-Kaskade sowie den PIP3K/Akt Sig-
nalweg. Alle drei Signalwege scheinen dabei eine Rolle fiir das IL-3 abhingige Uberle-
ben hidmatopoetischer Zellen zu spielen. Den Mitgliedern der Bcl-2 Familie kommt
wahrscheinlich eine Schliisselfunktion in der Regulation der Apoptose zu. So induziert

IL-3 vermutlich iiber die Aktivierung von JAK2 die Expression der antiapoptotisch wir-
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kenden Proteine Bcl-2 und Bcl-X. Aber auch eine Uberexpression von Raf oder Akt,
welche zu einer Induktion von c-myc, Bcl-2 und Bad fiihrt, sind in der Lage, die Apop-

tose infolge I1-3 Entzugs zu verhindern.

JAK association, Recruitment of
Ligand binding activation & SH2-containing proteins
receptor dimerization receptor phosphorylation to phosphorylated receptars Signal Transduction
(a) (b) (c) (d) (e) (0 ()

Mimnmeriz Ligand-hound

-~
Transcription Factor Activation @

& Nuclear Translocation : :
" . GE'ETP (ﬁ;jr

Py v r
~ SSNED
.
el
Gene Expression

Abbildung 2: Hamatopoetische Signaltransduktion. Bindung eines extrazelluldren Liganden (Zytokin
oder Wachstumsfaktor) fiihrt zur Dimerisierung des monomeren (a) oder dimeren (b) Rezeptors und
nachfolgender Assoziation (c), Phosphorylierung und Aktivierung von JAKs (d). Diese Kinasen kataly-
sieren ihrerseits die Phosphorylierung bestimmter Tyrosinreste des Rezeptors (e) und schaffen dadurch
Andockstellen fiir Adaptermolekiile (Grb2), Serin/Threonin Kinasen (Akt, PI3K etc.), Kinase Inhibitoren
[SOCS (suppressors of cytokine signaling)/CIS (cytokine-induced SH2 containing proteins)/JAB (JAK-
binding protein) Proteine, Protein Tyrosin Phosphatasen/PTPs] und Transkriptionsfaktoren (STATS) (f).
Im weiteren Verlauf aktivierte Signal-Mediatoren wie MAP/JNK/ERK Kinasen tragen zur zusitzlichen
Signalspezifitit bei. Die konzertierte Aktion all dieser Signaltransduktionswege bewirkt die Aktivierung
spezifischer Transkriptionsfaktoren (TF) und die durch diese vermittelte Induktion der Expression be-
stimmter Gene (g) (aus Rane et Reddy 2002).

Das Uberleben ebenso wie die Proliferation und Differenzierung hiimatopoetischer Zel-

len unterliegt also einer komplexen Regulation durch unterschiedliche, zum Teil syner-
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gistisch wirkende Wachstumsfaktoren und Zytokine, die ihre Wirkungen iiber die Akti-
vierung verschiedener Signalkaskaden vermitteln. Eine Storung dieses feinabgestimm-
ten Gleichgewichts in der Aktivitit der einzelnen Komponenten der Signaltransduktion
kann die normale hiamatopoetische Differenzierung beeintriachtigen und zur Entstehung
einer Leukidmie beitragen.

AuBer den STATS existieren noch eine Reihe anderer Transkriptionsfaktoren, die Diffe-
renzierung, Proliferation, Uberleben und Funktion hidmatopoetischer Zellen beeinflus-
sen. Hierzu zihlen beispielweise die Transkriptionsfaktoren GATA-1 (GATA-binding
protein; ERYF1, erythroid transcription factor 1), PU.1 (auch bekannt als SPI1: spleen
focus forming virus proviral integration oncogene), C/EBPo (CCAAT/enhancer binding
protein), AMLI1, der Retinoinsidure Rezeptor RARQ, PLZF (promyelocytic leukemia
zinc finger), WT-1 (Wilms’ Tumor), c-myb, c-myc, c-Jun (Tenen et al. 1997). Einige
dieser myeloiden Transkriptionsfaktoren sind bei der AML von Translokationen betrof-
fen (s.u.).

Promotoren von Wachstumsfaktorrezeptoren, wie z.B. der Promoter des M-CSF Rezep-
tors (CSF1R), weisen oftmals benachbarte Bindungsstellen fiir mehrere dieser
Transkriptionsfaktoren auf. Erst aus der Kombination der gleichzeitigen Aktivitit dieser
unterschiedlichen Transkriptionsfaktoren ergibt sich dann der spezifisch myeloische
Effekt auf die Genexpression. Im M-CSF Rezeptor Promotor finden sich nebeneinander
Bindungsstellen fiir PU.1, AMLI1 und C/EBPa. Wihrend PU.1 sowohl in myeloischen
Zellen als auch in B-Zellen und AMLI in allen weilen Blutzellen exprimiert wird,
kommt eine Expression von C/EBPa nur in myeloischen, nicht jedoch in lymphatischen
Zellen vor. Dabei konnen sowohl AML1 und C/EBPa als auch C/EBPo und PU.1 mit-
einander interagieren und sich gegenseitig in ihrer Wirkung verstirken.

Nach einem Modell von Tenen et al. vollzieht sich das Differenzierungsmuster der ein-
zelnen myeloischen Zellreihen vermutlich folgendermaflen (Abb. 3):

In hdmatopoetischen Stammzellen bzw. frithen multipotenten Progenitoren kommt es
durch noch nicht genau geklidrte Mechanismen zu der Aktivierung spezifischer
Transkriptionsfaktoren. Diese Transkriptionsfaktoren steigern einerseits iiber einen po-

sitiven Autoregulationsmechanismus ihre eigene Expression, andererseits induzieren sie
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die Transkription spezifischer Wachstumsfaktorrezeptoren, iiber die zellreihenspezifi-
sche Wachstumsfaktoren dann ihre Wirkung auf die weitere Differenzierung entfalten
konnen. Derselbe Transkriptionsfaktor unterstiitzt diesen Prozess zusétzlich durch die
Steigerung oder Verringerung der Expression weiterer Differenzierungsgene. Im Falle
der erythroiden Entwicklung fiihrt eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors GATA-1
bei gleichzeitiger Repression des Transkriptionsfaktors PU.1 sowohl zur Induktion von
GATA-1 selbst als auch zur Induktion des Erythropoetinrezeptors, wodurch unter E-
rythropoetinstimulation die erythroide Differenzierung und das Uberleben dieser spezi-
fischen Zellreihe gefordert werden.

Wihrend der Monozytopoese hingegen kommt es umgekehrt zu einer Aktivierung des
Transkriptionsfaktors PU.1 und Repression des Transkriptionsfaktors GATA-1 und so-
mit zu einer Verstiarkung der Expression von PU.1 selbst sowie zu einer Induktion des
M-CSF Rezeptors, der fiir die monozytédre Differenzierung bedeutsam ist.

Wie wichtig die Verminderung der Expression des jeweils nicht zellreihenspezifischen
Transkriptionsfaktors ist, zeigen die Beobachtungen, dass eine Uberexpression von
GATA-1 in einem myeloiden Differenzierungsblock resultiert, wohingegen eine Uber-
expression von PU.1 infolge einer Friend Virus Infektion frither Erythroblasten in Miu-
sen zu einem erythroiden Differenzierungsstop und zu einer Erythroleukédmie fiihrt.
Dariiber hinaus scheint fiir die Differenzierung zu neutrophilen Granulozyten eine Akti-
vierung des Transkriptionsfaktors C/EBPa mit nachfolgender Induktion des G-CSF Re-
zeptors bedeutsam zu sein.

Zusammenfassend ldsst sich daher sagen, dass die normale Differenzierung himatopoe-
tischer Zellen durch die aufeinander abgestimmte Funktion spezifischer Transkriptions-
faktoren gesteuert wird. Eine Storung dieses Gleichgewichts bzw. eine veridnderte Funk-
tion bestimmter fiir die normale Differenzierung erforderlicher Transkriptionsfaktoren
kann zu einem Differenzierungsblock und damit zu der Entstehung einer akuten Leu-
kidmie beitragen. Auch eine Deregulation der Expression bestimmter Rezeptortyrosinki-
nasen oder eine konstitutiv gesteigerte Tyrosinkinaseaktivitit dieser Rezeptoren kann

die Krebsentstehung begiinstigen.
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Abbildung 3: Model fiir die Induktion der himatopoetischen Differenzierung durch spezifische
Transkriptionsfaktoren. Nach diesem Modell zeigen in CD34+ Stammzellen bestimmte Transkripti-
onsfaktoren und spezifische Wachstumsfaktorrezeptoren nur eine geringe Expression. Durch noch nicht
niher definierte Signale kommt es zu einer Hochregulation bzw. Runterregulation spezifischer Transkrip-
tionsfaktoren wie GATA-1 oder PU.1. Dies steigert liber einen positiven Autoregulationsmechanismus
die Expression des Transkriptionsfaktors selbst und induziert die Expression spezifischer Wachstumsfak-
torrezeptoren, was zur gesteigerten Proliferation, Differenzierung und Apoptosehemmung bestimmter
Zellreihen fiihrt (fiir ndhere Erlduterungen siehe Text). Abk.: Epo: Erythropoetin; EpoR: Erythropoetin-
rezeptor; G-CSF R: granulozyte colony-stimulating factor receptor; M-CSF R: macrophage colony-
stimulatingstimulating factor receptor (aus Tenen et al. 1997).

1.3 Rezeptortyrosinkinasen

Rezeptortyrosinkinasen (RTK) spielen eine bedeutende Rolle fiir zahlreiche Zellfunkti-
onen. So regulieren sie beispielsweise die Proliferation, den Zellzyklus, die Apoptose,
Differenzierung und Migration von Zellen (Zwick et al. 2001). Deregulation oder Muta-
tion dieser Rezeptortyrosinkinasen kann hyperproliferative Erkrankungen wie Psoriasis,
aber auch verschiedene kongenitale Syndrome — beispielsweise Zwergwuchs und Kra-

niosynostose — hervorrufen (Zwick et al. 2002; Robertson et al. 2000). Von besonderem
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Interesse ist dariiber hinaus das Mitwirken einer gesteigerten Expression bestimmter
Rezeptortyrosinkinasen bei der Entstehung von maligner Transformation und Tu-
morproliferation.

Zu den Krebserkrankungen, bei denen eine Uberexpression oder aktivierende Mutatio-
nen einzelner Rezeptortyrosinkinasen nachgewiesen wurden, zéhlen auch die akuten
myeloischen Leukédmien. So lésst sich durch die Forschung beispielweise eine Verbin-
dung zwischen AML und der Expression der Rezeptortyrosinkinasen c-KIT, CSFIR,
FLT3 sowie TRK A belegen. Zudem wurden bei der AML zahlreiche Mutationen dieser
Rezeptoren beschrieben wie Mutationen des Codons Asp816 oder Asp419 des c-KIT Re-
zeptors, Mutationen des Codons Y969 und L301 des CSF1R Rezeptors, FLT3-ITD und
FTL3 D835Y Mutationen sowie die kiirzlich von Reuther entdeckte Mutation ATRK A
(Scheijen, Griffin 2002; Reuther et al. 2000).

Da die AML 80% aller akuten Leukimien ausmacht, aber nicht alle Patienten auf die
konventionellen Behandlungsmethoden ansprechen, ist es notwendig, neue Moglichkei-
ten der Therapie zu entwickeln. Diese konnten in der spezifischen Hemmung derjenigen
Rezeptortyrosinkinasen bestehen, die eindeutig zur Pathogenese der AML beitragen.
Auf diesem Prinzip beruht beispielsweise die Wirkung des Tyrosinkinaseinhibitors
,»QGlivec” (STI 571), der bereits mit Erfolg bei der Behandlung der chronischen myeloi-
schen Leukdmie (CML) eingesetzt wird. Dabei hemmt STI 571 nicht nur selektiv die
fir die CML charakteristische Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase Bcr-Abl, die durch das
Philadelphia-Chromosom entsteht, sondern auch die Rezeptortyrosinkinasen PDGFR
und c-KIT. Somit eignet sich ,,Glivec* neben der Therapie der CML auch zur Behand-
lung der Philadelphia-ALL und der extrem seltenen Philadelphia-AML. Auflerdem
konnte auch in einem Fall von c-KIT positiver, therapierefraktirer, sekundirer AML
eine komplette Remission durch STI571 erzielt werden (Kindler et al. 2002).

Die Entwicklung neuer Therapieansitze, die die Hemmung spezifischer Rezeptortyro-
sinkinasen auch fiir die AML bieten konnte, erfordert detaillierte Kenntnisse iiber die
Funktion einzelner Rezeptortyrosinkinasen sowie ihre Rolle bei der Pathogenese der

AML. Einen ersten Beitrag zu dieser Forschung liefert die umfangreiche Analyse der



1. Einleitung 17

Expression aller bekannten Rezeptortyrosinkinasen in der AML, wie sie im Rahmen der

vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wird.

1.3.1 Klassifikation und Struktur von Rezeptortyrosinkinasen

Aufgrund ihrer Bedeutung fiir zahlreiche Zellprozesse sind Rezeptortyrosinkinasen
schon seit lidngerer Zeit Gegenstand der medizinischen Forschung. Thre genaue Anzahl
wurde erstmals im Rahmen des Human Genome Projektes festgestellt. Von den 90 im
menschlichen Genom entdeckten Tyrosinkinase-Genen stellen 32 Gene Nicht-Rezep-
tortyrosinkinasen dar, wihrend die restlichen 58 Gene membrangebundene Rezeptoren
kodieren (Robinson et al. 2000). Diese lassen sich anhand der Struktur in 20 Familien
unterteilen (Tab. 2a und 2b). Das Anliegen dieser Arbeit soll es sein, durch Real-time-
RT-PCR die Expression aller bekannten Rezeptortyrosinkinasen auf mRNA-Ebene in
der akuten myeloischen Leukdmie (AML) zu untersuchen.

Gemeinsam ist allen Rezeptortyrosinkinasen ein dhnlicher Aufbau aus einer extrazellu-
laren ligandenbindenden Domaine, einer alpha-helikalen Transmembrandoméne und
einer intrazelluldren katalytischen Domine mit Tyrosinkinaseaktivitit (Robertson
2000). Die extrazellulire Doméine beinhaltet je nach Familie unterschiedliche konser-
vierte Elemente, beispielsweise Immunglobulin-dhnliche Elemente (Ig), Cystein-reiche
Regionen (Cys) und Fibronektin Wiederholungselemente (Fn) (Abb. 4).

Wie Robertson am Beispiel des Insulinrezeptors ausfiihrt, kann die intrazellulére Tyro-
sinkinase-Domine sowohl in einer inaktiven als auch in einer aktiven Konformation
vorliegen (Robertson et al. 2000). In der inaktiven Form wird das aktive Zentrum des
Enzyms durch eine Aktivierungsschleife (,,activation loop*) verlegt, so dass die Bin-
dung des Substrates bzw. die Bindung von ATP an das Enzym blockiert wird. Durch
Phosphorylierung von Tyrosinresten innerhalb der Aktivierungsschleife treten struktu-
relle Verdnderungen auf, durch die die Aktivierungsschleife vom aktiven Zentrum ent-

fernt und somit der Zugang fiir das jeweilige Substrat bzw. fiir ATP freigegeben wird.
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Familie Mitglieder Name (engl.)

1. ALK ALK anaplastic lymphoma kinase
LTK leukocyte tyrosine kinase

2. AXL AXL anexelekto (gr. fiir unkontrolliert)
MER/MERTK Bezeichnung des Erstbeschreibers (Graham et

al. 1994)/MER tyrosine kinase protooncogene

TYRO3 Tyro3 protein tyrosine kinase

3. DDR DDRI1 discoidin domain receptor
DDR2

4. EGFR EGFR epidermal growth factor receptor
ERBB2/HER2 (avian) erythroblastic leukemia viral oncogene
ERBB3/HER3 homolog/homology to human epidermal growth
ERBB4/HER4 | factor

5. EPH EPHALI erythropoietin-producing (human) hepatocellu
EPHA2 lar
EPHA3 carcinoma .lin'e (Zelllinie, aus der dieser Rezep-
EPHA4 tor erstmalig isoliert wurde) A
EPHAS
EPHAG6
EPHA7
EPHAS
EPHB1 erythropoietin-producing (human) hepatocellu
EPHB2 lar
EPHB3 carcinoma line B
EPHB4*
EPHB6
EPHX*

6. FGFR FGFR1 fibroblast growth factor receptor
FGFR2
FGFR3
FGFR4

7. INSR IGF1IR insuline-like growth factor 1 receptor
INSR/IR insuline receptor
INSRR/IRR insuline receptor-related receptor

Tabelle 2a. Klassifikation der Rezeptortyrosinkinasen nach Robinson et al. 2000.
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Familie Mitglieder Name (engl.)

8. MET MET/HGFR Bezeichnung vorgeschlagen von Entdeckern
(Cooper et al. 1984)/hepatocyte growth factor
receptor

RON/MSTI1R RON (Name)/macrophage stimulating 1 recep
tor

9. MUSK MUSK muscle-specific receptor tyrosine kinase

10. PDGFR c-KIT zelluldres Homolog zu v-KIT, i.e. Teil des
Provirus des Hardy-Zuckerman 4 "feline
sarcoma virus"

CSF1R colony-stimulatingstimulating factor 1 receptor
FLT3 FMS-like tyrosine kinase

PDGFRA platelet-derived growth factor receptor A
PDGFRB platelet-derived growth factor receptor B

11. PTK7 PTK?7 protein tyrosine kinase

12. RET RET rearranged during transformation

13. ROR RORI1 rar (retinoic acid receptor) -related orphan

ROR2 receptor

14. ROS ROS1 humanes Homolog 1 des v-ROS Onkogen des
"avian UR2 sarcoma virus"

15. RYK RYK related to tyrosine kinase

16. TIE TIE1 tyrosine kinase with Ig and EGF homology
domains

TIE2/TEK tyrosine kinase, endothelial-specific

17. TRK TRK A/NTRK1 | tropomyosin receptor kinase A/neurotrophic
TRK B/NTRK?2 | tyrosine kinase receptor
TRK C/NTRK3

18. VEGFR VEGFRI1 vascular endothelium growth factor receptor
VEGFR2
VEGFR3

19. AATYK [AATYK apoptosis-associated tyrosine kinase
AATYK2
AATYK3*

20. DKFZ DKFZ

Tabelle 2b. Klassifikation der Rezeptortyrosinkinasen nach Robinson et al. 2000. Alle Rezeptorty-
rosinkinasen bis auf EPHB4*, EPHX* und AATYK3#*, von denen keine cDNA Sequenz verfiigbar
war, wurden mittels Real-time-RT-PCR untersucht.
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Abbildung 4: Struktur der Rezeptortyrosinkinasen. Abkiirzungen: Namen der Rezeptortyrosinkinasen
siche Tabelle 1a/1b. TM: transmembranidre Doméne; Ig: Immunglobulin-dhnliche Domine; Cys: Cystein-
reiche Domine; L: Leucin-reiche Doméne; Fn: Fibronektin III Wiederholung; EGF: EGF-dhnliche Do-
mine; Kringle: Kringle Domine; Discoidin: Discoidin- oder Faktor VIII-Domine; Cad: Cadherin Wie-
derholung (aus Robertson et al. 2000).

1.3.2 Signaltransduktion

Die Signaltransduktion beschreibt die Ubertragung von duBeren Reizen, beispielsweise
von Wachstums- oder Uberlebensstimuli, iiber Rezeptoren und nachfolgende Signalwe-

ge zum Zellkern, wo die Anderung der Genexpression letztendlich eine bestimmte Re-
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aktion der Zelle hervorruft. Das Verstidndnis dieses Vorganges ist insofern von Bedeu-
tung, als die Signaltransduktion auf allen Stufen gestort sein kann und dadurch poten-
tiell zur Krebsentstehung beitrigt.

Signaltransduktion wird eingeleitet durch das Andocken eines spezifischen Liganden,
z.B. eines Wachstumsfaktors, an die extrazellulire Domine der jeweiligen Rezeptorty-
rosinkinase. Diese Ligandenbindung induziert bzw. stabilisiert die Rezeptordimerisie-
rung. Hierbei konnen sich sowohl Homodimere als auch — wie im Fall der EGFR (epi-
dermal growth factor receptor) Familie — Heterodimere aus unterschiedlichen Famili-
enmitgliedern bilden (Zwick et al. 2001). Durch die Dimerisierung werden die beiden
katalytischen Doménen der beteiligten Rezeptoren so gegeniibergestellt, dass die gegen-
seitige Transphosphorylierung von Tyrosinresten innerhalb der Aktivierungsschleife
ermoglicht wird. Dies fiihrt durch Konformationsidnderung zur Freigabe des aktiven
Zentrums fiir die Bindung von Substrat und ATP und somit zur Aktivierung der Tyro-
sinkinase und der nachfolgenden Autophosphorylierung von Tyrosinresten auflerhalb
der katalytischen Domine (Hunter 2000). Proteine mit SH2 (Src homology 2)-Doménen
oder PTB (Phosphotyrosin bindenden)-Doménen erkennen nun diese phosphorylierten
Tyrosinreste des aktivierten Rezeptors und leiten dadurch die weiteren Signaltransduk-
tionswege ein.

Dabei konnen Proteine mit SH2-Doménen selbst intrinsische enzymatische Aktivitit
besitzen, die durch Phosphorylierung reguliert wird. In diesem Fall bewirkt ihre Rekru-
tierung, vermittelt iiber die SH2-Bindung an die Phosphotyrosine des aktivierten Rezep-
tors, zum einen ihre Phosphorylierung und damit Aktivierung durch die Tyrosinkinase-
Aktivitit des Rezeptors. Zum anderen gelangen diese Effektorproteine dadurch in die
Nihe der Plasmamembran, wo ihre Substrate lokalisiert sind, wie beispielsweise bei
Phospholipase Cy oder Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3-Kinase). Phosphatidylino-
sitol-3-Kinasen katalysieren die Phosphorylierung von Hydroxylgruppen an Position 3
des Phosphatidylinositol (PI) in der Plasmamembran, so dass fiir die Signaltransduktion
wichtige Lipide wie PI-3,4-P,, PI-3,5-P,, PI-4,5-P, und PI-3,4,5-P3 (Phosphatidylinosi-
toldi- und triphosphat) entstehen. Die genannten Lipide kdnnen u.a. durch Bindung an

die ,,pleckstrin-homology*“-Doméine der Serin-Threoninkinase Akt diese Kinase aktivie-
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ren, was zur Phosphorylierung weiterer wichtiger Substrate fiihrt. Phospholipase Cy
wiederum spaltet PIP,, wodurch die Botenstoffe DAG (Diacylglycerin) und IP5 (Inosi-
toltriphosphat) freigesetzt werden.

Proteine mit SH2-Domine miissen aber nicht unbedingt selbst katalytische Aktivitit
besitzen, sondern konnen auch lediglich als Adaptermolekiile fungieren, die weitere
Effektoren rekrutieren. Ein bekanntes Beispiel hierfiir ist der Grb2-SH2-SH3 Adapter,
der einerseits iiber seine SH2- Doméne an die phosphorylierten Tyrosinreste eines akti-
vierten Rezeptors bindet, andererseits tiber seine SH3-Doméne mit SOS (son of seven-
less) assoziiert ist. SOS, ein GTP-Austauschfaktor (GEF: guanosine nucleotide ex-
change factor), gelangt dadurch in die Ndhe des an der Plasmamembran lokalisierten
kleinen G-Proteins Ras (Ratten-Sarkom), katalysiert dort den Austausch von GDP
(Guanosindiphosphat) gegen GTP (Guanosintriphosphat) und aktiviert somit Ras. Akti-
viertes Ras kann dann iiber Raf die MAPK-Kaskade einleiten, die eine wichtige Rolle
bei der Regulation der Zellproliferation spielt (Hanahan et al. 2000). Dabei handelt es
sich um ein Kettensystem von intrazelluldren Proteinkinasen, die, sobald sie selbst akti-
viert wurden, jeweils die nidchste Kinase durch Phosphorylierung aktivieren. Extrazellu-
lare Stimuli fithren so zur Aktivierung einer Klasse von Serin/Threonin Kinasen, den
sogenannten MAPKKK (,,mitogen-activated protein kinase* Kinase Kinase = MEKK).
Zu diesen zidhlt neben MEKK1 auch Raf, welches von Ras aktiviert wird. Diese
MAPKKK aktivieren wiederum eine Klasse von Kinasen namens MAPKK (MAPK
Kinase = MEK = MKK), die sowohl Serin/Threonin als auch Tyrosinreste phosphory-
lieren konnen. Diese MAPKK aktivieren schlielich Serin/Threonin Kinasen genannt
MAPK (,,mitogen-activated protein kinase*), zu denen beispielsweise ERK1, ERK2
(,,extracellular signal regulated protein kinase*), JNK (jun amino-terminal kinase) und
p38 gehoren. Durch diese werden schlussendlich am Ende der Kette Transkriptionsfak-
toren aktiviert, die die Expression spezifischer Gene steuern.

Neben Raf vermag aktiviertes Ras auch noch andere Effektoren, die fiir die Organisati-
on des Zytoskeletts wichtig sind, sowie Phosphatidylinositol-3-Kinasen zu aktivieren.
Dariiber hinaus kénnen Rezeptortyrosinkinasen auch STATs und weitere bei den Zyto-

kinrezeptoren bereits beschriebene Signalwege aktivieren. Letztendlich fiihrt Aktivie-
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rung von Rezeptortyrosinkinasen iiber ein komplexes Netzwerk intrazelluldrer Signal-
kaskaden zur Aktivierung oder Repression der Transkription spezifischer Gene. Da-
durch werden bestimmte biologische Antworten der Zelle auf externe Stimuli hervorge-
rufen, wie Uberleben, Zellzyklusprogression, Proliferation und Migration.

Diese komplexen physiologischen Auswirkungen einer Aktivierung von Rezeptortyro-
sinkinasen machen verstidndlich, warum eine Deregulation dieser prizise abgestimmten
Vorginge innerhalb der Zelle zur malignen Transformation bzw. zum Tumorwachstum
beitragen kann. Die Anderung der Aktivitit bestimmter Rezeptortyrosinkinasen stellt

somit einen potentiellen Kofaktor bei der Krebsentstehung und Progression dar.

1.3.3 Deregulation von Rezeptortyrosinkinasen

Wihrend in normalen Zellen die Aktivitit von Rezeptortyrosinkinasen und der durch sie
vermittelten intrazelluldren Signale streng kontrolliert wird, findet man in maligne ent-
arteten Zellen hiufig eine Deregulation, meist im Sinne einer konstitutiven oder patho-
logisch gesteigerten Tyrosinkinaseaktivitit (Zwick et al. 2002). Zu den Mechanismen,
die zu solch einer Uberaktivitit fiihren und Rezeptortyrosinkinasen hierdurch onkoge-
nes Potential verleihen konnen, gehdren neben Genamplifikation, Uberexpression und
Mutationen dieser Rezeptortyrosinkinasen auch autokrine bzw. parakrine Stimulation.
Dabei steigern Genamplifikation und Uberexpression eines Rezeptors zum einen die
Reaktion von Krebszellen auf physiologische Stimuli durch Wachstumsfaktoren, zum
anderen erhoht sich durch die Uberzahl dieser Rezeptoren auf der Zelloberfliche die
Wahrscheinlichkeit einer spontanen Rezeptordimerisierung, selbst in der Abwesenheit
des normalerweise hierzu bendtigten Liganden. So kommt es zu einer liganden-
unabhéngigen, unphysiologischen Rezeptoraktivierung. Unkontrolliertes Zellwachstum
und maligne Transformation sind die Folge. Bekannte Beispiele hierfiir sind der ERBB2
(HER2) Rezeptor, der v.a. in Brust- und Ovarialkrebs iiberexprimiert wird und dabei

mit einer schlechten Prognose einhergeht, sowie der EGFR Rezeptor, von dem infolge
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Genamplifikation in manchen Tumoren zum Teil iiber 60 Kopien pro Zelle vorliegen
konnen (Berchuck et al. 1990; Libermann et al. 1985).

Genmutationen, die zu einer konstitutiven Aktivierung des Rezeptors fiihren, kdnnen
sowohl die extrazelluldre Domine als auch die juxtamembranire oder die intrazellulére
katalytische Doméne — v.a. die ATP bindende Domine — betreffen.

Desweiteren wird beim EGFR Rezeptor ebenfalls das Prinzip der autokrinen bzw. pa-
rakrinen Stimulation beschrieben. Diese kann auftreten, wenn eine Rezeptortyrosinkina-
se in Anwesenheit ihres spezifischen Liganden aberrant oder iiberméBig exprimiert
wird, oder wenn in der Anwesenheit des zugehorigen Rezeptors der entsprechende Li-
gand iiberexprimiert wird. So lédsst sich z.B. in Lungenadenokarzinomen (Hsieh et al.
2000), in Glioblastomen und in Plattenepithelzellkarzinomen des Hals-Nasen-Rachen
Bereiches eine Koexpression des EGFR Rezeptors und seines Liganden TGF-alpha
(transforming growth factor) beobachten, was zu einer autokrinen Stimulation des
EGFR fiihrt und mit einer schlechten Prognose korreliert (Grandis et al. 1998). Uberex-
pression der GPCR (G-protein-coupled receptor) stellt einen weiteren Faktor dar, der
zur autokrinen Stimulation beitridgt, indem durch eine GPCR induzierte Metalloprotei-
nase Vorlduferproteine prozessiert und daher vermehrt Wachstumsfaktoren freigesetzt
werden, die dann an EGFR binden konnen (Dong et al. 1999).

Insgesamt gibt es also eine Vielzahl von Moglichkeiten, die zu einer Uberaktivitit von
Rezeptortyrosinkinasen fiihren und somit unkontrolliertem Zellwachstum und Tumor-

entstehung Vorschub leisten kdnnen.

1.3.4 TRK Familie (Tropomyosin Rezeptor Kinase)

Im Gegensatz zu der PDGFR Familie von Rezeptortyrosinkinasen, deren Verbindung
zur AML schon lange Gegenstand der Forschung ist, wurde die Funktion der Neu-
rotrophinrezeptoren auBerhalb des Nervensystems, insbesondere in der Himatopoese

und Leukémie, bisher weniger eingehend untersucht. Da die vorliegende Arbeit sich
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aber unter anderem intensiv mit dem TRK A Rezeptor und dessen Mutation ATRK A

auseinandersetzt, ist es notwendig, zunichst die TRK Familie ndher zu charakterisieren.

Die Familie der hochaffinen Neurotrophinrezeptoren, beinhaltet drei Mitglieder, TRK A
(NTRK1), TRK B (NTRK2) und TRK C (NTRK3), die bevorzugt unterschiedliche
Neurotrophin-Wachstumsfaktoren binden. Zur Familie der Neurotrophine zihlen NGF
(nerve growth factor), der TRK A aktiviert, BDNF (brain-derived neurotrophic factor)
und NT-4/5 (Neurotrophin 4/5), die bevorzugt an TRK B binden, sowie NT-3 (Neu-
rotrophin 3), der hauptséchlich iiber TRK C wirkt, aber auch TRK A und B binden kann
(Nakagawara 2001). Neben den hochaffinen Neurotrophinrezeptoren der TRK Familie
existiert dariiber hinaus der niedrigaffine Neurotrophinrezeptor p75, der zur Familie der
TNF (tumor necrosis factor) Rezeptoren/Fas Familie gehort, und dessen Anwesenheit
sowohl die Bindungsspezifitit der TRK Rezeptoren beeinflusst, als auch ihre Bindungs-
affinitdt und Tyrosinkinaseaktivitit verstirkt (Greene et al. 1995).

Die Wirkung der Neurotrophine iiber TRK Rezeptoren ist wichtig fiir die Regulation
von Differenzierung und Apoptose wihrend der Entwicklung des Nervensystems und
fiir die Aufrechterhaltung des neuronalen Netzwerkes. Dabei fordert NGF iiber TRK A
v.a. Uberleben, Neuritenbildung und Differenzierung von sympathischen und sensori-
schen Neuronen des nozizeptiven und thermoregulatorischen Systems, wohingegen
BDNF/TRK B, NT-4/TRK B und NT-3/TRK C iiberwiegend fiir sensorische Neurone
der Oberflachen- und Tiefensensibilitdt sowie fiir Motoneurone bedeutsam sind. Da
Neurotrophine nahe des Axonendes an ihre Rezeptoren binden, die entstehenden Signa-
le aber Strecken von bis zu 1m bis zum Zellkorper zuriicklegen miissen, nimmt man an,
dass die NGF/TRK A Rezeptorkomplexe nach Internalisierung aktiv bleiben, und iiber
retrograden Transport in endozytotischen Vesikeln entlang des neuronalen Mikrotubu-
lussystems bis zum Zellkorper gelangen, wo die Signale letztendlich umgesetzt werden
(Wiley et al. 2001). Dabei bestehen Unterschiede in der TRK A vermittelten Signal-
transduktion je nach Glycosylierungsgrad und zelluldrer Lokalisation des Rezeptors.
Die Glycosylierung des Rezeptors verhindert zum einen eine ligandenunabhéngige Ak-

tivierung der Tyrosinkinaseaktivitit, zum anderen ist sie fiir die Translokation der TRK
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A Rezeptortyrosinkinase an die Zelloberfldche zustindig, wo die Ras/Raf/MAPK Kas-
kade stimuliert werden kann. Der unglycosylierte Rezeptor hingegen verbleibt intrazel-
luldr und weist eine konstitutive, ligandenunabhiingige Tyrosinkinaseaktivitit mit kon-
stitutiver Aktivierung der Signalmolekiile Shc und PLCy auf (Watson et al. 1999). Das
NGF-induzierte Uberleben beruht iiberwiegend auf der Stimulierung des PI3 Kina-
se/Akt Weges durch den aktivierten membrangebundenen TRK A Rezeptor an der Zell-
oberflidche. Der aktivierte Rezeptor wird durch Dynamin-vermittelte Endozytose inter-
nalisiert, bleibt innerhalb der Vesikel katalytisch aktiv und bewirkt von dort die NGF-
induzierte neuronale Differenzierung (Zhang, Y.-Z. et al. 2000). Aullerdem verindert
sich das zeitliche Muster der Ras/MAPK Aktivierung. Der internalisierte TRK A Re-
zeptor erreicht zwar eine hthere Maximalaktivierung von Erk, doch hilt diese Aktivie-
rung kiirzer an, als bei dem oberflichengebundenen Rezeptor.

Mutationen, die den TRK A Rezeptor inaktivieren, fithren zum CIPA (congenital
insensitivity to pain with anhidrosis) Syndrom, einer autosomal rezessiven Erbkrank-
heit, bei der es zu unerklérlichen Fieberschiiben, Anhidrose, fehlender Reaktion auf
Schmerzreize, selbstverstimmelndem Verhalten und mentaler Retardierung kommt
(Mardy et al. 1999, Miura et al. 2000). Dieses Krankheitsbild spiegelt die Bedeutung
des NGF/TRK A Systems fiir Entwicklung und Funktion von Nozizeption und Thermo-
regulation wieder.

Urspriinglich wurde TRK A als Onkogen in einem Kolonkarzinom entdeckt, wo die
Tyrosinkinase-Doméine des Rezeptors mit Teilen des Gens fiir nichtmuskuléres Tropo-
myosin fusioniert war und hierdurch die Tyrosinkinase konstitutionell aktiviert wurde
(Martin-Zanca et al. 1986). Es konnte gezeigt werden, dass diese onkogene Form des
TRK A Rezeptors in der Lage ist, auch himatopoetische Zellen zu transformieren und
die Abhingigkeit dieser Zellen von Wachstumsfaktoren aufzuheben (Katzav et al.
1989). Ahnliche Mutationen, bei denen Teile von TRK A mit anderen Genen rearran-
giert und dadurch aktiviert sind, fanden sich bei Patienten mit papilldrem Schilddriisen-
karzinom (Musholt et al. 2000, Marta et al. 1995, Bongarzone et al. 1989).

Wie bereits erwidhnt, beschrieb Reuther dariiber hinaus kiirzlich eine neue Mutation des

TRK A Rezeptors bei einem Patienten mit akuter myeloischer Leukidimie (AML) (Reut-
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her et al. 2000). Dabei handelt es sich um die Deletion von 225 Nukleotiden, die in ei-
nen Verlust von 75 Aminoséuren, inklusive vier Glycosylierungsstellen, in der extrazel-
luldren Doméne des Rezeptors resultiert. Es wurde gezeigt, dass dieser mutierte TRK A
Rezeptor, ATRK A genannt, im Gegensatz zum iiberexprimierten Wildtyp TRK A Re-
zeptor, in der Lage ist, als Onkogen neben Fibroblasten und epithelialen Zellen auch
32D Zellen, eine myeloische Zelllinie, zu transformieren. Aulerdem konnte ATRK A in
diesen Zellen Apoptose, als Reaktion auf Interleukin 3 Entzug, verzogern und die Ab-
hingigkeit der Proliferation von Wachstumsfaktoren vermindern. Die Ursache hierfiir
liegt in einer, vermutlich durch mutationsbedingte Verdnderung der Tertiérstruktur ver-
ursachten, konstitutionell gesteigerten, ligandenunabhédngigen Tyrosinkinaseaktivitit
des TRK A Rezeptors. Dies fiihrt zu Hyperphosphorylierung von Tyrosinresten des Re-
zeptors und zu konsekutiv erhohter Aktivitit der Ras-Raf-ERK Kaskade. Diese Kaskade
beeinflusst bei PC12 Phéochromozytomzellen wahrscheinlich v.a. die Differenzierung,
kaum hingegen das Uberleben, wohingegen bei primiren Neuronen und myeloischen
Zellen Ras auch fiir das Zelliiberleben erforderlich ist. Dariiber hinaus lassen sich Ras-
Mutationen hiufig bei der AML beobachten.

Neben der Aktivierung des Ras-Signalweges fiihrt eine Aktivierung des TRK A Rezep-
tors durch seinen Liganden NGF zusitzlich zur Aktivierung von Phospholipase Cy und
der Phosphatidylinositol-3-Kinase, die iiber die antiapoptotisch wirkende Kinase Akt
fiir das Uberleben von PC12 Zellen verantwortlich zu sein scheint. In NIH3T3 Miuse-
fibroblasten und 32D Zellen konnte nachgewiesen werden, dass die Mutation ATRK A
eine erhohte Aktivitdat von Ras/ERK und Akt, nicht jedoch von Stat5 bewirkt, das iiber
Bcl-X antiapoptotisch wirkt (Reuther et al. 2000). Dies konnte erkliaren, warum ATRK
A transformierte 32D Zellen durch die gesteigerte Ras-Aktivitit zwar niedrigere Inter-
leukin 3 Spiegel zum Wachstum benétigen als normale myeloische Zellen, nicht jedoch
komplett wachstumsfaktorunabhiingig iiberleben konnen, da ihnen die hierzu notige
zusitzliche Stat5-Aktivierung fehlt. Trotzdem deutet alles darauf hin, dass die Mutation
ATRK A durch die konstitutionelle Uberaktivitit von Ras zur Entstehung und/oder Un-

terhaltung der Leukédmie beitragen kann.
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Die Hypothese einer potentiellen Beteiligung von ATRK A an der Leukidimogenese
lenkt daher das Interesse auf die tatsdchlichen Haufigkeit dieser Mutation bei der AML.
Deshalb bestand ein Ziel dieser Arbeit in der Untersuchung, ob die von Reuther et al.
beschriebene Mutation des TRK A Rezeptors eine einmalige Beobachtung darstellt,
oder ob sie sich auch bei anderen AML Patienten nachweisen lidsst. Anhand der unter-
schiedlichen Grée des PCR Produktes von Wildtyp TRK A im Vergleich zu ATRK A

wurden mittels konventioneller PCR 57 AML Proben auf diese Mutation hin untersucht.

1.4 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, systematisch zu analysieren, welche Rezeptortyro-
sinkinasen bei der akuten myeloischen Leukimie exprimiert werden und daher mogli-
che Ansatzpunkte fiir die Entwicklung neuer Therapieformen zur selektiven RTK-
Inhibition bieten. Durch die Quantifizierung auf mRNA Ebene konnte die Expression in
AML Blasten mit der Expression in normalem Knochenmark und in hdmatopoetischen
Vorlduferzellen (CD34+ Zellen) verglichen werden. Weitere Analysen wurden zum
Zusammenhang von Rezeptortyrosinkinasen Expression und Prognose und Differenzie-
rung durchgefiihrt. SchlieBlich untersuchte die vorliegende Arbeit die Héufigkeit der
Deletionsmutante der Rezeptortyrosinkinase TRK A (ATRK A), die leukdmogene Fi-

genschaften besitzt.
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2. Material und Methoden

2.1 Zellkultur

Die K562 Zelllinie wurde urspriinglich von einem Patienten mit chronischer myeloi-
scher Leukimie in der Blastenkrise isoliert, wihrend KG1 Zellen von einem Patienten
mit einer Erythroleukédmie, die sich zu einer akuten myeloischen Leukimie entwickelte,
stammen. K562 Zellen wurden in RPMI 1640 Medium mit 10% FKS (fetales Kilber
Serum) und 1% Penizillin/Streptomyzin kultiviert, KG1 Zellen in IMDM (Iscove’s mo-
dified Dulbecco’s Medium) mit 20% FKS und 1% L-Glutamin.

2.2 Behandlung der Zellen mit ATRA

Da sich die Expression von TRK A in K562 und KG1 Zellen durch ATRA (all-trans-
Retinoinsiure) induzieren lésst ( Xie et al. 1997, 2000), wurden jeweils ca. 5x10° Zellen
pro 10 ml in Anwesenheit von je 10°M, 10'M, 10*M und 10° M ATRA fiir drei Tage
inkubiert und anschlieend die RNA isoliert.

2.3 RNA Isolation

Die Isolation der RNA mit TRIzol Reagens (Total RNA Isolation Reagent; GIBCO
BRL) erfolgte nach dem vom Hersteller empfohlenem Protokoll:

1. Homogenisation

Nach Zentrifugation wurde das Zellpellet in 1 ml TRIzol Reagens pro
5-10 x 10° Zellen aufgenommen und die Zellen lysiert.

2. Separationsphase

Nach fiinfminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur, Hinzufiigen von 0,2 ml

Chloroform, Schiitteln, erneuter zwei-dreiminiitiger Inkubation und Zentrifuga-
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tion (12000 x g fiir 15 Min bei 4°C) liel} sich die obere wéssrige Phase, die die
RNA enthilt, abnehmen.
3. RNA Prizipitation

Die RNA wurde durch Mischen mit 0,5 ml Isopropanol prizipitiert. Nach an-
schlieBender Inkubation (10 Min, Raumtemperatur) und Zentrifugation
(12000 x g fiir 10 Min bei 4°C) war das RNA Prizipitat als Pellet sichtbar.

4. RNA Waschen
Nach Entfernung des Uberstandes wurde die RNA in 1 ml 75% Ethanol gewa-
schen, gevortext und erneut zentrifugiert (7500 x g fiir 5 Min bei 4°C).

5. Wiederauflésen der RNA
Nach Lufttrocknung, Losung des RNA Pellets in 20ul DEPC RNAse freiem
Wasser und anschliefender Inkubation (10 Min bei 55-60°C) lief3 sich der RNA

Gehalt photometrisch bestimmen.

So wurde in einem Photometer der Absorptionswert der verdiinnten Proben fiir Licht
der Wellenldnge 260 nm und 280 nm gemessen und gemél der Formel A260 x 40 x
Verdiinnungsfaktor die RNA Konzentration der jeweiligen Proben in pg/ml berechnet.
Die Ratio A260/A280 gilt als MaB fiir die Reinheit der RNA und sollte zwischen 1,7

und 2 betragen. Dies traf auf alle Proben zu.

2.4 Reverse Transkription

Die Methode der reversen Transkription beruht auf der Umschreibung von RNA in die
komplementidre DNA. Dabei dient die Bindung des Primers an seine spezifische RNA
Sequenz als Ausgangspunkt fiir die Anlagerung der entsprechenden Desoxynukleotide
an den RNA Strang, die dem Prinzip der komplementéiren Basenpaarung gehorcht. Die-
se Nukleotide werden durch eine RNA abhingige DNA-Polymerase, der Reversen

Transkriptase, zu einem DNA Strang verkniipft.
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Die reverse Transkription erfolgte nach dem Protokoll der Firma Promega mit M-MLV
(Moloney murine leukemia virus) Reverser Transkriptase. Hierbei wurde jeweils 1 ug
RNA mit 1ul ,,Random Hexamers*, 1ul RNAse out und DEPC-H,0O zu einem Gesamt-
volumen von 17,75ul versetzt und anschlieBend 5 Min bei 70°C, 5 Min auf Eis und 10
Min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 7,25 pl Master-Mix — bestehend
aus 5Sul Puffer (5x), 1 ul M-MLV Reverser Transkriptase, und 1,25 pul dNTP’s (Deso-
xynukleotidtriphosphate) — hinzugefiigt und eine Stunde im Wasserbad (42°C) sowie 15
Min bei 70°C inkubiert. Zuletzt wurde die entstandene cDNA mit ddH,O auf ein Ge-
samtvolumen von 200ul verdiinnt und bei —20°C gelagert.

Um zu iiberpriifen, ob die K562 bzw. KG1 Zellen tatsdchlich TRK A exprimiert haben,
wurde abschlieend die in der cDNA enthaltende TRK A mRNA mit Hilfe TRK A spe-
zifischer Primer im ,,ABI prism 7700 sequence detector(PE Biosytems, Foster City,
CA) durch Real-time-RT-PCR (s.u.) amplifiziert. Die amplifizierte TRK A Sequenz
wurde mittels SYBR Green detektiert, einem fluoreszierenden Farbstoff, der sich wih-
rend der Polymerisationsphase in den neuentstehenden DNA Doppelstrang einlagert.
Fiir die weiteren Experimente wurde die von den mit 10° M ATRA behandelten KG1

Zellen gewonnene cDNA ausgewihlt, da diese die hochsten TRK A Spiegel aufwies.

2.5 PCR ( Polymerase-Ketten-Reaktion)

Ziel der PCR ist es, spezifisch eine gewiinschte DNA Sequenz zu amplifizieren. Prinzi-
piell wird dabei zunichst in der Denaturierungsphase der DNA Doppelstrang durch Er-
hitzen vollstindig in die beiden Einzelstringe zertrennt. Nach einer raschen Tempera-
turabkiihlung binden dann Vorwiérts- und Riickwirtsprimer jeweils an die komplemen-
taren Sequenzen der beiden einzelnen DNA Stringe. Anschlieend lagern sich von den
Primern ausgehend die komplementéiren Nukleotide jeweils an die beiden bereits vor-
handenen DNA Stringe an und werden durch eine hitzestabilen DNA-Polymerase, nach
Temperaturerhéhung auf das Enzymoptimum, zu einem neuen komplementiren DNA

Strang verkniipft. Klassischerweise verwendet man hierzu das Enzym Taqg-Polymerase,
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das urspriinglich aus dem in heien Quellen lebendem Bakterium Thermus aquaticus
isoliert wurde. Danach 16st sich durch erneute, diesmal kiirzere, Temperaturerhohung
der neusynthetisierte, kiirzere DNA-Strang von seiner Matrize wieder ab. Es schlieBen
sich wiederum die Schritte Primerbindung und DNA-Synthese an. Dieser Zyklus wird
so oft wiederholt, bis geniigend Kopien der nachzuweisenden DNA Sequenz hergestellt
wurden.

Im konkreten Experiment wurde fiir die PCR der bei Reuther et al. beschriebene Primer
fir TRK A benutzt. Dabei gilt die Sequenz 5°-TCC CGG CCA GTG TGC AGC TG-3’
als Vorwiértsprimer, die Sequenz 5’-AGG GAT GGG GTC CTC GGG GTT GAA-3’
als Riickwirtsprimer (GIBCO BRL Custom Primers, Primer Number: B7901 BO1 (for-
ward), B7901 B02 (reward); desalted). Dieses Primerpaar umfasst die Nukleotide 971-
1296 des TRK A Gens (M23102). Da die Deletion bei der ATRK A Mutation die Ba-
senpaare 1030-1254 betrifft, ergibt sich fiir das PCR-Produkt des normalen Wildtyp
TRK A eine Linge von 326 bp, wohingegen die ATRK A Mutation ein um die deletier-
ten 225 Basenpaare kiirzeres PCR Produkt von nur 101 bp Lénge liefert.

Da es wiederholt nicht moglich war, mittels Taq Polymerase die gesuchte TRK A Se-
quenz zu amplifizieren, wurde auf die Verwendung von Pfu Polymerase iibergegangen,
die schlieBlich eine Amplifikation von TRK A erméglichte. Nach weiterer Optimierung
ergab sich letztendlich folgendes PCR Protokoll, das zunéchst mit der cDNA aus den
mit 10°M ATRA behandelten KG1 Zellen iiberpriift wurde:

ddH,O: 14,3 ul
Pfu Puffer (10x ; Stratagene): 2ul

dNTP’s (Desoxynukleotidtriphosphate, 10 mM) : 0,8 ul

Primer (vorwirts) : 0,8 ul

Primer (riickwirts) : 0,8 ul

Pfu turbo (2,5 U/ul; Stratagene) : 0,3 ul

cDNA: Tul

=20 ul
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Thermocyclerprotokoll:
1. 95°C: 1 Min
2. 95°C: 1 Min 30 Sec
3. 58°C: 1 Min
4. 72°C: 1 Min
5. 72°C: 10 Min

Es wurden 35 Zyklen (Schritt 2-4) durchgefiihrt. Insgesamt wurde cDNA von 57 ano-

nymisierten Proben von AML Patienten aus Miinster untersucht.

2.6 Gelelektrophorese

In einem elektrischen Feld werden DNA Fragmente der Gro3e nach aufgetrennt. Die
negativ geladenen DNA Fragmente wandern dabei in einem Gel von der negativ gela-
denen Kathode zur positiv geladenen Anode, und zwar um so schneller, je kiirzer die
DNA Stiicke sind.

Im eigentlichen Experiment wurden 5 pl des PCR Produktes mit 2 pl Loading Buffer
gemischt und zusammen mit einem 100 bp-Grofenmarker durch ein 1% Agarosegel
(250ml, 15 bzw. 20 ,,Wells*) bei 150 V laufen gelassen. AnschlieBend erfolgte die Fér-
bung des Gels in Ethidiumbromid, einem Farbstoff, der sich in doppelstringige DNA
einlagert. Die so entstandenen Banden wurden durch Bestrahlung mit UV-Licht sichtbar

gemacht und mit Hilfe der ,,Multi Analyst Software* als Bild abgespeichert.

2.7 Real-time-RT-PCR

Der Tagman Assay dient der Quantifizierung spezifischer mRNAs, z.B. aus Tumorpro-
ben, und damit der Bestimmung der relativen Expression des jeweiligen Zielgens in

dem untersuchten Gewebe. Ausgangspunkt dieser Methode ist es, die isolierte mRNA
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durch eine RNA-abhingige DNA-Polymerase, der reversen Transkriptase, in die kom-
plementire cDNA umzuschreiben (Abb. 5). Diese cDNA wird in der sich anschlie3en-
den PCR (s.0.) mittels einer thermostabilen DNA-abhéngigen DNA-Polymerase, in die-
sem Fall der Taq Polymerase, amplifiziert. Die PCR erfolgt in einer verschlossenen
,»96-Well“ Mikroplatte mit Hilfe eines kombinierten Thermocyclers/Detektors, bei-
spielsweise dem ABI Prism 7700. Spezifitit wird zum einen durch zwei bestimmte Pri-
mer erreicht, welche die Endpunkte der zu amplifizierenden Zielsequenz definieren,
zum anderen durch eine als Sonde (,,Probe‘) dienende dritte Oligonukleotidsequenz, die
komplementir zu einer kurzen Sequenz innerhalb des Amplikons ist. Um das Problem
einer Kontamination durch genomische DNA zu umgehen, werden Primer und Sonde so
gewihlt, dass sie einen Exon-Exon Ubergang iiberspannen. Die Sonde enthilt an ihrem
5’Ende einen fluoreszierenden ,,Reporter Farbstoff und an ihrem 3’Ende einen ,,Quen-
cher, durch dessen Nihe zum ,,Reporter das Fluoreszenzsignal unterdriickt wird.

Nach der Denaturierungsphase kommt es zur Anlagerung der beiden Primer und der
Sonde an die jeweiligen komplementédren Sequenzen der cDNA. Danach erfolgt von den
Primern ausgehend die Synthese des komplementiren DNA Strangs durch die Taq Po-
lymerase. Dieses Enzym besitzt zusétzlich eine 5’Exonukleaseaktivitit, welche doppel-
strangspezifisch ist. Folglich wird nur die an die Zielsequenz gebundene Sonde durch
dieses Enzym umgesetzt, nicht jedoch die freie Sonde, so dass ein filschlicherweise zu
hohes Fluoreszenzsignal vermieden wird. Erreicht die Taq Polymerase die hybridisierte
Sonde, 16st sie zunéchst das 5’Ende der Sonde ab und spaltet die Sonde schlieBlich, so
dass ,,Reporter und ,,Quencher* voneinander getrennt werden. Dadurch wird das nach
Immission vom angeregten ,,Reporter” emittierte Fluoreszenzsignal nicht mehr vom
,,Quencher* unterdriickt und kann detektiert werden (Bustin 2000). Dieses Fluoreszenz-
signal ist proportional zur Menge des generierten PCR Produktes. Innerhalb des ABI
Prism 7700 wird jeweils ein Laser auf jedes der 96 ,,Wells* gelenkt und die resultieren-
de Fluoreszenzemission des ,,Reporters” fiir jedes ,,Well* in jedem Zyklus der fort-

schreitenden Amplifikation gemessen.
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Abbildung 5: Tagman Assay. A: Bei der reversen Transkription wird eine cDNA Kopie der mRNA
hergestellt. B: Primer und Sonde (,,Probe*) lagern sich an die komplementidren Sequenzen der cDNA an.
Durch die Nihe von ,,Quencher” und ,,Reporter” wird das vom Reporterfarbstoff ausgehende Fluores-
zenzsignal unterdriickt. C: Die Polymerisation durch die Taq Polymerase erfolgt bei derselben Tempera-
tur wie der vorangehende Anlagerungsschritt. D: Die Taq Polymerase entfernt und hydrolysiert die Son-
de. E: Durch die Trennung vom ,,Quencher* wird die Emission und anschlieende Detektion des vom
angeregten ,,Reporter ausgehenden Fluoreszenzsignals ermoglicht (nach Bustin 2000).

Je groBer die urspriingliche Zahl der Kopien der Zielsequenz zu Reaktionsbeginn ist,
also je mehr spezifische cDNA in der untersuchten Probe vorlag, desto weniger PCR
Zyklen werden benotigt um einen definierten Schwellwert zu erreichen, an dem das
empfangene Fluoreszenzsignal als statistisch signifikant oberhalb des Hintergrunds an-
gesehen wird (Gibson et al. 1996). Dieser Punkt, der sogenannte CT-Wert (,,threshold
cycle®), liegt in der exponentiellen Phase der PCR Amplifikation. Daher verhilt sich die
Anzahl der zum Uberschreiten des Schwellwertes benotigten PCR Zyklen, also der CT
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Wert, umgekehrt proportional zum Logarithmus der initialen Kopienzahl der Ziel-
cDNA, die wiederum von der Ausgangsmenge der spezifischen mRNA abhéngt (Higu-
chi et al. 1993). Die fiir die einzelnen Patientenproben ermittelten CT Werte lassen so-
mit anhand der fiir die verwendeten Primer und Sonden ermittelten, spezifischen Stan-
dardkurven Riickschliisse auf die initiale Kopienzahl der Ziel-mRNA und damit auf die
Hohe der Genexpression zu.

Konkret wurden insgesamt 85 AML Proben von Patienten untersucht, die an der
AMLCG (AML Cooperative Group) Studie zur Therapieoptimierung teilgenommen
hatten (Buchner et al. 1999) (Tab. 3). Die mittlere riickfallsfreie Uberlebenszeit bzw.
die Remissionsdauer (in 36 Fillen bekannt, in 49 fehlend) bei den AML Patienten be-
trug 272 Tage (Median: 211; Min.: 0, Max.: 869).

N %
Geschlecht weiblich |33 | 47,8
ménnlich | 36| 52,2
gesamt | 69| 100,0
unbekannt | 16
FAB MO 3 4.4
M1 13| 19,1
M2 20| 294
M3 4 5,9
M4 18| 26,5
M5 9| 132
M6 1 1,5
Gesamt | 68| 100,0
unbekannt | 17
komplexer Karvotyp ja 7 13,7
nein 44| 86,3
gesamt |51 | 100,0
unbekannt | 34

Tabelle 3.1. Patientencharakteristika: Verteilung von Geschlecht, FAB Subtypen und komplexem
Karyotyp mit mehr als 3 chromosomalen Aberrationen.
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N |Mittelwert | Median Stan'dard— Minimum| Maximum
abweichung

initiale Leukozytenzahl
(x/ul)

initiale Thrombozyten-
zahl (x/ul)

initialer Blastenanteil

69 | 88493 38000 172272 1100 1017000

69 | 67246 | 47000 57417 7000 248000

im Blut (%) 69 55 65 33 0 96
Blastenanteil im Kno-

chenmark (%) 64 79 89,5 20 20 100
LDH (U/ml) 60 615 421 417 88 1665

Tabelle 3.2. Patientencharakteristika: Klinische Laborparameter.

Zusitzlich wurden zum Vergleich 7 normale Knochenmarksproben sowie 5 verschiede-
ne Populationen CD34+ Stammzellen analysiert, die von Patienten mit nicht-
hidmatologischen Erkrankungen aus Miinster stammen, denen aus diagnostischen Griin-
den Knochenmark entnommen wurde. Alle Patienten gaben eine schriftliche Einver-
standniserkldrung ab.

Aus den heparinisierten Knochenmarksproben wurden mittels Dichtezentrifugation die
AML Blasten zur Zeit der Diagnosestellung angereichert und anschlieend bei —80 °C
bis zur Durchfiithrung der weiteren Experimente eingefroren.

Die RNA Isolation aus den gefrorenen Blasten erfolgte mittels TRIzol Reagenz (Life
Technologies, Inc.). Dann wurde unter Verwendung von ,,Random Hexamers* und Su-
perscript II Reverser Transkriptase (Gibco Life Technology) jeweils 1ug der Gesamt-
RNA in cDNA umgeschrieben. Danach schloss sich die Verdiinnung dieser cDNA mit
ddH,O auf ein Volumen von 200ul sowie die anschlieBende PCR Reaktion mit jeweils
2,5ul dieser Losung an. Die Amplifikation erfolgte im ABI Prism 7700 sequence detec-
tor (PE Biosystems, Foster City, CA) bei einem Gesamtvolumen von 22,5 ul mit jeweils
2,5ul der cDNA und 20ul einer Mischung aus Taq Man Universal Master Mix (10pl),
Vorwirts- und Riickwértsprimer (10uM) (je 1ul Primer), Sonde (1ul) und ddH,O (7ul).
Bei den Sonden der untersuchten Rezeptortyrosinkinasen, Zykline und GAPDH (Glyce-
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rinaldehydphosphatdehydrogenase) als internem Standard wurden FAM (6-Carboxy-
Fluoreszein) bzw. bei GAPDH VIC als ,,Reporter Farbstoff am 5’Ende der Sonde und
TAMRA (6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin) als ,,Quencher am 3’Ende verwendet
(Tab. 4). Jede der 85 AML cDNA Proben wurde fiir jede Rezeptortyrosinkinase auf
derselben Reaktionsplatte analysiert, bzw. bei den Rezeptoren EGFR und c-KIT zusétz-
lich auf einer zweiten, unabhéngig von der ersten Platte priparierten und ausgewerteten
Platte untersucht.

AuBerdem wurde auf jeder Platte eine doppelte Verdiinnungsreihe (100, 25, 6,25, 1,60,
0,39, 0,10) einer aus einem Tumorgemisch gewonnenen Standard-cDNA mitgemessen.
Hieraus konnte fiir jede Platte eine Standardkurve fiir die einzelnen spezifischen Primer
und Sonden erstellt werden, aus der sich die relative Menge der jeweiligen Zielsequenz
in den untersuchten Patientenproben berechnen lie. Zur Ermittlung der relativen Ge-
nexpression wurde die so bestimmte Menge der Zielsequenz jeweils dividiert durch die
Menge an GAPDH in den entsprechenden Patientenproben, um so eventuelle Unter-
schiede in der Effektivitit der reversen Transkription bzw. der mRNA Mengen zwi-
schen den verschiedenen Patientenproben auszugleichen. Die relative Genexpression
einer bestimmten Rezeptortyrosinkinase ergab sich somit aus der Hohe der Zielge-
nexpression im Vergleich zur Standard cDNA geteilt durch die Menge an GAPDH in
dieser Probe im Vergleich zur Standard cDNA.

Die so gewonnenen Daten fiir die relative Expression der einzelnen Rezeptor-
tyrosinkinasen bzw. der Zykline in den 85 untersuchten AML Proben lieBen sich mit
Hilfe der SPSS 10.0 Statistiksoftware auswerten. Hierbei wurden zum analytischen Ver-
gleich von 2 Variablen der Mann-Whitney-U-Test bzw. beim Vergleich von mehr als 2
Variablen der Kruskal-Wallis-Test sowie fiir die Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse der
log-rank Test angewendet. Dabei galt ein P-Wert kleiner als 0,05 als statistisch sig-

nifikant.
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Gen Genbank- Prime.:.rsequenz: ) ) Sonde
nummer vorwdrts (oben) / riickwérts (unten)
AATYK NM 004920 CCT GGC TCA CTG CAA GTACAG A CCG ACC AGCTGT GGG TGCCTCT
ACA CAT TCC CGC TCT TGG TCT
AATYK2 NM 014916 AAT GCC CCCGACCCACT TGT TTG ACC AGG AGA CCC CAA CCA AA
GCA CGC CTC TCC TCC ACA
ALK NM_00004304 | TGG CTT TCT CCG GCA TCA ATT GTG TAC CGC CGG AAG CACCA
TCT GCA TGG CTT GCA GCT C
AXL NM_001699 CAG CGC AGC CTG CAT GT CAG GGC TGA ACA AGA CAT CCT CTT TCT CC
GGC GTT ATG GGC TTC GC
c-KIT NM_000222 CGC CTG GGA TTTTCT CTG C TTC TGC TCC TAC TGC TTC GCG TCC A
TCA CAG ATG GTT GAG AAG AGC CT
CSF1R NM_005211 GCA GCG TTG ATG TTA ACT TTG ATG CTT CCT CCA ACA CAA CAA CAC TAA GCT CGC
GTT ATT ATG AAA GTC AGA TTG TTG AGG
G
DDR1 NM_0013993 | TCA TCA TTG CCC TCA TGC TC CAC TGG CGC AGG CTC CTC AGC
AAC ACCCTC CGTTCAGCCT

Tabelle 4. Sequenzen der fiir die Real-time-RT-PCR verwendeten Primer und Sonden (,,Probes*).
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Gen Genbank- Prime.:.rsequenz: ) ) Sonde
nummer vorwdrts (oben) / riickwérts (unten)

DDR2 NM_006182 GGG CAG CAGTTT GTA CTC CCT GCT GTT GGA TAC AGC ATG ACA GAA GGG
GAC ACA CCA TCG GTC AAT TGG

DKFZ NM_018423 CAG AGA ACA AAGAACTCA ACAGCAG GTT CTG GAC CTC AAG GCATTG CCCC
GGT CCC TAG GTG GAG GAA CAG

EGFR NM_005228 GCA CCT ACG GATGCACTG G TTG AAG GCT GTC CAA CGA ATG GGC
GGC GAT GGA CGG GATCTT A

EPHA1 nm_005232 AGC CTG GCT ATG AGG AAG GTG CAG TGG CGA AGC ATG TGT TGC TG
CAT CCG GTA GGA GCCGCT A

EPHA2 nm_004431 TGC CAG GCA CCC TAC GAG GGA TGC CTG CCA GGC CTG CTC GC
ATG GCA GCG TGG GCT CAG

EPHA3 nm_005233 CCA AGT GGT CAT GAT CGC C TTT CAG CGG CAG TAG CAA TTA TTC TCC TCA
CCC AAT CAA AAC ATA GATGAC AACA

EPHA4 nm_004438 TCA GTG AGC CCT TGG AGGTTA C ACC ACC ACA GTG CCT TCC CGG ATC AT
ACT GTG GAG TTA GCC CCATCT C

Tabelle 4. Fortsetzung.
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Gen Genbank- Prime.:.rsequenz: ) ) Sonde
nummer vorwdrts (oben) / riickwérts (unten)

EPHAS L36644 TGG ATA CAG TTC AAT GGA CGCT CAG GTG ACC TTG GAG GAT TTG AGA CGG C
GAT CTT CTT CTG GTG ACC GAC AA

EPHAG6 ACO011783 GGG CAG GGT TTT TAA ATA GCA TC ATT CCT GCT GGC AGA CCA GTA ATG ATT GTG
AAA AGG AGT CTA GGG ATC CATTCT C

EPHA7 NM_004440 GAT CCC AGA GGC TCT TTG CTG TCA CCA CTG GTC AAG CAGCTCCCTC
TCC TTC ATT ACT CCG CTC ACT TG

EPHAS AB040892 CGC AGT TTC ACT CGG GAG AT AGA AAA TCA TCG GCT CTG GAG ACT CCG
CAG CCT CCC GTA GCA GACTTC

EPHB1 NM_004441 GAA CCC GGC AAG TCT CAA GA ATC ACC GCC GTG CCTTCC CA
TGG TAA AGG CCG TGA AGT CTG

EPHB2 AF025304 GGT CTT CCT CAT TGC TGT GGT T TCA TCG CCA TCG TGT GTA ACA GAC GG
GTA CTC CGA GTC AGC ACG CTC

EPHB3 AF025304 CGG AAT TGT CAT GTG GGA GG TAC TGG GAC ATG AGC AAC CAG GAT GTC A
TGC AGT GCT GTG GGA CAG TC

Tabelle 4. Fortsetzung.
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Gen Genbank- Prime.:.rsequenz: ) ) Sonde
nummer vorwdrts (oben) / riickwérts (unten)
EPHB6 NM_004445 TGG ACT ATC AGC TCC GCT ACT ATG CCA GGC AGA AGA CGA ATCCCA CTCCTIT
GTG GCA GTG TTG GTC TCG C
ERBB2 NM_004448 TGA GAA GTG CAG CAA GCCCT TGC CCG AGT GTG CTA TGG TCT GGG
ACC TCT CGC AAG TGC TCC AT
ERBB3 nm_001982 ACG GTT ATG TCA TGC CAG ATA CAC CCT CAA AGG TAC TCC CTC CTC CCG G
CTG AGA CCC ACT GAA GAA AGGG
ERBB4 nm_005235 CAG GCT TTC AAC ATC CCA CC CCA TCT ATA CTT CCA GAG CAA GAA TTG ACT CGA
GAG GGC TGT GTC CAA TTT CAC ATA GG
FGFR1 M34641 GCA CGG GACATTCACCACA ACT ATA AAA AGA CAA CCA ACG GCC GACTGC
GGG TGC CAT CCACTITCACA
FGFR2 NM_000141 AAT GAA TAC GGG TCC ATC AAT CA ACG TAC CAC CTG GAT GTT GTG GAG CG
GAG GAT GGG CCG GTG AG
FGFR3 NM_000142 CGG GCA ATTCTATTGGGTTTTT GGT GGT GCT GCC AGC CGA GGA GG
CTG CAT ACA CACTGC CCG C

Tabelle 4. Fortsetzung.
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Gen Genbank- Prime.:.rsequenz: ) ) Sonde
nummer vorwdrts (oben) / riickwérts (unten)

FGFR4 NM_002011 CTG CAG AAGCTCTCCCGCT CCC TCT GGC CCG ACA GTT CTC CC
TGA GCT TGA CTT GCC GGA A

LTS NM_004119 CACCGG ATACTACACTTGTTCCTCT TTT GGT TAC CAT CGT AGG AAA GGG ATT TAT AA
TTG GTC AAT TTC ATA ATC TTC ACT TGA

IGF1IR NM_000875 GCC TCT GTG AAC CCG GAGTA AGC GCT GCT GAT GTG TAC GTT CCT GA
CCG AGCCACCTCCCACT

M NM_000208 TAC CTC CGT TCT CTG CGG C CTG AGA ATA ATC CTG GCC GCC CTC C
TCT GAA TCA TCT CTT GAA GGG TAG G

IRR J05046 TCA CCA TCC CCA TAT CCC CT ACG TCC ATC AAC AAG AGC CCC CAA AG
CGG TGC CGC CCT GAG

LTK NM_002344 CCA GAA GGC ATG GAG CTA GC ACC TGC ATG GAC CTG CAC AAG CC
CAT CAG AAC CAG AGG GCC TG

MER NM_006343 TCT TCC TCC CCG CGC T TGG CGT AGA GCT ATC ACT GAG GCA AGG
AGC GGG TAAGGCTTGGCTT

Tabelle 4. Fortsetzung.
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2. Material und Methoden
Gen Genbank- Prime.:.rsequenz: ) ) Sonde
nummer vorwdrts (oben) / riickwérts (unten)

M NM_000245 TGA TTG TGG AGC ATA CATTAA ACCA ATC ACT GGG AAG AAG ATC ACG AAG ATC C
GAC TGC AGG ACT GGA AAT GTC TG

MUSK NM_005592 GAA TAT GTG AGA GAC ATC GGA GAG G AGC GTT TGG AAG GGT GTT TCA AGC AA
AGG GAA GTA AGC CTG GTG CG

NTRK1/ TRK A [M23102 GAT CTT CAC CTA CGG CAA GCA TGG TAC CAG CTC TCC AAC ACG GAG G
CCT GCGTGA TGC AGTCGA T

NTRK2/TRK B [NM 006180 TCC CTT CCA CAG ACG TCA CTG CGG TCG GGA ACA TCT CTC GGT CTA TG
ACA GAC GCA ATC ACC ACC AC

NTRK3/TRK C [ NM 002530 CAA ATA TGG TCG ACG GTC CAA TTT GGA ATG AAG GGT CCC GTG CT
GCT GAG TCC TCC TCA CCA CTG

PDGFRA NM_006206 CCG TGT GAC TTT CGC CAA A TGG AGG AGA CCA TCG CCG TGC
CAA GGA GAT TCT TAG CCA GGC A

PDGFRB NM_002609 CCC TGT CCA CGC GCA CGT GTC GGA GAC CCG GTATGT GTC A
TTC ACG CGA ACC AGT GTC AG

Tabelle 4. Fortsetzung.
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2. Material und Methoden
Gen Genbank- Prime.:.rsequenz: ) ) Sonde
nummer vorwdrts (oben) / riickwérts (unten)

PTK7 NM_002821 CCC AGC CGG CAG CAT AGG CGC AAG CCCGTG TCC AA
GTG AACTTG AGC TTT TCC AGC A

RET x12949 TGC TTC TGC GAG CCC G CAT CCA GGA TCC ACT GTG CGA CGA
GAT CAC CGT GCG GCA CA

RON NM_002447 ACA TGG GCA CAATGG ATG G CCT GCA GGT GGA GCT GGT CAG GTC AC
GAC GACTGA CAT CCC GCT G

m NM_005012 AGT CTT GTT TGT CAA GTT TGG CC CCT CCC ACT GCA AGT CCA GGA TACTCA GA
CAT GCA ATC CCT CTG TAT GGC

ROR2 NM_004560 ACG GGA TGA AGA CCATTA CCG CCT GTT TGT GCG GCT GGG TCC A
AGT TAT GAT TTG GGC TGT GCG

ROS1 NM_002944 TGG CTG ATT CAT ACA ATG GGT ATG CCT GAG AGA TGG CAT TTA TAG AGC AGA CCTTCCT
TGC ACA CCG GCC AGT G

RYK S59184 GCA GTA GTT CCC AAG GGC TG CTC AGC CAT CCA CCC AGA CGA CTC AGT A
TTG TTG GGC GTG TCT GCT C

Tabelle 4. Fortsetzung.
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Gen Genbank- Prime.:.rsequenz: ) ) Sonde
nummer vorwdrts (oben) / riickwérts (unten)

TEK NM_000459 TCG GCC AGG TAT ATA GGA GGA AA TGA TAG TCC GGA GAT GTG AAGCCCAGA A
TGG CAG ACA CCATTG TTC ATA CA

TIE NM_005424 ACC ACA GCT GAG TTC GAG GTG CCC GCT TGG TTC TTG CGG ACA
ACA CGG CACTCC CAG AACC

TYRO3 NM_006293 TGG CCG AGC TCT GCT ACA GT CAG GTG ACA CAG GCC CCA GGA GG
CAA CAGCCA GGACTTCCC A

VEGFR1 NMO002019 CTG GCA CCC CTG TAA CCA TAA CAT TCC GAA GCA AGG TGT GAC TTT TGT TC
GTT GCT GTC AGC ATC CAG GA

VEGFR2 NMO002253 TGT GGC TCT GCG TGG AGA CGC CTC TGT GGG TTT GCC TAG TGT TTC
TGA GCC TGG GCA GAT CAA G

VEGFR3 NM_002020 ACA TCA AGG CAC GCATCG A CGT GTT CGT GAG AGA CTT TGA GCA GCC
TTG ACC AAG AGC GTG TCA GG

GAPDH NM_002046 GAA GGT GAA GGT CGG AGT C CAA GCT TCC CGT TCT CAG CC
GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC

Tabelle 4. Fortsetzung.
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Gen Genbank- Prime.:.rsequenz: ) ) Sonde
nummer vorwdrts (oben) / riickwérts (unten)

Zyklin A1 NM_003914 |GGG CTC CCA GAT TTC GTC T CCA GCA GCA GCC CGT GGA
CTG CAG TGC ATT GCT TCA GA

Zyklin A2 NM_001237 AGC TGC CTT TCA TTT AGC ACT CTA TCA CGG GAC AAA GCT GGC CTG
TTA AGA CTT TCC AGG GTA TAT CCA GTC

Zyklin C NM_005190 |AGC TGT GTT CCA TGG CAG G TTG GCA GAG CTC CCA CTA TTT GCA ATG
GCG CTC CTT CAA CAG ATCTTG

Zyklin D1 NM_053056 ACT ACC GCC TCA CACGCTTC CCA GAG TGA TCA AGT GTG ACC CGG ACT
CTT CGA TCT GCT CCT GGC AG

szlin D2 NM_001759 CAT GCT CAG ACCTTC ATTGCT C TGT GCC ACC GAC TTT AAG TTT GCC ATG
CGA TCA TCG ACG GTG GGT

Zyklin D3 NM_001760 AAA ACT GTG CAT CTA CAC CGA CC CCCCGCCAGTTGCGGGACT
CCCTAG GACCAGCACCTCC

Zyklin E1 NM 001238 |CTC CAG GAA GAG GAA GGC AA CGT GAC CGT TTT TTT GCA GGA TCC A
TCG ATT TTG GCC ATT TCT TCA

szlin E2 NM_057749 TGT TGG CCA CCT GTA TTA TCT GG CAG TCC TTG CAT TAT CAT TGA AAC ACC TCA CAA
ATC TGG AGA AAT CACTTGTTC CTATITC

p21WAF/CIP NM_000389 | CTG GAG ACT CTC AGG GTC GAA CGG CAG ACC AGC ATG ACA GAT TTC TAC C
AAG ATC AGC CGG CGT TTG

Tabelle 4. Fortsetzung.
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3. Ergebnisse

3.1 RT-PCR-Analyse von 55 Rezeptortyrosinkinasen bei der AML

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mittels quantitativer RT-PCR die Expression von
55 verschiedenen Rezeptortyrosinkinasen bei Patienten mit akuter myeloischer Leuké-
mie (AML) zu bestimmen. Dabei wiesen die Messergebnisse der quantitativen Real-
time-RT-PCR ein hohes Mal} an Reproduzierbarkeit auf, was fiir die Genauigkeit und
Zuverlissigkeit der angewendeten Methode spricht (Abb. 6). Die so gewonnenen Daten
fiir die Expression der Rezeptortyrosinkinasen bei der AML wurden mit der Expression
bei normalen hidmatopoetischen Zellen verglichen, sowie zu FAB Klassifikation,

Zyklinexpression und Patienteniiberleben in Beziehung gesetzt.
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Abbildung 6. Korrelation der Messergebnisse fiir die Expression von Rezeptortyrosinkinasen am
Beispiel des FGF-Rezeptors. Die Graphik zeigt das hohe Maf3 an Korrelation zwischen den Messergeb-
nissen fiir die Expression von Rezeptortyrosinkinasen aus zwei unabhingigen Real-time-RT-PCR Analy-
sen.
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3.1.1 Vergleich der Expression von Rezeptortyrosinkinasen zwischen AML, normalem

Knochenmark und CD34+ Zellen

In den untersuchten AML Patientenproben (n = 85) war eine Expression von folgenden
18 Rezeptoren bei iiber 50% der Fille nachweisbar:

AATYK?2 (Median: 0,1438), c-KIT (9,0552), CSFIR (2,4109), DDR1 (0,0682), EPHB3
(0,2009), EPHB6 (1,3066), ERBB2 (0,056), FGFR1 (0,3337), FLT3 (11,3196), IGF1R
(0,3108), INSR (1,4174), LTK (4,3106), MER (1,3646), NTRK1/TRKA (1,3821),
PTK7 (2,4474), RYK (1,2234), TIE (4,9964), TYRO3 (0,1696) (Tab. 5)

Da sich die leukdmisch transformierten Blasten bei der AML von myeloischen Zellen
der normalen Héamatopoese im Knochenmark ableiten, wurde zum Vergleich zudem die
Expression der Rezeptortyrosinkinasen in normalem, gesunden Knochenmark (n = 7)
untersucht, um so Unterschiede im Expressionsmuster zwischen normalen und maligne
entarteten Zellen aufzudecken. Wéhrend sich bei der AML die Expression im
Durchschnitt auf 18 Rezeptortyrosinkinasen beschrinkte, wurde in den analysierten
Knochenmarksproben eine Expression folgender 23 Rezeptortyrosinkinasen bei iiber
50% der Proben festgestellt:

AATYK (Median: 4,7077), AATYK2 (0,4852), AXL (3,795E-02), c-KIT (1,7791),
CSFIR (2,1555), DDRI1 (1,859E-02), DKFZ1 (0,3484), EPHA1 (0,3776), EPHBI
(5,150E-02), EPHB2 (0,1176), EPHB3 (0,5366), EPHB6 (0,3598), ERBB2 (0,1416),
FGFR1 (0,7702), FLT3 (0,6295), IGFIR (0,9460), INSR (0,8358), NTRK1/TRKA
(0,8825), PTK7 (0,3801), PDGFRB (9,374E-04), RYK (1,4375), TIE (1,6881), TYRO3
(0,9147) (Tab. 5).

Weil Knochenmarksproben ein sehr heterogenes Gemisch verschiedener Zellreihen und
Reifungsstadien hidmatopoetischer Zellen darstellen, wurde als nichstes speziell die
Gruppe der CD34+ Zellen (n = 5) nédher untersucht. Bei CD34+ Zellen handelt es sich
um Stammzellen bzw. noch sehr frithe unreife Stadien in der Differenzierung der
Hématopoese. Diese Zellen sind fiir die Erforschung der AML insofern von besonderem
Interesse, als die maligne Transformation, die zu akuten Leukédmien fiihrt, in der frithen

Héamatopoese stattfindet. Bei den untersuchten CD34+ Zellen handelte es sich um
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CD34+/CD33+ Zellen, CD34+/CD33- Zellen, CD34+ Zellen einer gesunden
Testperson, mit dem Histondeazetylaseinhibitor TSA behandelte CD34+ Zellen und nur
mit DMSO behandelte CD34+ Kontrollzellen. Im Vergleich zur AML und zum
normalen Knochenmark fand sich bei den CD34+ Zellen hingegen eine Expression von
34 verschiedenen Rezeptoren in iiber 50% der Zellen.

Hierzu gehoren: AATYK (Median: 1,9373), AATYK2 (0,1968), AXL (0,03251), c-KIT
(9,2494), CSFIR (0,1046), DDR1 (0,07933), DDR2 (0,1559), DKFZ1 (0,6012), EGFR
(0,00538), EPHA1 (0,09985), EPHA3 (2,7322), EPHA4 (0,08341), EPHB2 (0,003263),
EPHB3 (0,4622), EPHB6 (0,2990), ERBB2 (0,09695), ERBB3 (0,007307), FGFR1
(0,3345), FGFR4 (0,0218), FLT3 (0,6941), IGF1R (1,1101), INSR (1,4200), LTK
(2,0183), NTRKI1/TRKA (1,7433), PDGFRA (0,3560), PDGFRB (0,01208), PTK7
(2,4448), RET (0,6312), RON (0,6127), RYK (1,2166), TEK (1,2324), TIE (7,8812),
TYRO3 (0,7262), VEGFRI1 (0,9412) (Tab. 5).

Diese Daten zeigen, dass AML Blasten eine geringere Anzahl an
Rezeptortyrosinkinasen exprimieren als normales Knochenmark oder CD34+
Stammzellen. Um zu iiberpriifen, ob diese wenigen Rezeptortyrosinkinasen dafiir umso
starker bei der AML exprimiert werden, verglichen wir daraufthin mittels Kruskal-
Wallis-Test die relative Expression der Rezeptortyrosinkinasen zwischen den CD34+
Zellen, den gesunden Knochenmarksproben und den AML Proben, wobei sich
statistisch signifikante Unterschiede in der Rezeptorexpression zwischen diesen
Gruppen ergaben (Tab. 6).

In den AML Proben zeigte sich im Vergleich zu den CD34+ Zellen und zum normalen
Knochenmark eine deutlich gesteigerte Expression der Rezeptortyrosinkinasen c-KIT,
CSFIR und in besonderem Malle von FLT3, die alle drei zur Familie des Platelet-
Derived-Growth-Factor Rezeptors (PDGFR) gehoren. Allerdings wies der ebenfalls zu
dieser Familie zdhlende PDGFRA Rezeptor in den CD34+ Zellen die hochste

Expression auf. Auf diese Rezeptorfamilie soll spéter nidher eingegangen werden.
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AML Knochenmark CD34+ Stammzellen

Rezeptor- . . | Rezeptor- . . | Rezeptor- ..
tvrosin- Expression in tVrosin- Expression in tVrosin- Expression in
kinase & kinase & kinase &
NTRK1 99 AATYK2 100 AATYK2 100
EPHB6 98 EPHB6 100 DDR1 100
INSR 98 ERBB2 100 EPHB6 100
C-KIT 96 FGFR1 100 ERBB2 100
FLT3 94 IGFIR 100 FGFR1 100
CSFI1R 93 INSR 100 IGF1IR 100
RYK 91 NTRK1 100 INSR 100
FGFR1 87 RYK 100 NTRK1 100
PTK7 86 TYRO3 100 PTK?7 100
AATYK2 85 AATYK 86 RYK 100
LTK 85 EPHA1 86 TIE 100
IGF1R 80 EPHB3 86 TYRO3 100
TIE 69 CSF1R 83 AXL 80
TYRO3 66 C-KIT 71 C-KIT 80
DDR1 65 EPHB2 71 DKFZ1 80
ERBB2 56 FLT3 71 EPHA1 80
EPHB3 55 TIE 71 EPHA3 80
MER 51 AXL 57 EPHB3 80
AATYK 44 DDR1 57 ERBB3 80
EPHA1 42 DKFZ1 57 FGFR4 80
PDGFRB 41 EPHB1 57 LTK 80
DKFZ1 38 PDGFRB 57 PDGFRA 80
EPHB2 29 PTK?7 57 PDGFRB 80
FGFR3 29 EPHA4 50 RON 80
AXL 25 RON 43 TEK 80
RET 24 LTK 33 VEGFR1 80
PDGFRA 18 DDR2 29 AATYK 75
EPHA3 16 EPHA3 29 DDR2 75

Tabelle 5. Expressionshiufigkeiten der 55 untersuchten Rezeptortyrosinkinasen in AML (n = 85),
normalem Knochenmark (n = 7), und CD34+ Stammzellen (n = 5).
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AML Knochenmark CD34+ Stammzellen

Rezeptor- . . | Rezeptor- . . | Rezeptor- ..
tVrosin- Expression in tVrosin- Expression in tVrosin- Expression in
kinase & kinase & kinase %
EPHA4 14 ERBB3 29 CSF1R 60
RON 12 ROS1 29 EGFR 60
VEGFR1 11 VEGFR1 17 EPHA4 60
EPHB1 9 FGFR3 14 EPHB2 60
VEGFR3 8 MER 14 FLT3 60
DDR2 7 MET 14 RET 60
FGFR4 7 PDGFRA 14 EPHB1 40
ROR2 7 RET 14 FGFR2 40
VEGFR2 7 VEGFR3 14 FGFR3 40
MET 6 ALK 0 IRR 40
TEK 6 EGFR 0 ROR2 40
FGFR2 4 EPHA2 0 VEGFR3 40
IRR 4 EPHAS 0 EPHA7 20
NTRK2 4 EPHAG6 0 MER 20
ERBB3 2 EPHA7 0 MET 20
ROS1 2 EPHAS 0 NTRK3 20
EGFR 1 ERBB4 0 ALK 0
MUSK 1 FGFR2 0 EPHA2 0
ROR1 1 FGFR4 0 EPHAS 0
ALK 0 IRR 0 EPHAG6 0
EPHA2 0 MUSK 0 EPHAS 0
EPHAS 0 NTRK2 0 ERBB4 0
EPHAG6 0 NTRK3 0 MUSK 0
EPHA7 0 ROR1 0 NTRK2 0
EPHAS 0 ROR2 0 ROR1 0
ERBB4 0 TEK 0 ROS1 0
NTRK3 0 VEGFR2 0 VEGFR2 0

Tabelle 5. Fortsetzung.
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asympto-
mittlerer tische
Rang im |Signifikanz

Rezeptor- Standardab- Kruskal |im Kruskal-

tyrosinkinase N |Mittelwert| weichung |Median|Wallis Test|Wallis-Test

c-KIT CD34+ Zellen| 5 8,8 7,1 9,2 41,7 0,0
comales 1718 1.7 1,8 18,4
AML 85| 42,1 149,2 9,1 52,0
Gesamt 97 37,4 140,2

CSF1R CD34+ Zellen| 5 0,5 0,6 0,1 17,0 0,0
e 0] 19 | 15 | 22 | w0
AML 85 6,9 16,1 2,4 51,1
Gesamt 96 6,3 15,2

EPHB6 CD34+ Zellen| 5 0,5 0,4 0,3 23,0 0,0
gﬁf)l:lil;inark 7 0.4 0.3 0.4 18,7
AML 85 3,7 11,2 1,3 53,0
Gesamt 97 3,3 10,5

FLT3 CD34+ Zellen| 5 1,6 2,0 0,7 16,2 0,0
pomales 17 14 1.9 0.6 15,1
AML 85| 3043,8 277779 11,3 53,7
Gesamt 97| 26674 26003,3

LTK CD34+ Zellen| 5 1,4 1,1 2,0 29,5 0,005
e[ 6] 06 | 10 [ 00 | 183
AML 85| 204 39.9 43 51,8
Gesamt 96 18,2 38,0

Tabelle 6.1. Vergleich der relativen Expression von Rezeptortyrosinkinasen zwischen CD34+
Zellen, normalem Knochenmark und AML. Die Rezeptortyrosinkinasen c-KIT, CSFIR, EPHB6,
FLT3 und LTK werden in der AML signifikant stidrker exprimiert als in CD34+ Zellen und normalem
Knochenmark. Die Zahlenwerte fiir die relative Expression ergaben sich aus dem Verhiltnis der
Expression der jeweiligen Rezeptortyrosinkinase (bezogen auf die Standardkurve) zu der Expression von
GAPDH (bezogen auf die GAPDH Standardkurve) in der jeweiligen Probe.
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asympto-
mittlerer tische
Rang im |Signifikanz
Rezeptor- Standardab- Kruskal |im Kruskal-
tyrosinkinase N |Mittelwert| weichung |Median |Wallis Test|Wallis-Test
AATYK CD34+ Zellen| 4 1,7 1,3 1,9 59,6 0,018
N | 7| 73 | om0 | ar | 7o
AML 85 2,6 7,8 0,0 45,9
Gesamt 96 2,9 7,8
EPHB1 CD34+ Zellen| 5 0,0 0,0 0,0 59,2 0,002
Knochemmark| 7| 02| 03 | 01 | 687
AML 85 0,2 1,1 0,0 46,8
Gesamt 97 0,2 1,0
ROS1 CD34+ Zellen| 4 0,0 0,0 0,0 46,5 0,005
Nomee W] 7] 1a |23 oo [ s
AML 85 0,4 2,8 0,0 47,7
Gesamt 96 0,4 2,7

Tabelle 6.2. Vergleich der relativen Expression von Rezeptortyrosinkinasen zwischen CD34+
Zellen, normalem Knochenmark und AML. Die Rezeptortyrosinkinasen AATYK, EPHB1 und ROS1
zeigen in normalem Knochenmark eine hohere relative Expression als in AML und CD34+ Stammzellen.
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mittlerer | asympto-
Rang im tische
Kruskal- | Signifikanz
Rezeptor- Standardab- Wallis- | im Kruskal-
tyrosinkinase N Mittelwert| weichung [Median] Test Wallis-Test
DDR2 CD34+ Zellen| 4 0,2 0,2 0,2 76,5 0,0001
e 7] 03|05 | 00 | 569
AML 85 1,1 9,4 0,0 46,5
Gesamt 96 1,0 8,9
EGFR CD34+ Zellen| 5 0,0 0,0 0,0 75,8 0,0001
e 7] 00|00 | 00 | 470
AML 85 0,0 0,0 0,0 47,6
Gesamt 97 0,0 0,0
EPHA3 CD34+ Zellen| 5 5,0 7,2 2,7 78,4 0,003
e 7] 05 | 08 | 00 | 514
AML 85 0,9 3,3 0,0 47,1
Gesamt 97 1,1 3,5
EPHA4 CD34+ Zellen| 5 0,1 0,1 0,1 64,6 0,02
e 6] 02 | 02 [ o1 | e
AML 85 0,1 0,5 0,0 46,6
Gesamt 96 0,1 04
ERBB3 CD34+ Zellen| 5 0,0 0,0 0,0 83,8 0,0001
e 7] 00| 00 | 00 | s
AML 85 0,0 0,0 0,0 46,2
Gesamt 97 0,0 0,0
FGFR2 CD34+ Zellen| 5 0,0 0,1 0,0 64,6 0,002
pomales 16| 0,0 0.0 0.0 | 460
AML 85 2,0 17,9 0,0 47,7
Gesamt 96 1,8 16,8

Tabelle 6.3. Vergleich der relativen Expression von Rezeptortyrosinkinasen zwischen CD34+
Zellen, normalem Knochenmark und AML. Uberblick iiber die Rezeptortyrosinkinasen, welche in
CD34+ Zellen am stirksten exprimiert wurden.
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asympto-
mittlerer tische
Rang im |Signifikanz
Rezeptor- Standardab- Kruskal |im Kruskal-
tyrosinkinase N |Mittelwert| weichung |Median |Wallis Test|Wallis-Test
FGFR4 CD34+ Zellen| 5 0,0 0,0 0,0 79,5 0,0001
Knochenmark| 6 | 00 00 | 00 | 435
AML 85 0,1 0,5 0,0 47,0
Gesamt 96 0,1 0,5
IRR CD34+ Zellen| 5 0,0 0,0 0,0 65,3 0,002
Knochenmark| 7 | 0.0 00 | 00 | 465
AML 85 0,1 0,5 0,0 48,3
Gesamt 97 0,1 0,5
NTRK3 CD34+ Zellen| 5 0,0 0,0 0,0 58,2 0,0001
comales 171 0,0 0,0 00 | 485
AML 85 0,0 0,0 0,0 48,5
Gesamt 97 0,0 0,0
PDGFRA | CD34+ Zellen| 5 1,3 2,0 0,4 77,6 0,004
pomales 17| 0,1 02 00 | 454
AML 85 0,2 0,5 0,0 47,6
Gesamt 97 0,2 0,7
PTK7 CD34+ Zellen| 4 2.8 1,4 2,4 53,5 0,01
pomales 17103 03 0.4 17,6
AML 85 15,6 98,1 2,4 50,8
Gesamt 96 13,9 92,4
RON CD34+ Zellen| 5 1,1 1,3 0,6 77,3 0,0001
comales 17| 04 0,7 00 | 60,0
AML 85 0,3 0,9 0,0 46,4
Gesamt 97 0,3 0,9

Tabelle 6.3. Fortsetzung.
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asympto-
mittlerer tische
Rang im |Signifikanz

Rezeptor- Standardab- Kruskal [im Kruskal-
tyrosinkinase N |Mittelwert| weichung |Median |Wallis Test|Wallis-Test
ROR2 CD34+ Zellen| 5 0,0 0,0 0,0 63,2 0,04

Normales

Knochenmark 7 0,0 0,0 0,0 45,0

AML 85 2,7 243 0,0 48,5

Gesamt 97 2,3 22,7
TEK CD34+ Zellen| 5 1,5 1,7 1,2 80,4 0,0001

Normales

Knochenmark 6 0,0 0,0 0,0 44,0

AML 85 1,8 10,6 0,0 46,9

Gesamt 96 1,7 10,0
TYRO3 CD34+ Zellen| 5 1,8 1,9 0,7 78,2 0,002

Normales

Knochenmark 7 1,7 2,1 0,9 73,1

AML 85 1,0 4,6 0,2 45,3

Gesamt 97 1,1 4.4
VEGFR1 CD34+ Zellen| 5 0,8 0,6 0,9 77,3 0,0001

Normales

Knochenmark 6 0,3 0,6 0,0 49,9

AML 85 0,3 1,1 0,0 46,7

Gesamt 96 0,3 1,0

Tabelle 6.3. Fortsetzung.

Zwei weitere Rezeptortyrosinkinasen, die ebenfalls in AML im Vergleich zu CD34+
Zellen und normalem Knochenmark verstirkt exprimiert werden, sind EPHB6 und LTK
(Tab. 6.1). EPH Rezeptoren bilden die grofte Familie innerhalb der Rezeptortyrosin-
kinasen und wurden urspriinglich aus einer Erythropoetin-produzierenden menschlichen
hepatozelluliren Karzinom Zelllinie isoliert. Ihre Liganden sind die Zellober-
flachenproteine Ephrin (Eph Rezeptorfamilie interagierende Proteine) A, das iiber

Glycosylphosphatidyinositol an der Zelloberfldche verankert ist und Ephrin B. Dieses
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besitzt eine Transmembrandoméne sowie eine zytosolische Doméne und ist somit zu
bidirektionaler Signaltransduktion fihig (Wilkinson 2000). Dementsprechend werden
EPHA und B Rezeptoren unterschieden.

Ephrin-EPH Interaktionen sind insbesondere fiir Zell-Zell-Interaktionen im Rahmen der
Entwicklung des Nervensystems, der Angiogenese und Tumorentwicklung von Bedeu-
tung. Denn viele Tumore zeigen eine Uberexpression von EPH Rezeptoren, die zu einer
Verminderung der Zelladhdsion und damit zur Metastasierung beitragen kann (Jensen
2000). So war auch bei unseren AML Proben eine signifikant hthere Expression der
Rezeptortyrosinkinase EPHB6 als in den CD34+ Stammzellen und dem normalen
Knochenmark (p = 0,001; Tab. 6.1; Abb. 7) zu beobachten. Dagegen wiesen die
verwandten Rezeptoren EPHB1 im normalen Knochenmark (p = 0,002; Tab. 6.2) und
EPHA3 und EPHA4 in CD34+ Zellen die hochste Expression auf (p = 0,003 bzw. p =
0,02; Tab. 6.3).

relative EPHB6 Expression (EPHB6/GAPDH)

N= 5 7 85
CD34+ Zellen normales KM AML

Abbildung 7. Darstellung der EPHB6 Expression als Boxplot. Der schattierte Bereich innerhalb einer
Box beinhaltet die relative EPHB6 Expression (EPHB6/GAPDH) in den mittleren 50% der Proben. Die
tibrigen 50% setzten sich aus den jeweils 25% unterhalb und oberhalb der Box zusammen. Der Median
(2. Quartile) ist als Linie innerhalb der Box gezeichnet, die 1. und 3. Quartile stellen die untere und obere
Begrenzung der Box dar. Aus dem Diagramm geht deutlich die gegeniiber CD34+ Zellen und normalem
Knochenmark (KM) gesteigerte EPHB6 Expression in AML hervor.
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Die Leukozyten-Tyrosin-Kinase LTK wird hauptséchlich in Prd-B-Zellen, im Gehirn,
Plazenta und verschiedenen héamatopoetischen Zelllinien exprimiert und bildet
zusammen mit der Tyrosinkinase ALK eine Untergruppe der Insulinrezeptor-
superfamilie (Ueno et al. 1996). Die Rezeptortyrosinkinase LTK wirkt u.a. tiber das
Insulinrezeptorsubstrat IRS-1 antiapoptotisch in hdmatopoetischen Zellen und fordert
zudem zusitzlich iiber den PI3-Kinase-Signalweg das Uberleben von Zellen (Ueno et
al. 1997).

Bei den von uns untersuchten AML Proben lag eine deutlich gesteigerte Expression des
LTK Rezeptors gegeniiber CD34+ Stammzellen und normalem Knochenmark vor (p =

0,005; Tab. 6.1; Abb. 8).

60
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relative LTK Expression (LTK/GAPDH)

6 85
CD34+ Zellen normales KM AML
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Abbildung 8. Darstellung der relativen LTK Expression als Boxplot. Das Diagramm zeigt die
deutlich hohere LTK Expression in AML gegeniiber CD34+ Zellen und normalem Knochenmark.

Nur die Rezeptortyrosinkinasen AATYK, EPHB1 und ROS1 zeigten die hochste
Expression im normalen Knochenmark im Vergleich zu CD34+ Zellen und AML (Tab.
6.2), wohingegen bei den meisten anderen Rezeptoren die hochste Expression in den

CD34+ Zellen gefunden wurde. Hierzu gehoren die Rezeptortyrosinkinasen: DDR2,
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EGFR, EPHA3, EPHA4, ERBB3, FGFR2 und 4, IRR, NTRK3/TRKC, PDGFRA,
PTK7, RON, ROR2, TEK, TYRO3 und VEGFRI (Tab. 6.3).

3.1.2 Analyse der FAB Stadien

Der Begriff der akuten myeloischen Leukidmie fasst die verschiedene Subtypen FAB
M1-7 zusammen. Je nachdem, zu welchem Zeitpunkt im Differenzierungsprozess, bzw.
in welcher Zellreihe, die maligne Transformation zur Leukidmiezelle stattfindet,
resultieren morphologisch und immunphénotypisch unterschiedliche AML Formen,
denen moglicherweise verschiedene Pathomechanismen zugrunde liegen. Daher wurde
mittels Mann-Whitey-U-Test nach Unterschieden in der Expression der Rezeptor-
tyrosinkinasen zwischen unreiferen, myeloblastiren und eher monozytir differenzierten
akuten myeloischen Leukdmien gesucht. Hierbei verglichen wir die Subtypen FAB M1
(myeloblastér undifferenziert; n = 13) und FAB M2 (myeloblastir differenziert; n = 20)
auf der einen Seite mit FAB M4 (kombiniert myeloblastir und monozytér; n = 18) und
FAB M5 (monoblastire AML; n = 9) auf der anderen Seite. Dabei zeigte sich eine
signifikant hohere Expression der Rezeptortyrosinkinasen NTRK1/TRKA, IGF1R und
¢-KIT in FAB M1+M2 im Vergleich mit FAB M4+M5 (Tab. 7).

Besonders deutlich wird der Unterschied in der Expressionshohe zwischen den
unterschiedlichen FAB Subtypen bei dem NTRK1/ TRKA Rezeptor, der in den myelo-
blastiren Formen FAB M1 und FAB M2 deutlich hoher exprimiert wird (Abb. 27).
Auch fiir die Rezeptoren EPHB6 und PTK7 ergab der Mann-Whitney-U-Test die
hohere Expression in FAB M1+M2. Dieses Ergebnis stimmt mit dem Vergleich der
Mediane fiir EPHB6 (FAB M1+M2 vs. FAB M4+M5; Median: 1.952 vs. 0,866;
Mittelwert: 3,927 vs. 4,693) und PTK7 (Median: 3,322 vs. 1,001; Mittelwert: 4,039 vs.
5,555) tiberein, auch wenn der Vergleich der Mittelwerte aufgrund der groen Streuung
der EPHB6 bzw. PTK7 Expression in der Gruppe FAB M4+M5 dies scheinbar nicht
bestitigt. Im Gegensatz dazu wurden die Rezeptoren CSF1R (Abb. 23) und EPHB3 in
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den monozytiren Formen FAB M4+M5 stéirker exprimiert als in den myeloblastiren

Formen FAB M1+M2.

Sig. (2-seitig) im

Rezeptor- Standardab-| Mittlerer | Mann-Whitney-

tyrosinkinase FAB N | Mittelwert | weichung Rang U-Test

NTRK1 FAB1+2 |33 90,7 447,7 36,7 0,002
FAB4+5 |27 2,0 5,6 23,0

IGF1R FABI+2 |33 3,0 9,0 34,9 0,03
FAB4+5 |27 0,6 1,2 25,1

c-KIT FABI+2 |33 55,2 181,7 36,3 0,004
FAB4+5 |27 46,2 173,6 23,4

EPHBG6 FABI+2 |33 3,9 8,1 35,8 0,01
FAB4+5 |27 4,7 17,8 24,0

PTK7 FABI+2 |33 4,0 3,5 36,5 0,003
FAB4+5 |27 5,6 17,7 23,2

CSF1R FAB1+2 |33 3,3 5,0 24,2 0,002
FAB4+5 |27 13,0 26,8 38,1

EPHB3 FABI+2 |33 2,3 11,4 26,5 0,04
FAB4+5 |27 1,8 3,3 35,3

Tabelle 7. Vergleich der Expression von Rezeptortyrosinkinasen zwischen den myeloblastiren
AML Formen FAB M1+ M2 und den eher monozytir differenzierten Formen FAB M4+ M5
(Mann-Whitney-U-Test). Die Rezeptortyrosinkinasen NTRK1/TRK A, IGFIR, c¢-KIT, EPHB6 und
PTK7 werden in den AML Subgruppen FAB M1+M2 hoher exprimiert als in FAB M4+MS5, wohingegen
CSFI1R und EPHB3 in FAB M4 + M5 hoher exprimiert werden.

3.1.3 Zusammenhang zwischen RTK und Zyklin Expression

Ein Hauptmerkmal von Krebszellen liegt in der unkontrollierten Zellproliferation.
Wihrend in normalen Geweben ein Gleichgewicht zwischen Apoptose und
Zellproliferation herrscht und der Zellzyklus genau reguliert wird, liegt vielen Tumoren

eine Storung dieses Gleichgewichts durch Verlust der Zellzykluskontrolle zugrunde
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(Sandal et al. 2002). Die verschiedenen Phasen des Zellzyklus, insbesondere der
Kontrollpunkt am Ubergang von der G1 zu S Phase, unterliegen einer Regulation durch
sogenannte Zyklin-abhéngige Kinasen (cyclin-dependent kinases, CDKs), die als
Komplex mit bestimmten Zyklinen vorliegen miissen, um aktiv zu sein. Ausgehend von
der Zellzyklusphase, in der sie vorherrschen, lassen sich diese Zykline in verschiedene
Klassen unterteilen; G1-Phase: Zyklin D1, D2, D3; Gl/S—Ubergang: Zyklin E; S-Phase:
Zykline Al, A2; Mitose: Zykline B1, B2. Die Zyklinexpression wird durch mitogene
Signale, z.B. Wachstumsfaktoren, gesteuert. So wurde bei den D-Zyklinen eine
Induktion durch die Transkriptionsfaktoren c-Myc, NF-kB und AP-1 (bestehend aus Jun
und Fos) beschrieben (Ekholm et al. 2000). Dariiberhinaus findet eine Regulation der D-
Zykline auch auf der Translationsebene durch den Phosphatidylinositol-3-Kinase
Signalweg statt. Unter dem Einfluss von Mitogenen kommt es zu einer Aktivierung des
Transla-tions-Initations-Faktors elF-4E und damit zu einer gesteigerten Zyklin D
Translation, wohingegen antiproliferative Signale iiber eine Inaktivierung dieses Faktors
zu einer verminderten Zyklin D Translation fiihren.

In verschiedenen malignen Neoplasien lisst sich eine Uberexpression von Zyklinen
nachweisen. Da die Zyklinexpression unter anderem durch Signaltransduktionswege
reguliert wird, die unter dem Einfluss von Rezeptortyrosinkinasen stehen, suchten wir
nach einem Zusammenhang zwischen der Expression bestimmter Rezeptortyrosin-
kinasen und der Expression verschiedener Zykline. Zu diesem Zweck wurde fiir die 55
untersuchten Rezeptortyrosinkinasen jeweils der Median der Expressionshohe in AML-
Blasten ermittelt. Anhand dieses Medians lieen sich die AML Patienten anschlieend
in 2 Gruppen unterteilen, und zwar eine Gruppe mit niedriger Rezeptorexpression
(Expression < Median, bzw. bei Median = 0: Rezeptorexpression = 0) und eine Gruppe
mit hoher Rezeptortyrosinkinasenexpression (Expression > Median, bzw. Expression >
0). Mittels Mann-Whitney-U-Test verglichen wir fiir beide Gruppen die Expression
bestimmter Zykline miteinander. Dabei ergab sich interessanterweise bei vielen
Rezeptortyrosinkinasen eine signifikant hohere Zyklin Expression in der AML

Patientengruppe mit hoherer Rezeptorexpression. Nur die Rezeptortyrosinkinasen
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ERBB3, EPHB3 und RET korrelierten im Gegensatz hierzu mit einer niedrigeren
Zyklinexpression.

A-Zykline interagieren mit CDK2 und sind v.a. fiir die S-Phase des Zellzyklus von
Bedeutung. Zyklin Al wird unter physiologischen Bedingungen in hohem MaBe im
Hoden exprimiert, wo es fiir die Spermatogenese erforderlich ist (Liu et al. 1998, Yang
et al. 1997). AuBBerdem findet sich auch bei hdmatopoetischen CD34+ Stammzellen eine
Zyklin A1 Expression, welche bei Stimulation der myeloiden Differenzierung gesteigert
wird. Dariiber hinaus ldsst sich eine Uberexpression von Zyklin Al hiufig in
bestimmten AML Subtypen nachweisen, bei denen ein Differenzierungsblock im
myeloblastiren (FAB M2) oder promyelozytiren (FAB M3) Stadium vorliegt (Yang et
al. 1999). Auch in den Leukidmiezelllinien ML-1, U937, NB4, KG-1 und THP1 sowie
in Non-Hodgkin-Lymphomen wurde eine hohe Zyklin Al Expression beschrieben
(Yang et al. 1997, Wolowiec et al 1999).

In der vorliegenden Untersuchung fiel bei AML Patienten mit hoher Expression der
Rezeptortyrosinkinasen INSR, PTK7, RYK und TIE eine 2,3- (RYK) bis 5,2- (PTK7)
fach hohere relative Zyklin A1 Expression auf als bei Patienten mit einer niedrigeren
relativen Expression dieser Rezeptoren. Umgekehrt war bei Expression von ERBB3,
RET, bzw. hoher Expression von EPHB3, eine niedrigere relative Zyklin A1 Expression
zu beobachten (Tab. 8).

Ahnlich wie bei Zyklin Al konnte in der Forschung auch fiir Zyklin A2 eine
Uberexpression in Tumoren gezeigt werden, vor allem in Frithstadien des nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinoms (non-small-cell lung cancer, NSCLC). Hierbei
korrelierte eine hohe Zyklin A2 Expression mit Tumorproliferation und Prognose
(Miiller-Tidow et al. 2001, Volm et al. 1997).

Analog zu Zyklin Al ergaben unsere Analysen auch bei Zyklin A2 einen
Zusammenhang zwischen der Expression von Zyklin A2 und bestimmten Rezeptor-
tyrosinkinasen. So wiesen AML Patienten mit hoher Expression der Rezeptortyrosin-
kinasen FGFR1, INSR, PTK7 und TYRO3 eine zwei bis dreifach hohere relative
Expression von Zyklin A2 auf als Patienten mit einer niedrigeren Expression dieser

Rezeptoren (Tab. 9).
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relative Hohe der RTK Mittelwert der asympt. Sig. im

Expression in Bezug auf relativen Zyklin| Standardab- |mittlerer| Mann-Whitney-

den Median N | Al Expression | weichung | Rang U-Test

INSR <14 34 0,4 0,5 30,2 0,05
>1,4 35 1,4 2,6 39,7

PTK7 <24 37 0,3 0.4 27,8 0,00
>24 32 1,6 2,7 43,3

RYK <12 37 0,6 1,3 28,8 0,01
>1,2 32 1,3 2,5 42,2

TIE <350 37 0.4 0,5 29,5 0,02
>35,0 32 1,5 2,7 41,3

EPHB3 <0,2 38 1,1 2,2 40,3 0,02
>0,2 31 0,7 1,6 28,5

ERRB3 =0 67 1,0 2,0 35,9 0,03
>0 2 0,0 0,0 5,0

RET =0 57 1,1 2,1 37,7 0,01
>0 12 0,3 0,3 22,0

Tabelle 8. Zusammenhang zwischen der Expression von Rezeptortyrosinkinasen (RTK) und Zyklin
A1l Expression (Mann-Whitney-U-Test). Hohe Expression der Rezeptortyrosinkinasen INSR, PTK7,
RYK und TIE korreliert mit einer hheren Expression von Zyklin A1, wihrend eine hohe Expression von
EPHB3 bzw. eine Expression von ERBB3 und RET mit einer niedrigeren Zyklin A1 Expression
korreliert.

Wihrend die A-Zykline vor allem fiir die Regulation der S-Phase eine Rolle spielen,
sind die Zykline D1, D2 und D3 wesentlich an der Steuerung der G1 Progression
beteiligt, insbesondere am Ubergang von der mittleren zur spiten G1 Phase. Eine
gesteigerte Expression dieser Zykline kommt hiufig bei Tumoren vor. So wurde eine
erhohte Expression von Zyklin D1 in Kolonkarzinomen und anderen Tumoren gefunden
(Sandal 2002). Zudem wurde eine Uberexpression von Zyklin D2 in chronischen
lymphatischen Leukédmien der B-Zellreihe (B-CLL), im lymphoplasmazytischen
Lymphom (LPL) sowie im Magenkarzinom beobachtet, wo eine Uberexpression mit
Tumorprogression und einer schlechten Prognose assoziiert war (Delmer et al. 1995,

Takano et al. 2000).
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relative Hohe der RTK Mittelwert der asympt. Sig. im
Expression in Bezug auf relativen Zyklin| Standard- | mittlerer [Mann-Whitney-
den Median N | A2 Expression |abweichung| Rang U-Test
FGFR1 <03 37 0,1 0,2 29,5 0,01
>0,3 32 0,3 0,3 41,4
INSR <l4 34 0,1 0,1 28,3 0,01
>14 35 0,3 0,4 41,5
PTK7 <24 37 0,1 0,3 30,3 0,04
>2.4 32 0,2 0,3 40,4
TYRO3 <0,2 37 0,1 0,1 30,3 0,04
> 0,2 32 0,3 0,4 40,4

Tabelle 9. Zusammenhang zwischen der Expression von Rezeptortyrosinkinasen und Zyklin A2
Expression. Eine hohe Expression der Rezeptortyrosinkinasen FGFR1, INSR, PTK7 und TYRO3 ist mit
einer hohen Zyklin A2 Expression vergesellschaftet.

Wiederum ergaben unsere Untersuchungen fiir AML Patienten mit einer relativ hohen
Expression der Rezeptortyrosinkinasen c-KIT, IGF1R, PTK7, RYK, TIE und TRKA
eine ca. drei- bis vierfach hohere relative Zyklin D2 Expression als bei Patienten mit
einer niedrigeren Expression dieser Rezeptortyrosinkinasen. Im Gegensatz dazu war
eine Expression des Rezeptors RET mit einer signifikant niedrigeren Zyklin D2
Expression assoziiert als bei Patienten ohne nachweisbare RET Expression (Tab. 10).

In der Literatur wird eine Uberexpression von Zyklin D3 u.a. in primir invasiven
Mammakarzinomen beschrieben und ist hierbei mit Metastasenentwicklung assoziiert
(Bukholm 2001). Desweiteren tritt eine Zyklin D3 Uberexpression in malignen
Melanomen auf, wobei fiir oberflichliche Melanome eine Korrelation mit fritherem
Riickfall und geringerem Gesamtiiberleben nachgewiesen werden konnte (Florenes et
al. 2000). Dariiberhinaus wurde eine erhohte Expression von Zyklin D3 auch in einigen
Fillen von Non-Hodgkin-Lymphomen gefunden, in T-Zell Lymphomen hiufiger als in
B-Zell Lymphomen. AuBerdem zeigte sich bei indolenten B-Zell Lymphomen eine
Assoziation zwischen Uberexpression von Zyklin D3 und einer Untergruppe von
Patienten mit prognostisch ungiinstigen klinischen Parametern sowie einer geringeren

rezidivfreien Uberlebenszeit und geringerem Gesamtiiberleben (Moller et al. 2001).
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relative Hohe der RTK Mittelwert der asympt. Sig. im
Expression in Bezug auf relativen Zyklin| Standard- |mittlerer | Mann-Whitney-
den Median N | D2 Expression |abweichung| Rang U-Test
c-KIT <91 37 9,6 7,5 26,4 0,0001
>9,1 32 42,0 53,7 44,9
IGF1R <03 35 16,5 33,6 27,1 0,001
>0,3 34 33,0 44,8 43,2
TRKA <14 36 11,8 11,1 28,9 0,01
>14 33 38,6 53,8 41,7
PTK7 <24 37 13,5 21,3 27,8 0,001
>24 32 37,5 51,8 43,3
RYK <12 37 12,8 13,0 29,6 0,02
>1,2 32 38,3 54,5 41,2
TIE <50 37 13,3 14,7 29,3 0,01
>35,0 32 37,8 54,2 41,6
RET =0 57 26,3 41,3 37.4 0,03
>0 12 16,7 34,5 23,8

Tabelle 10. Zusammenhang zwischen der Expressionshéhe von Rezeptortyrosinkinasen und der

Zyklin D2 Expression (Mann-Whitney-U-Test).

Eine hohe Expression der Rezeptortyrosinkinasen

¢-KIT, IGF1R, NTRK1/TRK A, PTK7, RYK und TIE korreliert mit einer hohen Expression von Zyklin
D2, wohingegen eine RET Expression mit einer niedrigen Zyklin D2 Expression assoziiert ist.

Im Rahmen der vorliegenden Analyse wiesen AML Patienten mit iiberdurchschnittlich

hoher Expression der Rezeptortyrosinkinasen CSFIR und MER eine etwa anderthalb-

fach hohere Zyklin D3 Expression auf. Hingegen wurde bei AML Patienten mit einer

ERBB3 Expression eine niedrigere relative Zyklin D3 Expression festgestellt (Tab. 11).
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relative Hohe der RTK Mittelwert der asympt. Sig. im
Expression in Bezug auf relativen Zyklin| Standard- |mittlerer  Mann-Whitney-
den Median N | D3 Expression |abweichung| Rang U-Test
CSF1R <24 36 0,9 0.8 29,6 0,02
>24 33 1,6 1.4 40,9
MER <14 37 1,0 0,8 30,3 0,04
> 1,4 32 1,6 1,4 40,4
ERBB3 =0 67 1,3 1,2 35,9 0,04
>0 2 0,2 0,0 6,0

Tabelle 11. Zusammenhang zwischen der Expressionshohe von Rezeptortyrosinkinasen und Zyklin
D3 Expression (Mann-Whitney-U-Test). Eine hohe Expression von CSFIR und MER bzw. die
Abwesenheit einer ERBB3 Expression korrelieren mit einer hohen Zyklin D3 Expression.

E-Zykline sind im Komplex mit CDK2 and der Regulation des Ubergangs von der G1-
in die S-Phase des Zellzyklus beteiligt. Eine Uberexpression von Zyklin E (E1) konnte
in verschiedenen Neoplasien, wie Karzinomen des Nierenbeckens und Ureters
(Furihata et al. 1998), der Gallenblase (Eguchi et al. 1999), in zervikalen Neoplasien
(Dellas et al. 1998), in Brustkrebs (Nielsen et al. 1998), in nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomen (Fukuse et al. 2000) und in malignen Lymphomen nachgewiesen
werden (Erlanson et al. 1998). In jungen Brustkrebspatientinnen korrelieren hohe
Zyklin E1 Spiegel und niedrige Spiegel des CDK-Inhibitors p27 mit einer schlechten
Prognose (Porter et al. 1997). Auch in frithen Stadien des nicht-kleinzelligen Bronchial-
karzinoms ist eine Uberexpression von Zyklin E1 mit einer schlechten Prognose, mit
Fernmetastasierung und chromosomaler Instabilitit assoziiert (Miiller-Tidow et al.

2001, Spruck et al. 1999).

Erneut zeigte sich bei den untersuchten AML Patienten eine um das drei bis vierfach
gesteigerte relative Expression von Zyklin E1 bei Patienten mit einer hohen Expression
der Rezeptortyrosinkinasen FGFR1, INSR und PTK7 im Vergleich zu solchen mit

niedriger Expression dieser Rezeptoren (Tab. 12).
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relative Hohe der RTK Mittelwert der asympt. Sig. im
Expression in Bezug auf relativen Zyklin | Standard- | mittlerer [Mann-Whitney-
den Median N | El Expression |abweichung| Rang U-Test
FGFR1 <0,3 37 1.4 1,6 28,3 0,003
>0,3 32 5.9 15,6 42,8
INSR <l,4 34 1,4 1,6 28,3 0,01
> 1,4 35 5,5 15,0 41,5
PTK7 <25 37 1,7 2,3 28,9 0,01
>2,5 32 5,5 15,6 42,0

Tabelle 12. Zusammenhang zwischen Zyklin E1 Expression und der Expression einzelner
Rezeptortyrosinkinasen (Mann-Whitney-U-Test). Eine hohe Expression der Rezeptortyrosinkinasen
FGFR1, INSR und PTK?7 ist mit einer hohen Zyklin E1 Expression assoziiert.

Zusammenfassend lédsst sich daher feststellen, dass eine hohe Expression bestimmter
Rezeptortyrosinkinasen, vor allem des Insulinrezeptors, INSR, (Zykline A1, A2, El)
und der Protein-Tyrosinkinase 7, PTK7, (Zykline Al, A2, D2, E1), bei AML Patienten
mit einer signifikant hoheren Expression verschiedener Zykline korreliert.

Fiir einige wenige Rezeptoren hingegen, insbesondere fiir eine Expression von RET
(rearranged during transformation) (Zykline Al, D2; Tab. 8, 10), ergab sich im
Gegensatz dazu eine Assoziation mit einer niedrigeren Expression bestimmter Zykline

in der zugehorigen AML Patientengruppe.

3.1.4 Uberlebensanalysen

Eine Uberexpression bzw. eine unphysiologische Expression bestimmter Rezeptortyro-
sinkinasen kommt in vielen verschiedenen Tumoren vor und weist hier eine grof3e
prognostische Bedeutung auf. Eine systematische Analyse sollte deshalb kldren, welche
Rezeptortyrosinkinasen bei AML mit Uberleben assoziiert sind. Wie bereits erldutert,
wurden hierzu die AML Patienten anhand des Medians des jeweiligen Rezeptors in

zwei Gruppen unterteilt, eine Gruppe mit niedriger oder fehlender Expression
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(Expression < Median oder Expression = 0 bei einem Median von 0) und eine Gruppe
mit hoher Expression der jeweiligen Rezeptortyrosinkinase (Expression > Median oder
> 0). Diese beiden Gruppen wurden durch Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse beziiglich
der rezidivfreien Uberlebenszeit nach Erreichen der ersten Remission, also der
Remissionsdauer, verglichen.

Als Ergebnis ldsst sich dabei festhalten, dass eine hohe Expression der meisten
Rezeptortyrosinkinasen iiberwiegend mit einem schlechteren Uberleben assoziiert war.
Allein fiir AML Patienten mit einer hohen Expression des Rezeptors c-KIT ergab sich
eine signifikant bessere Prognose. Denn in der Gruppe hoherer c-KIT Expression zeigte
sich eine mehr als doppelt so lange riickfallsfreie Uberlebenszeit (Mittelwert: 543 Tage
vs. 264 Tage; p = 0,04; Abb. 9) und ein verldngertes Gesamtiiberleben (Mittelwert: 583
Tage vs. 242 Tage; p = 0,002; Abb. 10).
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Abbildung 9. Kaplan-Meier-Analyse der riickfallsfreien Uberlebenszeit bei AML. Patienten mit
einer iber dem Median (9,055) liegenden c-KIT Expression (n = 20) zeigen ein signifikant lingeres
riickfallsfreies Uberleben als Patienten mit einer unter dem Median liegenden c-KIT Expression (n = 16)
(p = 0,04; siehe auch Tab. 13).
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Abbildung 10. Kaplan-Meier-Analyse der Gesamtiiberlebenszeit bei AML. Patienten mit einer iiber
dem Median (9,055) liegenden c-KIT Expression (n = 30) zeigen ein signifikant lingeres Gesamt-
tiberleben als Patienten mit einer unter dem Median liegenden c-KIT Expression (n = 33) (p = 0,002).

Die Rezeptortyrosinkinase c-KIT gehort zur Familie des PDGFR (platelet-derived
growth factor receptor) Rezeptors. Im Gegensatz zu c-KIT war eine hohe Expression
der strukturell dhnlichen Rezeptortyrosinkinase CSFIR, die ebenfalls zu der PDGFR
Familie z#hlt, mit einer signifikant schlechteren riickfallsfreien Uberleben assoziiert
(Mittelwert: 262 Tage vs. 580 Tage; p = 0,01; Abb. 11).

Desgleichen wiesen =AML Patienten mit einer hohen Expression der Rezeptor-
tyrosinkinase DDR1 (discoidin domain receptor) eine kiirzere rezidivfreie Uberlebens-
zeit (281 Tage vs. 580 Tage; p = 0,04; Abb. 12 ) sowie ein geringeres Gesamtiiberleben
auf (537 Tage vs. 270 Tage; p = 0,045; Abb. 13).
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Abbildung 11. Kaplan-Meier-Analyse der riickfallsfreien Uberlebenszeit bei AML. Patienten mit
einer iiber dem Median (2,411) liegenden CSFIR Expression (n = 17) zeigen ein signifikant kiirzeres
riickfallsfreies Uberleben als Patienten mit einer unter dem Median liegenden CSFIR Expression (n = 19)
(p=0.,01).
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Abbildung 12. Kaplan-Meier-Analyse der riickfallsfreien Uberlebenszeit bei AML. Patienten mit
einer tiber dem Median (0,0682) liegenden DDR1 Expression (n = 18) zeigen ein signifikant kiirzeres
riickfallsfreies Uberleben als Patienten mit einer unter dem Median liegenden DDR1 Expression (n = 18)
(p=10,04).
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Abbildung 13. Kaplan-Meier-Analyse der Gesamtiiberlebenszeit bei AML. Patienten mit einer iiber
dem Median (0,0682) liegenden DDR1 Expression (n = 33) zeigen ein signifikant kiirzeres riickfallsfreies
Uberleben als Patienten mit einer unter dem Median liegenden DDR1 Expression (n = 30) (p = 0,045).

Eine Assoziation zwischen hoher Rezeptorexpression und geringerer rezidivfreien
Uberlebenszeit war ebenfalls bei dem Insulinrezeptor INSR zu beobachten (302 Tage
vs. 565 Tage; p = 0,02; Abb. 14).

Auch AML Patienten mit einer Expression der Rezeptortyrosinkinase AXL (anexelekto,
griech. fiir unkontrolliert) wiesen eine deutlich geringere riickfallsfreie Uberlebenszeit
auf als Patienten ohne eine Expression dieses Rezeptors (214 Tage vs. 516 Tage; p =
0,01; Abb. 15).

Ebenso zeigten AML Patienten mit einer Expression von RET (rearranged during
transformation) sowohl eine kiirzere riickfallsfreie Uberlebenszeit (187 Tage vs. 500
Tage; p = 0,0025; Abb. 16) als auch ein schlechteres Gesamtiiberleben (170 Tage vs.
478; p = 0,005; Abb. 17).
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Abbildung 14. Kaplan-Meier-Analyse der riickfallsfreien Uberlebenszeit bei AML. Patienten mit
einer iiber dem Median (1,4174) liegenden INSR Expression (n = 19) zeigen ein signifikant kiirzeres
riickfallsfreies Uberleben als Patienten mit einer unter dem Median liegenden INSR Expression (n = 17)
(p=0,02).
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Abbildung 15. Kaplan-Meier-Analyse der riickfallsfreien Uberlebenszeit bei AML. Patienten mit
einer Expression der Rezeptortyrosinkinase AXL (n = 8) zeigen eine signifikant kiirzerer riickfallsfreie
Uberlebenszeit als Patienten ohne eine AXL Expression (n = 28) (p = 0,01).
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Abbildung 16. Kaplan-Meier-Analyse der riickfallsfreien Uberlebenszeit bei AML. Patienten mit
einer Expression der Rezeptortyrosinkinase RET (n = 7) zeigen eine signifikant kiirzerer riickfallsfreie
Uberlebenszeit als Patienten ohne eine RET Expression (n = 29) (p = 0,0025).
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Abbildung 17. Kaplan-Meier-Analyse der Gesamtiiberlebenszeit bei AML. Patienten mit einer
Expression der Rezeptortyrosinkinase RET (n = 11) zeigen eine signifikant kiirzere Gesamtiiberlebenszeit
als Patienten ohne eine RET Expression (n = 52) (p = 0,005).
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Um zu iiberpriifen, inwieweit sich eine Kombination dieser einzelnen Risikofaktoren
auf die Prognose auswirkt, wurde die riickfallsfreie Uberlebenszeit von AML Patienten,
die mehr als zwei der Rezeptortyrosinkinasen CSF1R, DDR1, INSR, AXL und RET
tiberdurchschnittlich hoch exprimieren, mit der Uberlebenszeit von Patienten, die nur
zwei oder weniger dieser fiinf Rezeptoren iiberexprimieren, verglichen. Die Kaplan-
Meier-Uberlebensanalyse ergab in der Gruppe mit einer Uberexpression von mehr als
zwei der obengenannten Rezeptoren (n = 12) eine signifikant kiirzere riickfallfreie
Uberlebenszeit als bei den Patienten, die weniger Rezeptortyrosinkinasen iiber-
exprimierten (n = 24)(197 Tage vs. 573 Tage; p = 0,0002; Abb. 18). Auch das
Gesamtiiberleben bei dieser Risikopatientengruppe (n = 20) war gegeniiber der weniger
gefdhrdeten Patientengruppe (n = 43) deutlich vermindert (222 Tage vs. 573 Tage; p =
0,01; Abb. 19).
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Abbildung 18. Kaplan-Meier-Analyse der riickfallsfreien Uberlebenszeit bei AML. Patienten mit
einer Uberexpression (Expression > Median) von mehr als zwei der Rezeptortyrosinkinasen CSFIR,
DDRI1, INSR, AXL oder RET (n = 12) weisen ein signifikant kiirzeres riickfallsfreies Uberleben auf als
Patienten mit einer Uberexpression von zwei oder weniger dieser Rezeptortyrosinkinasen (n = 24)
(p = 0,0002).
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Abbildung 19. Kaplan-Meier-Analyse der Gesamtiiberlebenszeit bei AML. Patienten mit einer
Uberexpression (Expression > Median) von mehr als zwei der Rezeptortyrosinkinasen CSFIR, DDRI,
INSR, AXL oder RET (n = 20) weisen ein signifikant kiirzeres Gesamtiiberleben auf als Patienten mit
einer Uberexpression von zwei oder weniger dieser Rezeptortyrosinkinasen (n = 43) (p = 0,01).

3.2 RT-PCR-Analyse der wichtigsten Rezeptortyrosinkinasen im Detail

Bisher wurden alle 55 analysierten Rezeptortyrosinkinasen gemeinsam in Hinblick auf
ihre mogliche Verbindung zu AML untersucht. Um jedoch zu eindeutigeren Erkenntnis-
sen iliber den Zusammenhang von Rezeptortyrosinkinasen und Leuké@mie zu gelangen,
ist es notwendig, die nachfolgende Analyse auf einzelne Rezeptortyrosinkinasen zu
konzentrieren. Dabei sollen die Rezeptortyrosinkinasen niher beleuchtet werden, bei
denen unsere Untersuchungen im Vergleich zu normalem himatopoetischen Zellen eine
deutlich hohere Expression in AML ergaben. Konkret wird daher auf die PDGFR
(platelet-derived growth factor receptor) Familienmitglieder c-KIT, CSFIR und FLT3
sowie auf die Rezeptortyrosinkinase TRK A eingegangen, und es werden noch einmal
die wichtigsten Ergebnisse zu diesen Rezeptoren im Uberblick dargestellt. Diese
Auswahl wird durch die Forschung bestitigt, die die Rezeptortyrosinkinasen c-KIT,
CSFIR, FLT3 und TRK A bereits seit lingerem mit AML in Verbindung gebracht hat.
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3.2.1 c-KIT

C-KIT, der Rezeptor fiir den Stammzell Faktor (,,stem cell factor*, SCF = KL), wird
physiologischerweise vor allem im Knochenmark, in Mastzellen und Melanozyten
exprimiert, wihrend sein Ligand SCF iiberwiegend in Stromazellen, in Fibroblasten und
Endothelzellen zu finden ist (Ashman, et al. 1991; Zwick et al. 2001).

Die Analyse ergab eine Expression von c-KIT in 96,5% (82 von 85) der AML Proben
(Mittelwert: 42,07, Median: 9,0552, Minimum:0, Maximum: 1047,58). Dabei war die
Expression von c-KIT bei AML signifikant hoher als bei den unreifen CD34+
Stammzellen und dem normalen Knochenmark, das Zellen aller Differenzierungsgrade
beinhaltet und die geringste c-KIT Expression zeigte (Tab. 6.1; Abb. 20). Innerhalb der
AML erwies sich die c-KIT Expression in den myeloblastiren Formen FAB M1 und
M2 als signifikant hoher als in den monozytér differenzierten Formen FAB M4 und M5
(Tab. 7; Abb. 21).
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Abbildung 20. Darstellung der Unterschiede in der c-KIT Expression zwischen AML, CD34+Zellen
und normalem Knochenmark als Boxplot. Wihrend der Median (waagerechte Linie innerhalb der Box)
bei AML und CD34+ Zellen annidhernd gleich ist, zeigen die iiber dem Median liegenden 25% (oberer
Teil der Box) sowie die restlichen oberen 15% (oberhalb der Box liegende Anteil) der AML Proben eine
groBlere Streuung und insgesamt eine wesentlich hohere c-KIT Expression als CD34+Zellen. Im normalen
Knochenmark ist dahingegen nur eine geringe c-KIT Expression nachweisbar.
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Desweiteren fand sich im Mann-Whitney-U-Test bei AML Patienten mit hoher c-KIT
Expression eine signifikant hohere Zyklin D2 Expression (Mittelwert: 42,0183 vs.
9,6129; mittlerer Rang: 44,94 vs. 26,41, Signifikanz des Mann-Whitney-U-Test:
0,0001; Tab. 10) als bei Patienten mit niedrigerer c-KIT Expression. Ebenso war eine
Tendenz zu hoherer Zyklin Al, A2, E1, E2 und C Expression in der AML Patienten-

gruppe hoherer c-KIT Expression erkennbar.
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Abbildung 21. Darstellung der unterschiedlichen c-KIT Expression in den verschiedenen FAB
Subtypen als Boxplot. In den myeloblastiren FAB Subtypen M1 und M2 zeigt sich eine deutlich hohere
c-KIT Expression als in den monozytidren Subtypen FAB M4 und MS5.

Dariiberhinaus ergab der Mann-Whitney-U-Test mit einer Signifikanz von 0,03 eine
niedrigere relative Expression des CDK-Inhibitors p21 Waf in der Patientengruppe mit
einer iiber dem Median liegenden c-KIT Expression (mittlerer Rang: 29,38 vs. 39,86;
Mittelwert: 2,3180 vs. 4,1057).

Die Kaplan-Meier Uberlebensanalyse deckte mit einer Signifikanz von 0,04 eine
deutlich lingere riickfallsfreie Uberlebenszeit (543 vs. 264 Tage; Abb. 9; Tab. 13)
sowie ein lingeres Gesamtiiberleben (583 vs. 242 Tage; p = 0,002; Abb. 10) in der
AML Patientengruppe hoherer c-KIT Expression auf.
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c-KIT Expression > Median|c-KIT Expression < Median
mittlere Uberlebenszeit 543 Tage 264 Tage
Standardfehler 85,51 55,03
95% Konfidenzintervall 375,34; 710,53 156,39; 372,12
Anzahl der Ereignisse 8 11
Anzahl zensierter Ereignisse 12 5
gesamt 20 16

Tabelle 13. Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse des riickfallsfreien Uberlebens bei AML in Bezug auf
die Hohe der c-KIT Expression. AML Patienten mit einer hohen Expression der Rezeptortyrosinkinase
c-KIT zeigen eine deutlich lingere riickfallsfreie Uberlebenszeit als Patienten mit einer niedrigen c-KIT
Expression (Abb.10).

3.2.2 CSFIR

Die CSF1R Rezeptortyrosinkinase (colony-stimulatingstimulating factor 1 receptor) ist
der Rezep-tor fiir den Kolonie-stimulierenden Faktor 1 (CSF1), auch bekannt als
Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (M-CSF). Dieser Rezeptor wird auf
primitiven, pluri-potenten hidmatopoetischen Stammzellen nur wenig bis méiBig
exprimiert. Entwickeln sich diese Zellen zu lymphatischen Stammzellen, aus denen nur
noch Lymphozyten (T-, B-Zellen und natiirliche Killerzellen) hervorgehen konnen,
findet sich keine CSFIR Expression mehr. Verlduft die Differenzierung jedoch durch
IL-2 induziert in Richtung der myelo-monozytiren Zellreihe, so kommt es zur
Hochregulation des CSF1R Rezeptors (Kondo et al. 2000).

Die Rezeptortyrosinkinase CSFIR wurde insgesamt in 92,8% (79 von 85) der
untersuchten AML Proben exprimiert (Mittelwert: 6,9439, Median: 2,4109, Minimum:
0, Maximum: 134,89). Dabei war die CSF1R Expression bei AML signifikant hoher als
im normalen Knochenmark und in den unreifen CD34+ Stammzellen, in denen sich die
geringste CSFIR Expression fand (Tab. 6.1; Abb. 22).

Wihrend der Median der relativen CSFIR Expression bei AML nur knapp iiber dem
des normalen Knochenmarks liegt, weist ein erheblicher Teil der AML Fille eine
CSFIR Expression auf, die weit iiber die maximale Expression im normalen

Knochenmark hinausreicht.
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Abbildung 22. Darstellung der Unterschiede in der CSFIR Expression zwischen AML,
CD34+Zellen und normalem Knochenmark als Boxplot. Wihrend der Median fiir die Hohe der
CSF1R Expression bei AML Blasten nur geringfiigig hoher ist als bei normalem Knochenmark, zeigen
die oberen 50% der AML Proben eine deutlich groBere Streuung und insgesamt eine wesentlich hohere
CSFI1R Expression als normales Knochenmark. CD34+ Zellen exprimieren vergleichsweise nur wenig
CSFIR.

Entsprechend seiner Rolle als Rezeptor des Makrophagen-Kolonie stimulierenden
Faktors wurde CSF1R in den monozytir differenzierten AML Formen FAB M4 und M5
signifikant stirker exprimiert als in den myeloblastiren Formen FAB M1 und M2
(Mittlerwert: 12,962 vs. 3,315; p = 0,002; Tab. 7; Abb. 23).

AufBerdem wies der Mann-Whitney-U-Test mit einer asymptotischen Signifikanz von
0,02 auf eine signifikant hohere Zyklin D3 Expression bei AML Patienten mit hoher
CSFI1R Expression hin (mittlerer Rang: 40,88 vs. 29,61; Tab. 11).

Wihrend eine hohe Expression des strukturell dhnlichen c-KIT Rezeptors bei AML mit
besserem Uberleben korreliert, ergab die Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse mit einer
Signifikanz von 0,01 einen statistischen Zusammenhang zwischen hoher CSFIR
Expression und einer um mehr als 300 Tage kiirzeren riickfallsfreien Uberlebenszeit

(Tab. 14; Abb. 11).
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Abbildung 23. Darstellung der unterschiedlichen CSFI1R Expression in den verschiedenen FAB
Subtypen als Boxplot. Die monozytiren FAB Subtypen M4 und M5 weisen eine erheblich hohere
CSF1R Expression auf als die monoblastiren FAB Subtypen M1 und M2.

CSFI1R Expression CSFI1R Expression

> Median < Median
mittlere Uberlebenszeit 262 Tage 580 Tage
Standardfehler 48,96 92,39
95% Konfidenzintervall 165,67; 357,58 398,74; 760,91
Anzahl der Ereignisse 13 6
Anzahl zensierter Ereignisse 4 13
gesamt 17 19

Tabelle 14. Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse des riickfallsfreien Uberlebens bei AML in Bezug auf
die Hohe der CSFIR Expression. AML Patienten mit einer hohen Expression der
Rezeptortyrosinkinase CSFIR zeigen eine deutlich kiirzere riickfallsfreie Uberlebenszeit als Patienten mit
einer niedrigen CSF1R Expression (Abb.11).

3.2.3FLT3

Der Name FLT3 leitet sich ab von ,,FMS-like tyrosine kinase 3 und stellt das humane
Pendant zu dem viralen Onkogen v-FMS dar, welches aus dem ,.feline McDonough
sarcoma virus* stammt. Die Rezeptortyrosinkinase FLT3 wird u.a. auf pluripotenten

und multipotenten Stammzellen exprimiert. Zudem findet sich eine FLT3 Expression
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bis zu einer bestimmten Reife auf Progenitoren von T- und B-Zellen, Granulozyten,
dendritischen Zellen, natiirlichen Killerzellen und auBerdem auf Progenitoren von
Monozyten, wo die Expression bis zur Reife erhalten bleibt. Mit seinem Liganden FL
(FLT3 Ligand) wirkt der Rezeptor FLT3 meist im Synergismus mit dem c-KIT
Liganden und anderen hidmatopoetischen Wachstumsfaktoren bei der Steuerung von
Wachstum, Uberleben und Differenzierung himatopoetischer Stammzellen und
Progenitoren mit. Der FLT3 Rezeptor wird in der Mehrheit der leukédmischen Zellen
von AML Patienten exprimiert. Er fordert sowohl die Proliferation als auch das Uber-
leben leukdmischer Blasten und inhibiert die Apoptose durch Herunterregulation der
Bax-Expression (Lisovsky 1996).

Auch bei unseren Analysen ergab sich in 94,1% (80 von 85) der AML Proben eine
Expression des FLT3 Rezeptors (Mittelwert: 3043,773, Median: 11,3196, Minimum: O,
Maximum: 256129,66). Wie bereits erwihnt zeigte der Kruskal-Wallis-Test die mit
Abstand hochste FLT3 Expression bei AML (Mittelwert: 3043,77), wihrend sich in den
CD34+ Stammzellen und im normalen Knochenmark nur eine vergleichsweise geringe
Expression nachweisen lie} (Mittelwert der FLT3 Expression bei CD34+Stammzellen:
1,59; bei normalem Knochenmark:1,41; Signifikanz im Kruskal-Wallis-Test: 0,0001;
Tab. 6.1; Abb. 24).

Wie auch bei c-KIT fiel im Mann-Whitney-U-Test eine signifikant niedrigere
Expression des CDK-Inhibitors p21 in der AML Patientengruppe mit hoherer FLT3
Expression auf (mittlerer Rang: 29,60 vs. 40,56; Signifikanz: 0,02; Mittelwert: 2,2511
vs. 4,3324).

Desweiteren wurde die Héufigkeit des Auftretens von FLT3-ITD (internal tandem
duplication) Mutationen untersucht. Dabei handelt es sich um die Verdopplung einer
Sequenz im juxtamembranidren Teil der FLT3 cDNA, die in der AML, nicht jedoch in
der normalen Himatopoese beobachtet wird und mit einer schlechteren Prognose der
AML assoziiert ist (Iwai 1999, Kiyoi 1999, Kondo 1999).

In den analysierten AML Proben wurde in 80% (55 von 69) eine Expression des
Wildtyp FLT3 Rezeptors gefunden, wihrend in 20% (14 von 69) FLT3-ITD Mutationen

anhand der Linge des PCR Produktes nachweisbar waren.
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Abbildung 24. Darstellung der Unterschiede in der FLT3 Expression zwischen AML, CD34+Zellen
und normalem Knochenmark als Boxplot. Aus den Boxplots geht hervor, dass der FLT3 Rezeptor in
der Mehrheit (obere 75%) der AML Proben erheblich hoher exprimiert wird als in CD34+ Zellen und im
normalen Knochenmark.

In der Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse zeigte sich ein Unterschied in der Uberlebens-
zeit zwischen Patienten mit Wildtyp FLT3 und solchen mit FLT3-ITD- Mutationen
(mittlere riickfallsfreie Uberlebenszeit: 443 Tage bei Wildtyp FLT3 vs. 315 Tage bei
FLT3-ITD-Mutationen). Dieser war aufgrund der geringen Patientenzahl jedoch nicht
statistisch signifikant (p = 0,37).

Der Mann-Whitney-U-Test ergab bei AML Patienten mit FLT3 ITD Mutation im
Vergleich zu Patienten mit Wildtyp FLT3 einen hoheren Anteil an Blasten im Blut und
hohere initiale Leukozytenzahlen (Tab. 15), wie dies bereits in der Literatur bei der

akuten Promyelozytenleukédmie beobachtet wurde (Kiyoi 1997).



3. Ergebnisse 84
Mittlerer | asympt. Sig.
Rang im | (2-seitig) im
Mann- Mann-
Standardab- | Whitney-U- | Whitney-U-
FLT3 | N | Mittelwert | weichung Test Test
initiale Wt | 55 | 66134,55 | 137670,82 31,47 0,004
Leukozyten-
zahl/ul ITD 14 | 176328,57 | 257069,47 48,86
initialer Wt | 55 49,73 33,43 32,2 0,02
Blastenanteil
im Blut (%) | ITD 14 74,86 21,32 46

Tabelle 15. Assoziation von FLT3 ITD Mutationen mit hoheren initialen Leukozytenzahlen und
hoherem Blastenanteil im Blut.

324TRK A

Der hochaffine Neurotrophinrezeptor TRK A (Tropomyosin-Rezeptor-Kinase) spielt
nicht nur im Nervensystem eine wichtige Rolle, sondern ist auch fiir die Himatopoese
von Bedeutung. Eine Expression dieses NGF (nerve growth factor) Rezeptors wurde
sowohl bei Monozyten als auch bei B- und T-Lymphozyten beobachtet. Dabei fordert
der TRK A Ligand NGF die Differenzierung von myeloischen Stammzellen, induziert
Proliferation und Reifung von B-Lymphozyten und stimuliert die Freisetzung
inflammatorischer Mediatoren aus basophilen Granulozyten und Mastzellen. Zudem
wirkt NGF iiber eine Induktion von Bcl-2 antiapoptotisch auf Mastzellen, B-
Lymphozyten und Monozyten (La Sala et al. 2000). Neben neuronalem und
hidmatopoetischem Gewebe wurde eine Expression des TRK A Rezeptor dariiber hinaus
auch in Osophagus-, Schilddriisen- und Lungenkarzinomen beobachtet (Koizumi et al.
1998; Ricci et al. 2001).

Im Rahmen unserer Analyse wurde TRK A in 98,8% (84 von 85 Proben) der AML
Patienten exprimiert (Mittelwert: 81,1999, Median: 1,3821, Minimum: 0, Maximum:
2840,14), wobei innerhalb der AML eine groe Schwankungsbreite in der Expressions-
hohe bestand. Der Vergleich der TRK A Expression zwischen CD34+ Zellen, normalem
Knochenmark und AML ergab bei dhnlichem Median eine deutlich gesteigerte TRK A
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Expression in einem Teil der AML Proben, die die maximale Expression in CD34+

Zellen und normalem Knochenmark weit iibertrifft (Abb. 25).
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Abbildung 25. Darstellung der Unterschiede in der TRK A Expression zwischen AML,
CD34+Zellen und normalem Knochenmark als Boxplot. Bei dhnlichem Median weist die obere Hilfte
der AML Blasten eine deutlich hohere TRK A Expression auf als CD34+ Zellen und normales
Knochenmark.

AuBerdem untersuchten wir die TRK A Expression in verschiedenen Leukozyten-
populationen, wobei sich die hochste TRK A Expression in CD34+/CD33- also sehr
frithen himatopoetischen Stammzellen fand, wohingegen sich in den etwas reiferen
CD34+/CD33+ Zellen nur noch eine sehr geringe TRK A Expression ergab. Dariiber
hinaus wiesen auch natiirliche Killerzellen (CD56) eine relative hohe TRK A
Expression auf (Abb. 26).

Da sich innerhalb der Gruppe der AML Proben sehr grole Unterschiede in der Hohe der
TRK A Expression zeigten, verglichen wir mittels Mann-Whitney-U-Tests verschiedene
AML Subtypen beziiglich ihrer TRK A Expression miteinander. Dabei lief3 sich in den
myeloblastiren Leukdmieformen FAB M1 und M2 eine signifikant hhere Expression

der Rezeptortyrosinkinase TRK A beobachten als in den monozytiren Formen FAB M4
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und M5 (mittlerer Rang: 36,67 vs. 22,96, p = 0,002; Mittelwert: 90,69 vs. 2,00; Tab. 7;
Abb. 27).
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Abbildung 26. Vergleich der TRK A Expression zwischen unterschiedlichen Leukozyten-
populationen. Die hochste TRK A Expression war in sehr friithen CD34+/CD33- hidmatopoetischen
Stammzellen und in natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) nachweisbar.

AuBerdem ergab der Mann-Whitney-U-Test bei AML Patienten mit einer hohen TRK A
Expression (oberhalb des Medians von 1,3821) eine signifikant hohere Expression von
Zyklin D2 (mittlerer Rang 41,67 vs. 28,89; asymptotische Signifikanz: 0,008; Tab. 10)
sowie signifikant niedrigere initiale Thrombozytenwerte (mittlerer Rang 29,89 vs.
39,86, Signifikanz: 0,04; Mittelwert: 51182 vs. 81972) als bei AML Patienten mit einer
niedrigeren (unterhalb des Medians liegenden) TRK A Expression.

Dennoch deutete die Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse auf ein lingeres riickfallsfreies
Uberleben (523,98 vs. 318,35 Tage) der AML Patienten mit hoherer TRK A Expression

im Vergleich zur Gruppe der Patienten mit niedrigerer Expression hin (Abb. 28).
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Abbildung 27. Darstellung der unterschiedlichen TRK A Expression in den verschiedenen FAB
Subtypen als Boxplot. Bei den myeloblastiren AML Subtypen FAB M1+M2 ldsst sich eine sehr viel
hohere TRK A Expression beobachten als in den monozytiren Subtypen FAB M4+MS5.
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Abbildung 28. Kaplan-Meier-Analyse der riickfallsfreien Uberlebenszeit bei AML. Bei Patienten mit
einer iiber dem Median (1,3821) liegenden TRK A Expression (n = 18) deutet sich ein ldngeres
riickfallsfreies Uberleben an als bei Patienten mit einer unter dem Median liegenden TRK A Expression
(n=18) (p=0,298).



3. Ergebnisse 88

3.3 Analyse der Deletionsmutante ATRK A mittels konventioneller PCR

Im Vergleich zu den anderen niher beschriebenen Rezeptortyrosinkinasen c-KIT,
CSFIR und FLT3 wurde TRK A von der Forschung bisher eher selten mit AML in
Verbindung gebracht. Dennoch gibt es Hinweise darauf, dass TRK A, insbesondere die
kiirzlich von Reuther entdeckte Deletionsmutante ATRK A, eine Rolle bei der
Entstehung von Leukimie spielen konnte (Reuther et al. 2000). Um die generelle
Bedeutung dieser Mutation fiir die AML abschidtzen zu konnen, wurde daher die
Hiufigkeit des Auftretens der ATRK A Mutation bei AML Patienten aus Miinster
genauer untersucht.

In einem ersten Schritt wurden dabei die beiden leukdmischen Zelllinien K562 und
KGl1, bei denen in der Literatur eine TRK A Expression beschrieben wurde, in Kultur
genommen, um spiter eine positive Kontrolle fiir das eigentliche Experiment zu
gewinnen (Xie et al. 2000). Die Expression der Rezeptortyrosinkinase TRK A lésst sich
in diesen Zellen u.a. durch all-trans-Retinoinsdure (ATRA) induzieren, deren Rezeptor
RAR« einen Transkriptionsaktivator darstellt (Xie et al. 1997). Deshalb wurden beide
Zelllinien mit unterschiedlich hohen Konzentrationen von all-trans-Retinoinsédure (10'9
bis 10° M ATRA) behandelt, um so die Expression von TRK A zu steigern.

Darauf folgten die Isolation der RNA aus diesen Zellen und die anschlieBende reverse
Transkription in die komplementire DNA. Diese cDNA wurde schlieBlich im Tagman
mittels der gegeniiber der konventionellen PCR sensitiveren Real-time-RT-PCR
analysiert. Dabei wiesen beide Zelllinien in der RT-PCR eine Expression von TRK A
auf, mit Ausnahme der mit 10°® M ATRA behandelten K562 Zellen und der ohne
ATRA kultivierten KG1 Zellen, bei denen jeweils auch nach dem 40. PCR-Zyklus das
Fluoreszenzsignal fiir TRK A unter dem festgelegten Schwellwert lag.

Wihrend sich die TRK A Expression in K562 Zellen als ATRA-unabhingig erwies,
zeigten die KG1 Zellen eine mit steigender ATRA Konzentration zunehmende TRK A
Expression (Abb. 29). Die mit der hochsten ATRA Konzentration (10’6 M) behandelten
KG1 Zellen zeigten auch im Vergleich zu K562 Zellen die hochste TRK A Expression

und wurden deshalb fiir die weiteren Experimente ausgewdhlt.
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Abbildung 29. Dosisabhiingige Induktion von TRK A durch ATRA in KG1 Zellen. Die TRK A
Expression (standardbezogene TRK A Expression/standardbezogene GAPDH Expression) in KG1 Zellen
steigt mit zunehmender ATRA Konzentration an.

Mittels konventioneller PCR wurde versucht, eine Expression der aktivierenden
Deletionsmutante ATRK A in der Leukdmiezelllinie KG1 sowie in primidren AML
Blasten nachzuweisen. Bei dieser Mutation handelt es sich um eine Deletion von 225
Nukleotiden, die zu einem Verlust von 75 Aminoséduren in der extrazelluliren Domine
des Rezeptors und damit zu einer konstitutionell aktivierten Tyrosinkinaseaktivitit
fiihrt. Durch diese Deletion entsteht ein um 225 Nukleotide verkiirztes PCR-Produkt
von insgesamt 101 bp Linge, wohingegen ein normales Wildtyp TRK A Gen ein
entsprechend lingeres PCR-Produkt von 326 bp Linge ergibt (Reuther et al. 2000).

Die vorgenommenen PCR Analysen mit der aus den KG1 Zellen (mit 10° M ATRA
behandelt) gewonnenen cDNA bestitigten die schon in der RT-PCR festgestellte
Expression von TRK A. Diese manifestierte sich in einer dem Wildtyp TRK A
zuzuordnenden einzelnen, deutlich erkennbaren Bande, die einem PCR Produkt von 326
bp Linge entsprach. Die ATRK A Mutation, die sich in einer zweiten Bande von 101 bp

Linge zeigen wiirde, konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.
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Der nunmehr etablierte Nachweis von TRK A wurde daraufhin auf die cDNA aus 57
AML Patientenproben angewandt. Dabei konnte in 46 Fillen eine TRK A Expression
festgestellt werden. Nur in 11 AML Proben lief3 sich keine TRK A spezifische Bande
finden. Demgemil zeigten 80,7% der untersuchten AML Proben (46 von 57 Proben)
jeweils eine 326 bp entsprechende Bande, die auf eine Expression des Wildtyp TRK A
Rezeptors hindeutete (Abb. 30).

wt TREK A (326 bp)

Abbildung 30. PCR von 17 AML Patienten mit Nachweis der Expression des Wt TRK A
Rezeptors. Bei den Patienten 1, 2, 4,5, 6,7, 9, 10, 11, 12, 15, 16, 17 zeigt sich eine deutliche Bande von
326 bp Linge, die dem Wildtyp TRK A Rezeptor entspricht. Bei den Patienten 3, 8, 13, 14 bzw. in der
Negativkontrolle findet sich hingegen keine Bande. Keiner der Patienten wies die ATRK A Mutation auf,
die eine Bande bei 101 bp ergeben wiirde.

Das fiir ATRK A spezifische kiirzere PCR Produkt von 101 bp konnte hingegen in
keinem der AML Fille gefunden werden. Dieses Ergebnis lédsst darauf schlieBen, dass
ATRK A nur in wenigen Fillen von AML vorkommt. Damit bestitigt sich Reuthers
Hypothese, bei ATRK A handele es sich um eine eher seltene, nur sporadisch bei der

AML auftretende Mutation.
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Expression von Rezeptortyrosinkinasen bei der
AML zu untersuchen. Die dadurch gewonnenen Ergebnisse iiber die Expression von
Rezeptortyrosinkinasen bei der AML konnen dazu beitragen, neue Therapiemdoglich-
keiten zu entwickeln. Hierzu ermittelten wir mittels Real-time-RT-PCR in 85 AML
Patientenproben die Expression von 55 verschiedenen Rezeptortyrosinkinasen aus allen
bekannten Rezeptortyrosinkinasefamilien und setzten diese in Beziehung zu normalem
Knochenmark und CD34+ Stammzellen. Desweiteren suchten wir nach statistischen
Zusammenhédngen zwischen der Expression von Rezeptortyrosinkinasen und Parame-
tern wie FAB Klassifikation, Zyklinexpression, Uberleben und Blutbild.

Die Methode der Real-time-RT-PCR wurde fiir diese Arbeit ausgewéhlt, da sie gegen-
iber der konventionellen PCR zahlreiche Vorteile bietet. Durch ihre Schnelligkeit und
den hohen Durchsatz eignet sie sich nicht nur ideal fiir umfangreiche Screening-Analy-
sen unterschiedlicher Faktoren bei einer grofen Patientenzahl, sondern sie erlaubt dar-
iber hinaus auch eine verlédssliche Bestimmung der Anfangskopienzahl des untersuch-
ten Gens. Zudem ermoglicht diese Methode Messungen in einem weiten dynamischen
Spektrum, so dass sich die Notwendigkeit serieller Verdiinnungen der Proben reduziert.
Da es sich um ein automatisiertes, geschlossenes System handelt und keine weiteren
post-PCR Manipulationen erforderlich sind, verringert sich die Kontaminationsgefahr.
AufBerdem zeichnet sich die Real-time-RT-PCR durch eine hohe Sensitivitit und
geringere Variabilitit als die konventionelle PCR aus. So wird in der Literatur eine
Variabilitit zwischen Duplikaten bzw. Triplets in demselben Experiment von 0-5% und
zwischen unterschiedlichen Platten von unter 10% beschrieben, wihrend fiir die
konventionelle PCR eine Variabilitit von 14% angegeben wird (Bieche et al. 1998;
Bustin 2000). Diese Variabilitit ist zum Teil durch die unterschiedliche Effizienz der
reversen Transkription und der PCR-Reaktion bedingt, was eine entsprechende Stan-
dardisierung erforderlich macht. Wenngleich zwar eingerdumt werden muss, dass durch
den exponentiellen Charakter bereits kleine Unterschiede in der Menge des Ausgangs-

materials oder der Reagenzien das Endergebnis beeinflussen konnen, stellt die Real-
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time-RT-PCR im Allgemeinen jedoch ein sehr zuverlidssiges Mittel dar, groBangelegte
Expressions-Untersuchungen wie die vorliegende durchzufiihren.

Dabei lieferte unsere Analyse der Expression von 55 Rezeptortyrosinkinasen in AML
mittels Real-time-RT-PCR zahlreiche Ergebnisse, die teilweise in der Literatur Bestiti-
gung finden, groftenteils aber weit iiber den bisherigen Forschungsstand hinausgehen.
So zeigte sich insgesamt in den AML Blasten auf mRNA Ebene in iiber 50% der Fille
eine Expression von 18 verschiedenen Rezeptortyrosinkinasen. Neben den Mitgliedern
der PDGFR Familie, deren Expression in AML und hidmatopoetischen Stammzellen
bereits gut dokumentiert ist, wurde interessanterweise auch eine Expression anderer,
bisher weniger bekannter Rezeptortyrosinkinasefamilien beobachtet. Im Gegensatz zum
normalen Knochenmark und zu CD34+ Stammzellen, die eine Fiille verschiedener Re-
zeptortyrosinkinasen gleichzeitig exprimierten, beschrinkte sich die Expression bei
AML Blasten auf einige wenige Rezeptortyrosinkinasen. Damit kommt der einzelnen
Rezeptortyrosinkinase bei der AML moglicherweise eine groBere Bedeutung fiir das
Zelliiberleben zu, als dies bei einer groeren Redundanz in der Expression von Rezepto-
ren der Fall wire, wie sie bei himatopoetischen Stammzellen oder anderen Tumorarten
beobachtet wird. Hierdurch scheint gerade bei der AML im Vergleich zu anderen Tu-
morarten eine selektive Inhibition einzelner Rezeptortyrosinkinasen, auf deren Funktion
die AML Blasten im Gegensatz zu Zellen der normalen Himatopoese zum Uberleben
angewiesen sind, eine aussichtsreiche Therapieoption darzustellen.

Zudem konnte im Vergleich zum normalen Knochenmark und CD34+ Stammzellen bei
AML Blasten nicht nur eine signifikante Uberexpression der PDGFR Mitglieder c-KIT,
CSFIR und FLT3 nachgewiesen werden, sondern auch eine Uberexpression der Re-
zeptortyrosinkinasen EPHB6 und LTK sowie eine Tendenz zu hoherer TRK A Expres-
sion. Dariiber hinaus lie} sich bei mehreren Rezeptortyrosinkinasen (CSF1R, DDRI,
INSR, AXL und RET) eine Assoziation zwischen hoher Rezeptorexpression und iiber-
wiegend kiirzerem Uberleben bei AML herstellen. Da jedoch die Uberexpression eini-
ger Rezeptortyrosinkinasen gleichfalls mit einer hohen Zyklinexpression korrelierte,
welche ihrerseits auch mit einer schlechten Prognose bei manchen Tumoren einherge-

hen kann, lag es nahe zu priifen, ob sich der beobachtete Zusammenhang zwischen
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Uberexpression von Rezeptortyrosinkinasen und kiirzerem Uberleben iiber die
Zyklinexpression erkliren lieBe. Der Vergleich der riickfallsfreien Uberlebenszeit bei
AML zwischen Patienten mit niedriger Zyklinexpression (unterhalb des jeweiligen
Medians) und Patienten mit hoher Zyklinexpression (oberhalb des Medians) mittels
Kaplan-Meier-Uberlebens-analyse lieferte aber fiir keines der untersuchten Zykline
einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen Zyklinexpression und Uberle-
ben bei AML. Aullerdem war eine Expression der Rezeptortyrosinkinase RET, die im
Gegensatz zu den meisten anderen Rezeptoren mit einer signifikant niedrigeren Expres-
sion der Zykline A1 und D2 korrelierte, ebenso mit einem schlechteren Uberleben asso-
ziiert wie beispielsweise eine hohe Expression des Insulinrezeptors INSR, die umge-
kehrt mit einer signifikant hoheren Expression der Zykline A1, A2 und E1 korrelierte.
Dies spricht ebenfalls dafiir, dass sich der statistische Zusammenhang zwischen hoher
Expression der Rezeptortyrosinkinasen CSF1R, DDR1, INSR, AXL und RET und
schlechterem Uberleben bei AML nicht auf eine Verinderung der Expressionsrate be-
stimmter Zykline zuriickfiihren lédsst, sondern einen unabhingigen prognostischen Fak-
tor darstellt.

Da sich im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht alle gefundenen Ergebnisse erschop-
fend diskutieren lassen, soll sich der Fokus auf die bei der AML am héufigsten expri-
mierten Rezeptortyrosinkinasen c-KIT, CSFIR, FLT3 und TRK A richten. Zudem er-
laubt die umfangreiche Literatur zu diesen Rezeptortyrosinkinasen eine genaue Erorte-

rung unserer Messdaten im Kontext der bisherigen Forschung.

4.1 c-KIT

Unsere Analysen der Rezeptortyrosinkinase c-KIT ergaben in 96,5% der AML Proben
eine c-KIT Expression, die signifikant hoher war als in CD34+ Stammzellen und nor-
malem Knochenmark. Dabei wurde innerhalb der AML in den myeloblastiren Formen
FAB M1 und M2 eine hohere c-KIT Expression beobachtet als in den monozytédren For-

men FAB M4 und M5. Desweiteren zeigte sich eine Assoziation zwischen hoher c-KIT
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Expression und hoherer Zyklin D2 Expression, niedrigerer Expression des CDK-
Inhibitors p21 Waf und iiberraschenderweise signifikant lingerer riickfallsfreier Uberle-
benszeit bei AML Patienten.

Bei der Rezeptortyrosinkinase c-KIT handelt es sich um das menschliche, zellulédre
Homolog des im Provirus des Hardy-Zuckerman 4 Katzen Sarkom Virus entdeckten
viralen Onkogens v-KIT. Physiologischerweise wird eine c-KIT Expression hauptsich-
lich im Knochenmark, in Mastzellen und Melanozyten beobachtet. Dabei ist die Funk-
tion dieses Rezeptors sowohl fiir die normale Hamatopoese als auch fiir die Gametoge-
nese und Melanogenese von Bedeutung, wodurch sich das aus inaktivierenden,
»missense” Mutationen dieses Rezeptors resultierende vererbbare Krankheitsbild des
»Piebaldismus‘ mit fehlender Pigmentierung erkldren lisst (Robertson et al. 2000).
Aktivierende Mutationen hingegen, die zu einer konstitutionellen Aktivierung des c-
KIT Rezeptors fiihren, sind mit Mastozytose und familidren gastrointestinalen Stroma-
tumoren (GIST) assoziiert. Im Februar 2002 wurde in den USA fiir die Behandlung
gastrointestinaler Stromatumoren der Tyrosinkinaseinhibitor STI571 zugelassen, der
nicht nur die nicht-Rezeptortyrosinkinase abl hemmt und daher fiir die Behandlung
ber/abl-positiver chronischer myeloischer Leukidmien eingesetzt wird, sondern auch die
Rezeptortyrosinkinasen PDGFR und c-KIT inhibiert. Dieses Prinzip der spezifischen
Hemmung einzelner Rezeptortyrosinkinasen wie c-KIT bietet eventuell neue Therapie-
ansitze fiir die Behandlung von Neoplasien, denen eine Uberaktivitit der Rezeptortyro-
sinkinase c-KIT entweder durch aktivierende Mutationen oder durch gesteigerte Ex-
pression zugrunde liegt.

Im Rahmen der Hématopoese wird c-KIT vor allem auf frithen hdmatopoetischen
Stammzellen zusammen mit dem Stammzellmarker CD34 exprimiert und im Laufe der
weiteren Differenzierung herunterreguliert. Da die Rezeptortyrosinkinase c-KIT fiir die
normale Hidmatopoese von Bedeutung ist, aber auch bei einer Reihe hédmatologischer
Erkrankungen eine Rolle zu spielen scheint, wurde die Expression dieses Rezeptors auf
unterschiedlichen Zellpopulationen in einer Vielzahl von Studien untersucht. So steigt
innerhalb des Kompartiments der pluripotenten Stammzellen die c-KIT Expression mit

abnehmendem Ruhezustand bzw. Selbsterneuerungspotential der Stammzellen zunéchst
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an. Diese pluripotenten Stammzellen entwickeln sich dann entweder in Richtung der
myeloischen oder der lymphatischen Reihe weiter. Dabei findet sich auf multipotenten
myeloischen Progenitorzellen sowie den daraus hervorgehenden BFUs (,,burst-forming
units*) und den nachfolgenden CFUs (,,colony-forming units®) der erythroiden, mega-
karyozytiren, granulozytdr/monozytiren und basophilen Reihe in der Regel ebenfalls
eine c-KIT Expression. Diese geht jedoch in der weiteren Differenzierung zu reifen
Erythrozyten, neutrophilen Granulozyten und dendritischen Zellen im Allgemeinen
verloren bzw. ist nur noch vereinzelt auf Monozyten und Megakaryozyten nachweisbar.
Eine Ausnahme bilden hierbei basophile Granulozyten und Mastzellen, die auch noch
als reife Zellen c-KIT exprimieren. Im Gegensatz zur myeloischen Reihe wird c-KIT
auf multipotenten lymphatischen Progenitorzellen und auf den davon abgeleiteten Pro-
B-Zellen nur teilweise exprimiert, wihrend sich auf Progenitoren von natiirlichen Kil-
lerzellen (NK Zellen) und auf Pro-T-Zellen in der Regel eine c-KIT Expression nach-
weisen ldsst. Auf reifen T- und B-Zellen findet sich hingegen keine Expression mehr,
nur noch auf spezifischen Populationen ruhender NK Zellen mit hoher CD56
Expression (Lyman et Jacobsen 1998).

Der Ligand des c-KIT Rezeptors, der sogenannte KL (= Steel Faktor) oder Stamm-
zellfaktor (,,stem cell factor”, SCF), wird physiologischerweise in einer Vielzahl von
Geweben exprimiert, wie z.B. Stromazellen, Fibroblasten, Endothelzellen, und spielt
wihrend der Embryogenese eine wichtige Rolle fiir Proliferation, Uberleben und
Differenzierung von hiamatopoetischen Zellen, Keimzellen und Melanozyten (Lyman et
Jacobsen 1998). Im Rahmen der Himatopoese fordert SCF dabei im Synergismus mit
Erythropoetin die Proliferation erythroider Progenitoren sowie im Synergismus mit
anderen Zytokinen, v.a. mit Thrombopoetin, Wachstum und Reifung von Megakaryo-
zyten. Dariiber hinaus stimuliert SCF Uberleben, Proliferation, Chemotaxis, Adhision
und die IgE-vermittelte Degranulation von Mastzellen (Scheijen et Griffin 2002).
Neben seinem FEinfluss auf hé@matopoetische Zellen zeigte SCF zudem in einigen
Leukimiezelllinien und in einem Grofteil frischer AML Blasten allein oder im
Synergismus mit anderen hd@matopoetischen Wachstumsfaktoren eine proliferations-

fordernde Wirkung (Ikeda et al. 1991; Kuriu et al. 1991; Broudy et al. 1992; Pietsch et
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al. 1992; Kanakura et al. 1993). Dabei lieB sich in einigen Leukidmiezellen bereits vor
der Stimulation durch SCF eine Aktivierung von c-KIT in Form einer Phosphorylierung
nachweisen. Dariiber hinaus legt die Beobachtung einer Koexpression des c-KIT Rezep-
tors zusammen mit seinem Liganden SCF auf Leukidmiezelllinien und auf AML Blasten
die Vermutung eines autokrinen bzw. juxtakrinen Stimulationsmechanismus nahe. So
wiesen Caceres-Cortes et al. die Bedeutung des c-KIT Rezeptors und seines membran-
gebundenen Liganden SCF fiir das Uberleben primirer AML Blasten nach (Caceres-
Cortes et al. 2001). Normalerweise bendtigen AML Blasten fiir eine autonome
Proliferation eine hohe Zelldichte, welche Zell-Zell Interaktionen iiber den c-KIT
Rezeptor und seine membrangebundenen Liganden ermoglicht, wohingegen bei
geringeren Zellkonzentrationen die Zufuhr exogener Wachstumsfaktoren erforderlich
wird. Durch die gezielte Hemmung des membrangebundenen SCF in AML Blasten
mittels Antisense Strategien gelang es Carceres-Cortes, dieses Zelldichte-abhingige
Wachstum zu verhindern und Apoptose zu induzieren. Diese Rolle des c-KIT
Rezeptorsystems in der Proliferationsregulation von AML Blasten macht versténdlich,
warum eine Uberexpression des c-KIT Rezeptors moglicherweise die autonome
Proliferation von Leukémiezellen begiinstigt.

In der Tat ldsst sich eine c-KIT Expression bei der AML hiufig beobachten. So wird in
der Literatur je nach Studie eine c-KIT Expression in 60-87% der AML Fille
beschrieben [Sperling et al. 1997: 60% in Kinder und Erwachsenen AML; Schwartz et
al. 1999: 63% (917 Erwachsenen AML Fille, 167 Kinder AML); Valverde et al. 1996:
67%; Bene et al. 1998: 67% (69% entsprechend 613 von 883 Erwachsenen AML Fillen
vs. 58% entsprechend 128 von 220 Kinder AML Fillen); Lauria et al. 1995: 70% (69
von 98 AML Fillen); Tkeda et al. 1991: 80% (20 von 25); Reuss-Borst et al. 1994: 87%
(41 von 47 AML Fillen); Broudy et al. 1992: 100% (20 von 20)]. Desweiteren fand sich
eine c-KIT Expression in 84% (16 von 19) von Patienten in myeloider Blastenkrise bei
myeloproliferativen Erkrankungen (Valverde et al. 1996) sowie in 33% biphéno-
typischer akuter Leukdmien (BAL) und in vier von vier untersuchten Fillen
undifferenzierter akuter Leukémie (Bene et al. 1998). In der akuten lymphoblastischen

Leukimie (ALL) hingegen wird eine c-KIT Expression vergleichsweise selten entdeckt



4. Diskussion 97

(ca. 4%) und dann vor allem bei unreifen T-Zell ALL Fillen [Reuss-Borst et al. 1994
0% (0 von 40 ALL Proben); Lauria et al. 1995: 2,7% (1 von 37 ALL Proben); Valverde
et al. 1996: 4% (1 von 23 ALL Fillen); Sperling et al. 1997: 9% T-ALL vs. <3% B-
ALL; Bene et al. 1998: 4% in ALL (11% entsprechend 23 von 207 T-ALL Fillen vs.
2% entsprechend 11 von 612 B-ALL Fillen)]. Daher schlugen Bene et al. c-KIT auch
als diagnostischen Marker fiir den myeloiden Ursprung einer akuten Leukédmie vor.

In den oben zitierten Studien wurde der c-KIT Rezeptor meist auf Proteinebene mittels
Immunfluoreszenz bzw. Durchflusszytometrie direkt auf den AML Blasten nachge-
wiesen. Der Vorteil dieser Methode liegt vor allem in ihrer Spezifitit, da sie erlaubt,
gezielt den c-KIT Rezeptor auf einzelnen Blasten zu messen. Dafiir ist die
Detektionsschwelle jedoch relativ hoch, so dass eine geringe c-KIT Expression unter
Umsténden nicht erfasst wird. So zeigte sich in der Studie Laurias mittels Northern Blot
Analyse nicht nur in der Mehrzahl der vorher durch Antikorperbindung als c-KIT+
eingestuften AML Fille eine c-KIT Expression auf RNA Ebene, sondern auch in
solchen Fillen, in denen vorher mittels Antikorper keine c-KIT Expression entdeckt
werden konnte (Lauria et al. 1995). AuBlerdem unterscheiden die meisten Studien nur
zwischen dem Vorhandensein und dem Fehlen einer c-KIT Expression und
differenzieren nicht nach unterschiedlicher Expressionshohe. Die von uns angewandte
Methode der RT-PCR hingegen zeichnet sich durch eine wesentlich hohere Sensitivitit
aus, wodurch sich die von uns auf mRNA Ebene gemessene viel hohere Expressionsrate
von 96,5% (82 von 85) bei der AML erklidren lidsst. Dabei fanden wir in allen FAB
Subtypen eine c-KIT Expression, welche allerdings in den myeloischen Subtypen FAB
M1 und FAB M2 signifikant hoher war als in den monozytischen Subtypen FAB M4
und FAB M5 (Mittelwert: 55,187 vs. 46,197; p = 0,004). Diese Ergebnisse stehen im
Einklang mit mehreren anderen Studien, in denen FAB-unabhingig in allen AML
Subtypen eine c-KIT Expression nachgewiesen werden konnte. In den meisten dieser
Studien jedoch wurde in den myeloischen Subtypen FAB M1 und M2 héufiger eine c-
KIT Expression entdeckt als in den Subtypen M4 und M5, was sich durch die relativ
geringe Expressionshthe in den beiden letztgenannten Subtypen erkldren liefe

(Schwartz et al. 1999; Bene et al. 1998; Cole et al. 1996; Reuss-Borst et al. 1994). Nur
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Lauria et al. beobachteten stattdessen hidufiger eine c-KIT Expression in den FAB
Subtypen M4 und M5 (Lauria et al. 1995).

Desweiteren ergab unser Vergleich der relativen Expressionshohe in den AML Proben
(Mittelwert: 42,068; Median: 9,055) eine signifikant hohere c-KIT Expression als in
CD34+ Stammzellen (Mittelwert: 8,767; Median: 9,249) und normalem Knochenmark
(Mittelwert: 1,819; Median: 1,779; p = 0,009). Dabei zeigte sich innerhalb der Gruppe
der AML eine grole Schwankungsbreite in der relativen Hohe der c-KIT Expression.
Dies spiegelt sich in dem auffilligen Unterschied zwischen dem Median und dem
Mittelwert der c-KIT Expression wider. Wihrend der Median der Expressionshohe bei
AML ungefihr dem Median der CD34+ Zellen entsprach, bzw. sogar eher leicht darun-
ter lag, wies ein Teil der AML Proben eine deutlich gesteigerte c-KIT Expression auf,
die in dem erheblich hoheren Mittelwert zum Ausdruck kommt. Die Expression in den
CD34+ Stammzellen hingegen erschien relativ homogen und war um einiges hoher als
die Expression in normalem Knochenmark. Diese relativ hohe Expression des c-KIT
Rezeptors sowohl in AML Blasten als auch in CD34+ Zellen entspricht der in der
Literatur beschriebenen Koexpression von c¢-KIT und dem Stammzellmarker CD34 auf
unreifen myeloischen Zellen (Muroi et al. 1995; Sperling et al. 1997). Zudem wiesen
bereits Cole et al. auf die von uns beobachtete Variabilitit in der Hohe der c-KIT
Expression auf AML Blasten hin. Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen wurden in der
genannten Studie mittels Immunfluoreszenz und Durchflusszytometrie in den 80
untersuchten AML Proben dhnliche oder sogar geringere c-KIT Rezeptorlevel gemessen
als auf normalen Stammzellen und Progenitorzellen (Cole et al. 1996). Auch Broudy et
al. beschrieben eine dhnlich hohe oder geringere c-KIT Expression in AML Blasten als
in normalen Blasten (Broudy et al. 1992). Zwar stimmen diese Beobachtungen mit dem
Vergleich der von uns errechneten Mediane fiir die relativen Expressionshohe zwischen
AML Blasten und CD34+ Stammzellen iiberein, sie bestitigen aber nicht die von uns
gefundene starke c-KIT Uberexpression in einem Teil der AML Fille. Diese Differenz
lasst sich moglicherweise durch die unterschiedliche Methodik erkldren. Zum einen
konnte es sein, dass es in den AML Blasten — beispielsweise durch gesteigerte Tran-

skription oder Genamplifikation — zwar zu einer starken Zunahme der c-KIT mRNA
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kommt, wie sie in der RT-PCR gemessen wurde, dass dieser Uberschuss an ¢-KIT
mRNA jedoch nicht in das entsprechende Rezeptorprotein translatiert wird, welches
man in der Immunfluoreszenz detektieren wiirde. Dem konnten verschiedene Ursachen
zugrunde liegen, beispielsweise eine verkiirzte Halbwertszeit der mRNA sowie c-KIT
Mutationen, die entweder zu einem nichtfunktionstiichtigen Rezeptor fiihren oder nicht
mehr vom anti-c-KIT-Antikorper erkannt werden. Zum anderen konnte es sein, dass die
Immunfluoreszenz nicht in der Lage ist, den quantitativen Unterschied zwischen AML
Blasten mit durchschnittlicher c-KIT Expression und solchen mit starker
Uberexpression exakt zu bestimmen. Dies konnte moglicherweise der Fall sein, wenn es
aufgrund hoher Rezeptordichte zu einer spontanen ligandenunabhingigen Rezeptor-
dimerisierung kidme, so dass die Bindung des in der Immunfluoreszenz verwendeten
Antikorpers an sein Epitop beeintriichtigt wiirde. Wenngleich eine c-KIT Uberex-
pression bei der AML wohl nicht generell vorkommt, kann letztlich nicht
ausgeschlossen werden, dass zumindest in einem Teil der AML Fille eine solche
Uberexpression doch vorliegt und eventuell an der Pathogenese der Leukimie beteiligt
sein konnte.

Bestitigt wird diese Hypothese dadurch, dass in der Literatur bereits einige Fille einer
erhohten c-KIT Expression im Zusammenhang mit hdmatologischen Erkrankungen
beobachtet wurden. So ergab eine Studie Shaos in mononukledren Zellen des
Knochenmarks von Patienten mit myelodysplastischem Syndrom (MDS) signifikant
hohere ¢-KIT Protein und mRNA Level als in Zellen normaler Kontrollen (Shao et al.
2001). Dabei wies dieser iiberexprimierte c-KIT Rezeptor bei MDS in dem Sinne eine
gestorte Funktion auf, dass sich im Gegensatz zu den Kontrollen keine weitere
Stimulation der Koloniebildung durch SCF, IL-3 oder Erythropoetin mehr erreichen
lieB. AuBerdem wurden in dieser Studie bei refraktdrer Animie mit Blasten Exzess
(RAEB) bzw. in Transformation (RAEB-t) signifikant hohere c-KIT Proteinlevel
gemessen als bei refraktorischer Anédmie alleine. Auch bei Patienten mit Mastozytose
fand sich eine gegeniiber Kontrollen erhohte c-KIT mRNA Expression. Diese betraf nur
solche Patienten mit einem assoziierten myelodysplastischen Syndrom oder mit aggres-

siver Mastozytose, nicht jedoch mit indolenter Mastozytose (Nagata et al. 1998).
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Bislang gibt es keine gesicherten Forschungsergebnisse iiber die zellulidren
Auswirkungen einer gesteigerten c-KIT Expression. Nichtsdestoweniger kann eine
konstitutive Expression des c-KIT Rezeptors das leukiimische Potential von myeloiden
Zellen verstidrken, wie in einem Méusemodell gezeigt wurde (Hu et al. 1995). In diesem
Experiment wurde die IL-3 abhingige myeloide Méusezelllinie 32D mit murinem c-
KIT transfiziert und diese 32D-KIT Zellen in Empfingerméuse injiziert. Dabei
erkrankten ausschlieBlich Méuse mit injizierten 32D-KIT Zellen und wiesen zirku-
lierende leukdmische Blasten und eine Infiltration von Knochenmark, Milz, Gehirn,
Leber, Lunge und Nieren auf, nicht jedoch Méuse mit normalen 32D Zellen. Wihrend
einige der den erkrankten Tieren entnommenen Zellen in ihrem Wachstum weiterhin
auf IL-3 oder SCF angewiesen waren, waren einige andere Leukémiezellen in der Lage,
sich unabhiingig von Wachstumsfaktoren zu vermehren.

Einen weiteren Hinweis auf den Beitrag einer Uberexpression des normalen c-KIT
Rezeptors zur malignen Transformation von Zellen liefert Caruana (Caruana et al.
1998). Nach dieser Studie induzierte die ektope Expression des murinen c-KIT
Rezeptors in NIH3T3 Maiusefibroblasten eine Transformation dieser Zellen,
gekennzeichnet durch morphologische Verdnderungen, Wachstum in niedrigen Serum-
konzentrationen, Fokusbildung sowie durch Tumorbildung in nackten M:iusen.
Wihrend diese Transformation in den meisten Féllen von der Anwesenheit des c-KIT
Liganden SCF abhingig war, wurden auch einige von Wachstumsfaktoren unabhingige
Kolonien entdeckt, deren Zellen alle einen hohen Level an c-KIT Protein an der
Zelloberfliche aufwiesen. Dieses Phidnomen schien dabei nicht auf einen autokrinen Sti-
mulationsmechanismus durch SCF Koexpression zuriickzufiihren sein. Zudem lief} sich
allgemein eine positive Korrelation zwischen Hohe der c-KIT Protein und mRNA
Expression und SCF-abhingigem Zellwachstum sowie Koloniebildung ab einer Dichte
von mehr als 2,5 x 10* Rezeptoren pro Zellen beobachten. Klone, die eine geringere
Rezeptordichte besallen, waren in der Regel nicht fahig, Kolonien zu bilden. Innerhalb
eines intermedidren Bereiches zeigte sich ein umso schnelleres Koloniewachstum, je
hoher die c-KIT Expression war. Interessanterweise fiihrte eine zu hohe c-KIT

Rezeptordichte dann wiederum zu einer Abnahme der Koloniebildung. Anscheinend
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werden fiir die Transformation von NIH3T3 Zellen optimale Level des c-KIT Rezeptors
benétigt, die etwas hoher als normal sind, jedoch auch nicht zu hoch sein diirfen.
Moglicherweise ist somit fiir die Transformation eine bestimmte Stirke der Signal-
transduktion durch c-KIT erforderlich. Eine wichtige Rolle fiir die Transformation von
NIH3T3 Zellen scheint hierbei die Stimulierung der Raf/MAPK Kaskade zu spielen.
Wihrend eine méfRige Raf Aktivitit zur Induktion von Zyklin D1und Zyklin E bzw. zur
Aktivierung des Zyklin D/CDK4 und Zyklin E/CDK2 Komplexes und somit zur
Progression des Zellzyklus fiihrt, resultiert eine sehr starke Raf Aktivitdt in einer
Induktion des CDK-Inhibitors p21Cipl und im Gl Arrest von Miéusefibroblasten
(Woods et al. 1997; Sewing et al. 1997). Es ist zwar nicht klar, inwieweit sich diese
Mechanismen fiir die Transformation von Miusefibroblasten auf die maligne Trans-
formation von menschlichen hidmatopoetischen Zellen zu Leukimiezellen iibertragen
lassen. Jedoch fiihrt eine Aktivierung der Rezeptortyrosinkinase c-KIT in hémato-
poetischen Zellen u.a. zur Aktivierung der Ras-Raf-MAPK Kaskade (Linnekin 1999).
Legt man die oben erlduterten Mechanismen zugrunde, so konnte eine relativ hohe
Expression des c-KIT Rezeptors zu einer Aktivierung der Ras-Raf-MAPK Kaskade
fithren, die zwar stirker als normal ist und somit diesen Zellen einen Proli-
ferationsvorteil verschafft, die jedoch noch nicht so stark ist, dass sie eine p21 Induktion
und damit einen Zyklusarrest verursachen wiirde. Dies konnte unsere Beobachtung
erkldren, dass eine iiberdurchschnittlich hohe ¢-KIT Expression bei AML Patienten mit
einer signifikant hoheren Zyklin D2 Expression und einer niedrigeren Expression des
CDK-Inhibitors p21 korreliert. Dabei wiirde allerdings vorausgesetzt, dass Zyklin D2,
wie Zyklin D1 in Mdiusefibroblasten, durch die Ras-Raf-MAPK Kaskade induziert
wiirde. Es ist jedoch auch moglich, dass eine c-KIT Aktivierung iiber den PI3 Kinase
Weg zur Induktion von Zyklin D2 fiihrt, wie dies in Spermatogonien fiir Zyklin D3 der
Fall ist (Feng et al. 2000).

Die physiologische Funktion der D-Zykline besteht vor allem in der Steuerung der G1
Progression, insbesondere des Ubergangs von der mittleren zur spiten G1 Phase, wobei
der aktive Komplex aus D-Zyklinen und CDK4 bzw. CDK6 die Phosphorylierung des

Tumorsuppressors Rb katalysiert. Diese Funktion der D-Zykline macht verstindlich,
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warum eine Uberexpression dieser Zykline, wie sie in vielen Tumoren beobachtet wird,
moglicherweise zu ungehinderter G1 Progression fiihrt und damit zu unkontrollierter,
wachstumsfaktorunabhiéngiger Zellproliferation beitragen konnte.

Im Gegensatz zu Zyklin D2 ergaben unsere Analysen keinen signifikanten Unterschied
in der Expressionshohe der beiden anderen D-Zykline D1 und D3 zwischen AML
Patienten mit hoher und solchen mit niedriger c-KIT Expression, was moglicherweise
auf einen unterschiedlichen Regulationsmechanismus zuriickzufiihren ist.

Wihrend alle bislang diskutierten Ergebnisse und die hierzu zitierte Literatur eher auf
einen moglichen Zusammenhang hinweisen zwischen c-KIT Uberexpression und
Leukidmogenese bzw. gesteigertem Proliferationspotential der AML Blasten, ergaben
unsere Analysen iiberraschenderweise eine signifikant lingere riickfallsfreie Uberle-
benszeit bei AML Patienten mit einer iiber dem Median liegenden c-KIT Expression im
Vergleich zu Patienten mit geringerer c-KIT Expression. Wenngleich éltere Studien
eine Assoziation zwischen c-KIT Expression und einer schlechteren Prognose
suggerierten (Ashman et al. 1988), konnte in den meisten nachfolgenden Studien keine
Korrelation zwischen c-KIT Expression und prognostischen Faktoren wie Ansprechen
auf Therapie, Remissionsrate, ereignisfreies und Gesamt-Uberleben nachgewiesen
werden (Reuss-Borst et al. 1994; Smith et al. 1994; Lauria et al. 1995). Allerdings
verglichen diese Studien zumeist nur AML Patienten mit und solche ohne c-KIT
Expression untereinander, ungeachtet der relativen Expressionshohe.

Eine mogliche Erklirung fiir den von uns beobachteten Zusammenhang zwischen hoher
c-KIT Expression und besserer Prognose konnte die Beobachtung darstellen, dass eine
c-KIT Expression besonders hiufig (88%) bei AML Patienten mit prognostisch giinsti-
gen zytogenetischen Veridnderungen wie den Translokationen t(8;21), t(15;17) oder der
Inversion inv(16) auftritt (Schwartz et al. 1999; Sperling et al. 1997). So zeigte sich
unter unseren AML Patienten bei keinem Patienten ohne c-KIT Expression eine dieser
zytogenetischen Veridnderungen, und auch nur bei einem der 26 AML Patienten mit
einer unter dem Median liegenden c-KIT Expression war eine inv(16) nachweisbar.
Dagegen lagen bei AML Patienten mit einer iiber dem Median liegenden c-KIT
Expression in 12% (3 von 25) eine t(8;21), in 8% (2 von 25) eine t(15;17) und in 8% (2
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von 25) eine inv(16) vor. Die Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse ergab zwar wegen der
relativ geringen Patientenzahl mit verfiigbaren Uberlebensdaten keine Korrelation
zwischen einer dieser zytogenetischen Alterationen und lidngerem riickfallsfreien
Uberleben. Dennoch konnte die Assoziation zwischen hoherer c-KIT Expression und
lingerem Uberleben durchaus durch das hiufigere Vorhandensein prognostisch giin-
stiger chromosomaler Verinderungen bedingt sein. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
konnte diese Hypothese allerdings nicht weiter verfolgt werden, da fiir einen Grofteil

der Patienten keine Daten beziiglich der Zytogenetik verfiigbar waren.

4.2 CSFIR

Unsere Messdaten ergaben in 93% der AML Proben eine Expression der
Rezeptortyrosinkinase CSFIR, die in den monozytiren Formen FAB M4 und M5 am
ausgepragtesten war. Im Vergleich zu normalem Knochenmark und CD34+ Stammzel-
len zeigte sich in AML Blasten eine Uberexpression des CSFIR Rezeptors. AuBerdem
war eine hohe CSFIR Expression bei AML Patienten mit einer héheren Zyklin D3
Expression sowie einer schlechteren Prognose vergesellschaftet.

Die CSFIR Rezeptortyrosinkinase (colony-stimulating factor 1 receptor) wird von dem
Proto-Onkogen c-fms kodiert und ist der Rezeptor fiir den Kolonie-stimulierenden
Faktor 1 (CSF1), auch bekannt als Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (M-
CSF), der die Proliferation und die Differenzierung von monozytischen Progenitoren
fordert sowie das Uberleben von reifen Makrophagen begiinstigt (Stanley et al. 1983).
Dabei wird der CSF1R Rezeptor auf primitiven, multipotenten hématopoetischen
Stammzellen, mononukledren Phagozytenprogenitoren, Monoblasten, Promonozyten,
Monozyten, Gewebsmakrophagen, Osteoklasten, Pri-B-Zellen, glatten Muskelzellen
und Neuronen exprimiert.

Wichtige Hinweise auf die physiologischen Funktionen des CSFIR Rezeptors und
seines Liganden CSF lieferten Experimente mit ,knock-out Miusen, die entweder

CSFIR selbst (csflr-/csflr-) oder CSF (op/op) nicht exprimieren. Phinotypisch sind
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diese Miuse gekennzeichnet durch osteopetrotische Skelettverinderungen im frithen
Alter mangels Osteoklastenaktivitdt sowie durch Mangel an Makrophagen in anderen
Organen wie Milz, Leber und Darm. Dariiber hinaus iibt CSF1 iiber den murinen, nicht
jedoch iiber den humanen CSF1R Rezeptor, anscheinend eine negative Regulation auf
die erythroide Differenzierung himatopoetischer, pluripotenter Stammzellen in Miusen
aus, was die gesteigerte Anzahl von sogenannten erythroiden ,burst-forming units*
(BFU-E) in (csflr-/-) und (op/op) Miusen erklért (Pawlak et al. 2000). Zudem fallen im
peripheren Blut dieser ,.knock-out* Méuse ein erniedrigter Prozentsatz an Lymphozyten
und Monozyten sowie ein erhohter Prozentsatz an Granulozyten auf. Da die beiden
letztgenannten Populationen aus denselben Progenitoren hervorgehen, ist die
Vermehrung der Granulozytenfraktion wahrscheinlich durch die verminderte Stimu-
lation der Monozytopoese bedingt (Dai et al. 2002). Der Abfall der Blutlymphozyten
hingegen ist vermutlich auf die in CSF1 defizienten (op/op) Miusen beobachtete
gesteigerte Apoptoserate von Pria-B-Zellen zuriickzufiihren, welche sich durch die Gabe
von CSF1 wieder senken lieB (Lu et Osmond 2001). Diese antiapoptotische Funktion
der Rezeptortyrosinkinase CSFIR konnte moglicherweise auch in AML Blasten zum
Tragen kommen und diesen einen Selektionsvorteil verschaffen.

So konnte bereits in mehreren Studien eine Expression der Rezeptortyrosinkinase
CSFIR auf AML Blasten nachgewiesen werden. Beispielweise beobachteten Ashmun
et al. in 30% (15 von 50) der Kinder mit AML und in 15% (4 von 26) der Erwachsenen
mit AML eine CSF1R Expression (Ashmun et al. 1989). Diese war dabei auf Blasten
mit monozytischen Differenzierungsmerkmalen (FAB M4 und M5) am hochsten. Aber
auch auf Zellen mit eher granulozytirer Differenzierung (FAB M1-M3) konnte der
CSF1 Rezeptor entdeckt werden. Dariiber hinaus fanden Rambaldi et al. mittels
Nothern-Blot-Hybridisierung in 10 von 17 AML Fillen eine Expression des Liganden
CSF1 und in 7 von 15 Fillen eine Expression des Rezeptors CSFI1R. AuBlerdem zeigte
sich in 5 Fillen sogar eine Koexpression des CSF1 Rezeptors und seines Liganden
CSF1 (Rambaldi et al. 1988).

Unter Verwendung der sensitiveren Methode der Real-time-RT-PCR konnten wir in

92,8% (79 von 85) der untersuchten AML Proben eine Expression der CSFIR



4. Diskussion 105

Rezeptortyrosinkinase (Mittelwert: 6,9439, Median: 2,4109, Minimum: 0, Maximum:
134,89) feststellen. Auch hier ergab sich in den monozytir differenzierten AML
Subtypen FAB M4 und FAB M5 eine signifikant hohere CSFIR Expression als in den
myeloblastiren Subtypen FAB M1 und FAB M2 (Mittlerwert: 12,962 vs. 3,315; p =
0,002). Diese Beobachtung steht im Einklang mit der priméren Rolle von CSF1 als
Regulator von Proliferation, Differenzierung und Uberleben mononukleirer
Phagozyten.

Der Vergleich der CSF1R Expression zwischen AML, CD34+ Zellen und normalem
Knochenmark erbrachte bei der AML (Mittelwert: 6,94) eine signifikant hohere CSFIR
Expression als im normalen Knochenmark (1,89) und in den unreifen CD34+
Stammzellen (0,46), in denen sich die geringste CSFIR Expression fand (p = 0,02).
Diese Ergebnisse deckten sich mit der Mikroarray Studie Larramendy’s, in der 15 AML
und 5 gesunde Knochenmarkproben hinsichtlich ihres unterschiedlichen Genexpres-
sionsprofils untersucht wurden. Zu den in der AML im Vergleich zum normalen
Knochenmark iiberexprimierten Genen (Ratio > 4) gehorte unter anderem der CSF1R
Rezeptor, wobei die CSFIR Expression bei Patienten mit mehr als 30x10°/L
Leukozyten signifikant hoher war (Larramendy et al. 2002). Allerdings konnte sich
diese Beobachtung auch auf die unterschiedliche Verteilung der FAB Subtypen mit
monozytischer Differenzierung in dieser Studie zuriickfiihren lassen. Immerhin 44% (7
von 16) der Patienten mit hohen Leukozytenzahlen zéhlten zu dem AML Subtyp FAB
M4/5, wohingegen nur 18% (2 von 11) in der Patientengruppe mit niedrigeren Leuko-
zytenzahlen diesen Subtyp aufwiesen.

Auch bei unseren Analysen lieBen sich in der Patientengruppe mit hoherer CSFIR
Expression leicht hohere Leukozytenzahlen als bei AML Patienten mit niedrigerer
CSFIR Expression erkennen (Mittelwert: 98435,45 vs. 79378,61; p = 0,49). Diese
Tendenz scheint jedoch FAB-unabhéngig zu sein, da sich bei unseren AML Patienten
zwischen FAB M4/5 und FAB M1/2 kein Unterschied in der Leukozytenzahl ergab.
Dennoch stellt sich die Frage, inwieweit die von uns und Larramendy beobachtete
Uberexpression der Rezeptortyrosinkinase CSFIR in der AML im Vergleich zum

normalen Knochenmark auf den unterschiedlichen Gehalt monozytirer Zellen zuriick-
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zufithren ist. Da die monozytér differenzierten Subtypen FAB M4 und M5 ca. 39,7%
unserer AML Fille ausmachten, der Gehalt an Zellen monozytérer Differenzierung im
normalen Knochenmark hingegen geringer ist, wurde der Kruskal-Wallis-Test zum
Vergleich der CSF1R Expression zwischen CD34+Zellen, normalem Knochenmark und
AML noch einmal durchgefiihrt. Hierbei wurden diesmal jedoch nur die FAB Subtypen
MO, M1, M2, M3 und M6 ausgewihlt, um den Einfluss der hohen CSF1R Expression in
den Subtypen FAB M4/5 von der Wertung auszunehmen. Unter diesen Bedingungen
zeigte sich zwischen AML, normalem Knochenmark und CD34+ Zellen kein signi-
fikanter Unterschied mehr in der Hohe der CSF1R Expression. Moglicherweise spiegelt
die hohe CSF1R Expression auf monozytir differenzierten AML Blasten keine
pathologisch gesteigerte Rezeptorexpression im Rahmen der Leukdmogenese wieder,
sondern nur die physiologische Expression dieses Rezeptors auf Zellen der
monozytidren Reihe, die auch auf nicht-transformierten Zellen vorkommt.

Andererseits sprechen einige Beobachtungen fiir einen Zusammenhag zwischen CSFIR
Uberexpression und der Entstehung von Leukimien. So fiihrte eine Uberexpression des
CSF1 Rezeptors in der myeloiden Zelllinie FDC-P1 zu verschiedenen Phinotypen, die
teilweise eine Dissoziation zwischen CSF1 induzierter Proliferation und Differenzie-
rung aufwiesen. Wihrend der erste Phénotyp eine CSF1 abhéngige Proliferation und
monozytire Differenzierung nach CSF1 Stimulation zeigte, bewirkte CSF1 Stimulation
im zweiten Phénotyp im Gegenteil sogar eine Hemmung der Proliferation und eine
Differenzierungsinduktion. Der dritte Phénotyp schlieBlich wuchs autonom, reagierte
auf CSF1 Stimulation nicht mehr mit Differenzierung und sezernierte CSF1, was auf
einen autokrinen Transformationsmechanismus in diesen Zellen schlieBen lie.
(McArthur et al. 1995).

Einen weiteren Beleg fiir diese Hypothese stellen Untersuchungen an Miusen dar, in
denen die provirale Integration des F-MuL Virus (Friend murine leukemia virus) an
einer bestimmten Integrationsstelle stromaufwirts des c-fms Proto-Onkogens zur Stei-
gerung der Transkription dieses Gens fiihrte. Dabei ging die Uberexpression des
normalen CSF1 Rezeptors mit der Entwicklung von myeloblastischen Leukdmien bei

diesen F-MuLV infizierten Mausen einher (Gisselbrecht et al. 1987). Da dieselben
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myeloblastischen Leukdmiezellen gleichfalls den Liganden CSF1 koexprimierten,
konnte auch hier eine autokrine Aktivierungsschleife zur Unterhaltung der Leukimie
beigetragen haben.

Zudem induzierte die Infektion von Mé&usen mit einem Viruskomplex bestehend aus
einem c-fms enthaltenden Virus und F-MuLV als Helfervirus denselben Typ Leukémie,
allerdings mit einer kiirzeren Latenzzeit, wobei in 60% der integrierten Proviren eine
aktivierende Mutation des CSF1 Rezeptors vorlag (De Parseval et al. 1995). Auch bei
Patienten mit myelodysplastischem Syndrom (MDS) und AML wurden aktivierende
Mutationen der CSF1R Rezeptortyrosinkinase beschrieben, welche am héufigsten das
Codon 969 und viel seltener das Codon 301 betrafen (Tobal et al. 1990; Ridge et al.
1990). Die Mutation des Codons 969 beeintrichtigt vermutlich die negativ regula-
torische Funktion der C-terminalen Domine des Rezeptors. Dadurch konnte eine
gesteigerte Antwort auf Ligandenbindung ausgelost werden, die Zellen mit dieser
Mutation in einer CSFl-haltigen Umgebung einen Wachstumsvorteil verschaffen
konnte. Jedoch scheint diese Mutation weder ausreichend noch erforderlich zur
Entwicklung einer AML zu sein.

Die Aktivierung der CSFIR Rezeptortyrosinkinase stimuliert eine Vielzahl unter-
schiedlicher Signaltransduktionswege, wie z.B. den PI3 Kinase/Akt Weg, der wichtig
fir CSF1 vermitteltes Zelliiberleben ist. Dariiber hinaus vermag CSF1 die Expression
sowohl der Transkriptionsfaktoren c-myc und c-fos als auch der Zykline D1 und D2 zu
induzieren, welche fiir den Ubergang von der G1 in die S-Phase des Zellzyklus von
Bedeutung sind (Roussel et al. 1995). Wihrend die Induktion von c-myc und Zyklin D1
vermutlich durch Aktivierung des Raf/MEK/MAP Kinase Wegs vermittelt wird, sind
fiir die Induktion von Zyklin D2 wahrscheinlich drei verschiedene Signalwege parallel
verantwortlich, der Src-, der MAPK/ERK Kinase und der c-myc Signalweg (Aziz et al.
1999; Dey et al. 2000). Die von uns in diesem Zusammenhang beobachtete signifikant
hohere Zyklin D3 Expression bei AML Patienten mit hoherer CSFIR Expression
(Mittelwert: 1,5989 vs. 0,9277; p = 0,02) beruht moglicherweise auf einer infolge der
CSFIR Uberexpression gesteigerten oder qualitativ verinderten Signaltransduktion.

Diese konnte eine abnorme Induktion von Zyklin D3 bei fehlendem Einfluss auf die
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Expression der beiden anderen D-Zykline bewirken, was erkldren wiirde, warum bei
unseren Analysen zwischen AML Patienten mit hoher und solchen mit niedriger CSFIR
Expression im Gegensatz zu Zyklin D3 kein signifikanter Unterschied in der Expression
von Zyklin D1 und D2 zu verzeichnen war.

Insgesamt bleibt die Rolle einer Uberexpression des CSF1 Rezeptors bei der
Leukidmogenese noch unklar und ist in einem gréBeren, komplexen Zusammenspiel mit
zusitzlich vorliegenden transformatorischen Mutationen und einer Vielzahl unter-
schiedlicher Faktoren zu sehen, wie Zelltyp, Reifungsstadium und exogenen Einfliissen,
beispielsweise parakriner oder auch autokriner Stimulation durch hidmatopoetische
Wachstumsfaktoren. Fiir die Bedeutung der Rezeptortyrosinkinase CSFIR bei der AML
spricht jedoch eindeutig die von uns in der Kaplan-Meier-Analyse gefundene Assozia-
tion zwischen hoher CSF1R Expression und kiirzerem riickfallsfreiem Uberleben bei
AML Patienten (262 Tage vs. 580 Tage; p = 0,01). Dieses Phidnomen scheint unab-
hiangig von den FAB Klassifizierung zu sein, da sich in der Kaplan-Meier
Uberlebensanalyse kein signifikanter Unterschied in der riickfallsfreien Uberlebenszeit
zwischen den monozytischen Subtypen FAB4/5 mit hoherer CSFIR Expression und
den Subtypen FAB1/2 ergab. In der Literatur ist diese Korrelation zwischen erhohter
CSFIR Expression und schlechter Prognose bisher nur fiir solide Tumoren, wie
Mamma-, Endometrium- und Ovarialkarzinom beschrieben (Coussens et Werb 2001).
Im Falle des Brustkrebs héngt dies allerdings mit einer gesteigerten Infiltration des
Primdrtumors durch CSFI1R exprimierenden Makrophagen zusammen, die zu einer
beschleunigten Progression des unabhingig davon entstandenen Primértumors beitrigt
und das Auftreten von Lungenmetastasen begiinstigt (Lin et al. 2001). Andererseits
konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von CSF1 und seinem Rezeptor
CSFIR in normalen ovariellen Granulosazellen zur Zellproliferation und Tumorbildung
fiihrte, was auf eine direkte Rolle des CSF1 Rezeptors bei der Tumorprogression und
der damit verbundenen schlechten Prognose bei Ovarialkarzinomen hinweist (Keshava
et al. 1999).

Es ist also nicht auszuschlieBen, dass auch bei der AML eine Uberexpression von

CSFIR, vor allem in Verbindung mit einer gleichzeitigen Koexpression des Liganden
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CSF, die Proliferation und das Uberleben der Leukimiezellen begiinstigt und somit zur

schlechteren Prognose dieser AML Patienten beitrigt.

4.3 FLT3

Die Rezeptortyrosinkinase FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) wird in hohem Male in
einer Vielzahl himatologischer Erkrankungen exprimiert, so beispielsweise in 70%-
80% der akuten myeloischen Leukidmie aller FAB Subtypen, in akuten lympho-
blastischen Leukidmien sowie in Leukimien, die sich von B-Vorliuferzellen ableiten.
Aber auch in T-Zell akuten lymphatischen Leukémien (T-ALL) und wihrend der
Blastenkrise der chronisch myeloischen Leukédmie (CML) findet sich eine FLT3
Expression (Rosnet et al. 1996, Drexler et al. 1996).

Auch bei unseren Analysen konnte in 94% (80 von 85) der AML Fille eine FLT3
Expression nachgewiesen werden, die insgesamt in den AML Blasten sehr viel hoher
war als in CD34+Stammzellen und normalem Knochenmark. Innerhalb der AML fiel
eine Korrelation zwischen hoher FLT3 Expression und niedriger Expression von p21
Waf auf. Dariiber hinaus fanden sich in 20% der AML Patienten FLT3 ITD Mutationen,
die mit einem hoheren Anteil an Blasten im Blut und hdoheren initialen
Leukozytenzahlen bei diesen Patienten assoziiert waren.

Im normalen Knochenmark beschrinkt sich die FLT3 Expression auf friihe Vorstufen
der Hamatopoese, einschlieBlich CD34+ Zellen mit hoher c-KIT Expression, und
scheint vor allem fiir die Entwicklung multipotenter Stammzellen und B-Zellen von
Bedeutung zu sein (Abb. 1). Daneben wurde ebenfalls in der Plazenta, den Gonaden und
dem Gehirn eine FLT3 Expression beobachtet (Gilliland und Griffin 2002). Bei den
von uns untersuchten CD34+ Zellen (n =5), zeigte sich nur bei denjenigen CD34+
Zellen eine FLT3 Expression, die auch c-KIT exprimierten (in 3 von 4 c-KIT expri-
mierenden CD34+ Zellen), wihrend in der Probe ohne c-KIT Expression auch keine

FLT3 Expression entdeckt wurde.
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Zudem beschrieben Carow et al. in 33 von 33 B-Zell-ALL Fillen, in 12 von 12 AML
Fillen und in drei von elf T-Zell-ALL Fillen eine erhohte Expression von FLT3 RNA
gegeniiber normalem Knochenmark. Auch auf Proteinebene konnte in 14 von 14 B-
Zell-ALL, in 36 von 41 AML und einem von vier T-Zell-ALL Fillen durch Western
Blotting eine FLT3 Expression nachgewiesen werden, wohingegen im normalen
Knochenmark keine FLT3 Expression entdeckt wurde (Carow et al. 1996). Diese
Ergebnisse bestitigen unsere Beobachtungen einer extrem hohen FLT3 Expression in
AML (n = 85; Mittelwert: 3043,77) im Vergleich zu CD34+ Stammzellen (n = 5;
Mittelwert: 1,59) und normalem Knochenmark (n = 7; Mittelwert: 1,41; Signifikanz im
Kruskal-Wallis-Test: 0,0001). Um die Auswirkungen dieser FLT3 Uberexpression, vor
allem im Hinblick auf ihren moglichen Zusammenhang mit der Pathogenese der
Leukiimie, beurteilen zu konnen, ist es erforderlich, zunidchst die physiologischen
Funktionen des FL'T3 Rezeptors und seines Liganden FL genauer darzustellen.

Bei dem Liganden des FL'T3 Rezeptors handelt es sich um ein Typ I transmembranéres
Protein, das neben der membrangebundenen auch in einer 16slichen Form existiert,
wobei beide Formen in der Lage sind, den FLT3 Rezeptor zu aktivieren (Gilliland und
Griffin 2002). FL wird unter anderem auf Knochenmarksfibroblasten in der Umgebung
von hdmatopoetischen Zellen, aber auch auf himatopoetischen Zellen der myeloischen
und der B- und T-Zelllinie selbst exprimiert. Teilweise erscheint er sogar auf ein und
derselben Zelllinie zusammen mit seinem Rezeptor FL.T3, wodurch eine autokrine und
parakrine Stimulation ermoglicht wird (Drexler et al. 1999). Dabei wirkt FL als Wachs-
tumsfaktor im Synergismus mit anderen himatopoetischen Wachstumsfaktoren, wie G-
CSF (granulocyte colony-stimulating factor), CSF1 (colony-stimulating factor 1), GM-
CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating factor) und SCF (stem cell factor),
sowie mit den Interleukinen IL3, IL6 auf unreife myeloische Zellen und Stammzellen.
AuBerdem ist er in der Lage, CD34+ Zellen zu expandieren (Rusten et al. 1996).

Im Rahmen der Leukédmie fordert die FLT3 Aktivierung durch FL die Proliferation und
das Uberleben von primiren AML und ALL Zellen sowie von myeloischen und
monozytoiden leukdmischen Zelllinien (Drexler et al. 1999; Meyer et Drexler 1999;

Lisovsky et al. 1996; McKenna et al. 1996, Piacibello et al. 1995). Der antiapoptotische
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Effekt von FL, insbesondere in Kombination mit GM-CSF, wird dabei vermutlich unter
anderem durch eine Verhinderung der Hochregulation des proapoptotisch wirkenden
Bax erreicht, und nicht durch eine Hochregulation des antiapoptotischen Bcl2 (Lisovsky
et al. 1996). Obwohl nicht alle FLT3 exprimierenden AML Blasten auf den Liganden
FL zu reagieren scheinen (Stacchini et al. 1996), legen die proliferationsfordenden und
apoptosehemmenden Wirkungen des FLT3/FL Rezeptorsystems auf die Mehrzahl der
AML Blasten dennoch die Vermutung nahe, dass FLT3 an der Entstehung bzw. der
Unterhaltung von Leukéimie beteiligt ist. Hierbei scheint insbesondere Mutationen des
FLT3 Rezeptors wie FLT3-ITD Mutationen oder D853-Mutationen (Yamoto et al.
2001; Abu-Duhier et al. 2001) eine entscheidende Bedeutung fiir die Pathogenese der
AML zuzukommen.

Die vielfiltigen Wirkungen der Rezeptortyrosinkinase FLT3 auf Proliferation,
Differenzierung und Uberleben himatopoetischer Zellen werden iiber eine Reihe von
Signal-transduktionswegen vermittelt, die zum Teil bereits aufgekliart werden konnten.
So fiihrt eine Stimulation der humanen Rezeptortyrosinkinase FLT3 durch ihren
Liganden Fl zur direkten Assoziation mit Grb2 und Socsl sowie zur Tyrosinphos-
phorylierung zahlreicher Proteine wie Cbl, CblB, Shc, Shp2, SHIP, Gabl, Gab2 und
STAT5a. Im Gegensatz zum murinen FLT3 Rezeptor besitzt der humane FLT3
Rezeptor keine direkte Bindungsstelle fiir die p85-Untereinheit der PI3K (Phosphatidyl-
Inositol-3-Kinase). Stattdessen wird die PI3K Aktivierung iiber eine Assoziation von
p85-PI3K mit den durch FLT3 tyrosinphosphorylierten Proteinen Cbl, CbIB, Shc, Shp2,
SHIP, Gabl1, Gab2 erreicht. Neben der Aktivierung des PI3K Signalwegs vermdgen die
infolge FL Stimulation phosphorylierten Proteine Gabl und Gab2 zudem Shp2 zu
aktivieren sowie mit Grb2 und Shc zu interagieren (Scheijen et Griffin 2002; Zhang et
Broxmeyer 1999, 2000; Abb. 31).

Zudem scheint fiir die Signaltransduktion des FLT3 Rezeptors die Aktivierung von
STATS5a (signal transducer and activator of transcription) eine wichtige Rolle zu spielen
(Zhang, Fukunda et al. 2000). In der Zelllinie Baf4/FLLT3 — eine murine, IL-3 ab-
hingige hdmatopoetische Zelllinie, die mit humanem Wildtyp FLT3 transfiziert wurde

und dieses stabil exprimiert — wiesen Zhang et al. eine Aktivierung von STATS5a infolge
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Rezeptorstimulation durch FL nach. Hingegen zeigte sich weder eine Aktivierung der
anderen STATs, STAT1-4, 5b oder 6, noch eine Aktivierung von Jak Kinasen durch FL
Stimulation. Fiir die Aktivierung von STAT5a war die Kinaseaktivitit des FLT3
Rezeptors erforderlich. Da auflerdem die proliferationsfordernde Wirkung von FL auf
hidmatopoetische Progenitoren nur bei STATSa-/- Miusen aufgehoben ist, nicht aber bei
STAT5a+/+, STAT5Sb-/- oder STATSb+/+ Méusen, deutet alles daraufhin, dass die FL-
induzierte Proliferation hdmatopoetischer Zellen iiber eine Aktivierung von STATS5a

erfolgt.

FLT3 CSF1R c-KIT

EC

™
JM

KD1

KI

KD2

CT

Abbildung 31: Darstellung der Signaltransduktion durch die verwandten Rezeptortyrosinkinasen
FLT3, CSFIR und c-KIT. Uberblick iiber die Vielzahl der verschiedenen aktivierten Signalmolekiile.
Nihere Erldauterungen siehe Ausfiihrungen zu den einzelnen Rezeptortyrosinkinasen; Abkiirzungen: EC:
extrazellulire Domédne; TM: transmembrandre Domine; JM: juxtamembranire Domine; KD:
Kinasedomine, die durch eine Insertion (KI) in zwei Anteile (KD1 und KD2) unterteilt ist; CT: C-
Terminus (nach Scheijen et Griffin 2002).

Im Gegensatz hierzu zeigten Hayakawa et al. in den beiden IL-3 abhéngigen Zelllinien,

32D und BAF3, die mit FLT3 bzw. FLT3-ITD transfiziert wurden, dass eine Stimula-
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tion des Wildtyp FLT3 Rezeptors durch FL zwar eine schnelle Aktivierung der MAP
Kinase bewirkt, jedoch keine Aktivierung von STATS. Allerdings wurde in dieser
Studie nicht zwischen STATS5a und 5b differenziert, die sich anscheinend in ihrer
Funktion unterscheiden. Sowohl in FLT3-ITD transfizierten Zellen als auch in
klinischen AML Proben von Patienten mit FLT3-ITD Mutationen fand sich anders als
beim Wildtyp eine konstitutive Aktivierung der MAP Kinase und von STATS
(Hayakawa et al. 2000). Zu dhnlichen Ergebnissen gelangten Mizuki et al., die nach FL
Stimulation des Wildyp FLT3 Rezeptors in 32D/FLT3-WT Zellen nur eine sehr geringe
STATS Phosphorylierung feststellten, wohingegen FLT3-ITD Mutationen zu starker,
konstitutiver STATS Aktivierung fiithrten (Mizuki et al. 2000). Die Frage, ob eine Uber-
expression des Wildtyp FLT3 Rezeptors eine funktionell relevante STAT5a Aktivierung
bewirken konnte, ist also nicht eindeutig geklirt.

Wenngleich sich der funktionelle Beitrag einer Uberexpression des Wildtyp FLT3
Rezeptors zur Leukdmogenese nicht eindeutig kldren lédsst, spielt die Rezeptor-
tyrosinkinase FL'T3 fiir die akute myeloische Leukédmie dennoch eine bedeutende Rolle,
da es sich bei FLT3 um eines der in AML am hiufigsten mutierten Gene handelt. So
finden sich in ca. 30% der AML Patienten aktivierende Mutationen des FLT3
Rezeptors. Dabei handelt es sich in 24% der Fille um sogenannte ,,interne Tandem
Duplikationen (ITD Mutationen) und in 7% der Fille um Punktmutationen in der
Aktivierungsschleife des Rezeptors, beispielsweise die Mutationen D8345Y oder
D838V (Gilliland und Griffin 2002). Unter ITD Mutationen versteht man Wieder-
holungen von Aminosduresequenzen in der juxtamembranidren Domine des Rezeptors
von interindividuell unterschiedlicher Léinge. Dadurch wird vermutlich die autoin-
hibitorische Funktion der juxtamembranidren Domine auf die Kinaseaktivitit des
Rezeptors gestort, so dass es zur konstitutionellen Aktivierung der Tyrosinkinase des
FLT3 Rezeptors kommt. Allerdings fithren nicht alle FLT3-ITD Mutationen zu dieser
konstitutionellen Tyrosinkinaseaktivierung (Fenski et al. 2000).

FLT3-ITD Mutationen kommen in allen FAB Stadien der AML vor, am hiufigsten im
Subtyp M3 und am seltensten im Subtyp M2. Daneben treten sie auch beim myelo-

dysplastischen Syndrom, in 15% der sekundiren AML Fille und sehr selten in der
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akuten lymphatischen Leukimie auf. In normalen hdmatopoetischen Zellen des
Knochenmarks mit hoher Expression des Wildtyp FLT3 Rezeptors konnten jedoch
bisher keine ITD Mutationen entdeckt werden (Ishii et al. 1999). Auch in den von uns
untersuchten AML Proben fanden sich in 20% (14 von 69) FLT3-ITD Mutationen.
Diese korrelierten mit einem hoheren Anteil an Blasten im Blut (75% vs. 50%;
Signifikanz im Mann-Whitney-U-Test: p = 0,02) und hoheren initialen Leukozyten-
zahlen (176.329 vs. 66.135; p = 0,004). Diese Ergebnisse stimmen mit den Angaben in
der Literatur iiberein, wonach in einer grofen englischen Studie mit 854 AML
Patienten, von denen 27% FLT3-ITD Mutationen aufwiesen, diese Mutationen mit
Leukozytose und mit einem hohen Blastenanteil im Knochenmark assoziiert waren
(Kottaridis et al. 2001). AuBlerdem fiel in dieser Studie eine Assoziation zwischen
FLT3-ITD Mutationen und einer niedrigeren kompletten Remissionsrate, einer hoheren
Todesrate in der Induktionsphase sowie einem erhohten Riickfallsrisiko und geringerem
krankheitsfreien, ereignisfreien und Gesamtiiberleben auf. Desgleichen beobachteten
Rombouts et al. eine Korrelation zwischen FLT3-ITD Mutationen (18 von 63 AML
Patienten) und reduzierter kompletten Remissionsrate, gesteigerter Riickfallsrate und
geringerem ereignisfreien Uberleben (Roumbouts et al. 2000). Hingegen ergab eine
Studie Whitmans (mit 82 AML Patienten unter 60 Jahren, darunter 23 Patienten mit
FLT3-ITD Mutationen) nur bei den Patienten eine geringere krankheitsfreie und
geringere Gesamtiiberlebenszeit, die neben der FLT3-ITD Mutation des einen Allels
auch noch einen Verlust des zweiten funktionellen Wildtypallels, also den Genotyp
FLT3 [(ITD/-); n = 8], aufwiesen (Whitman et al. 2001). Die Patienten jedoch, die noch
ein zweites funktionsfihiges Wildtypallel des FLT3 Rezeptors besaBen [FLT3
(ITD/WT)] zeigten keinen Unterschied im Uberleben im Vergleich zu AML Patienten
ohne FLT3-ITD Mutationen [FLT3(WT/WT)]. Auch wir fanden keine signifikanten
prognostischen Unterschiede zwischen den AML Patienten mit FLT3-ITD Mutationen
und solchen ohne Mutation. Dies konnte sich aber einerseits durch die relativ geringe
Patientenzahl mit FLT3-ITD Mutationen erkldren lassen, zum anderen durch die
fehlende Differenzierung zwischen dem prognostisch sehr ungiinstigen Genotyp (ITD/-)

bzw. (ITD/ITD) und dem scheinbar weniger gefihrlichen heterozygoten Genotyp
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(ITD/WT). Trotzdem lieB sich in der Kaplan-Meier-Uberlebens-analyse bei Patienten
mit FLT3-ITD Mutationen eine Tendenz zu kiirzerer Remissionsdauer bzw. geringerer
riickfallsfreier Uberlebenszeit (Mittelwert: 315 Tage vs. 443 Tage, giiltige Ereignisse: 3
ITD-Mutationen vs. 16 Wildtypen; p = 0,37) sowie geringerem Gesamtiiberleben
(Mittelwert: 227 Tage vs. 452 Tage, giiltige Ereignisse: 9 ITD-Mutationen vs. 25
Wildtypen; p = 0,1) erkennen.

Fiir die leukdmogene Wirkung von FLT3-ITD Mutationen gibt es in der Literatur zahl-
reiche Anhaltspunkte. Beispielsweise konnte in der IL-3-abhingigen myeloischen
Progenitor Zelllinie 32D durch FLT3-ITD Mutationen eine Resistenzentwicklung ge-
geniiber strahleninduzierter Apoptose erzielt werden. Auflerdem waren diese FLT3-ITD
transfizierten Zellen in der Lage, sich unabhéngig von den Wachstumsfaktoren IL-3 und
FL zu vermehren (Mizuki et al. 2000). Nach Injektion von 32D/FLT3-ITD Zellen in
Miuse entwickelten die meisten innerhalb kurzer Zeit eine leukimieédhnliche
Erkrankung mit Hepatosplenomegalie und Blasteninfiltration des Knochenmarks, wo-
hingegen nach Injektion von 32D/FLT3-WT Zellen nur einige wenige Méuse nach einer
viel lingeren Latenzzeit eine dhnliche Krankheit zeigten.

Die transformatorischen Eigenschaften von FLT3-ITD Mutationen konnten auch von
einigen anderen Forschergruppen nachgewiesen werden. So beobachteten Kelly et al.
ein Induktion von IL-3-unabhingigem Wachstum bei Ba/F3 Zellen durch FLT3-ITD
Mutationen, nicht jedoch durch den Wildtyp FLT3 Rezeptor. Selbst Stimulation dieser
FLT3 iiberexprimierenden Zellen mittels FL reichte nicht aus, um IL-3-unabhéngiges
Wachstum zu induzieren. Dariiber hinaus wurden in einem murinen Knochenmark-
transplantationsmodell aus primdren, humanen Leukdmieproben geklonte FLT3-ITD
Mutationen in murine Knochenmarkzellen retroviral transduziert und wieder in Miuse
transplantiert. In diesem Modell fiihrten FLT3-ITD Mutationen mit einer Latenz von
40-60 Tagen zu einer myeloproliferativen Erkrankung der betreffenden Miuse mit
Leukozytose, extramedulldrer Blutbildung in Milz und Leber sowie einer Spleno-
megalie (Kelly, Liu et al. 2002). Wildtyp FLT3 hingegen verursachte keine hédmato-
logische Erkrankung (>200 Tage).
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Diese Ergebnisse deuten zum einen auf einen qualitativen und/oder quantitativen
Unterschied in der Signaltransduktion von FLT3-ITD Mutationen im Vergleich zum
Wildtyprezeptor hin. Zum anderen verdeutlichen sie, dass FLT3-ITD Mutationen allein
ausreichen, um einen myeloproliferativen Phidnotyp hervorzurufen, dennoch aber nicht
geniigen, um das Vollbild einer AML auszulosen. Hierzu bedarf es zusitzlicher Muta-
tionen, die die normale Differenzierung himatopoetischer Zellen beeintrichtigen.

Diese Uberlegungen fithren zu der ,,2-hit“ Hypothese, nach der fiir die Entwicklung
einer AML die Kombination von zwei Klassen unterschiedlicher Mutationen notig ist.
Dabei handelt es sich einerseits um Klasse I Mutationen, die einen Proliferations-
und/oder Uberlebensvorteil bieten, aber selbst die Differenzierung nicht oder kaum
beeinflussen wie FLT3-ITD Mutationen, FLT3 D835Y, N-oder K-Ras Mutationen und
andererseits um Klasse II Mutationen, die in erster Linie dazu dienen, die Diffe-
renzierung zu storen. Hierzu zé@hlen beispielsweise Translokationen oder Mutationen in
Genen, die fiir die normale hiamatopoetische Differenzierung erforderlich sind (Kelly et
Gilliland 2002; Kelly, Liu et al. 2002; Gilliland et Griffin 2002; Abb. 32).

Diese Hypothese wird durch die klinische Beobachtung gestiitzt, dass FLT3 Mutationen
bei der akuten promyelozytischen Leukdmie (APL) hdufig zusammen mit der Trans-
lokation t(15;17) auftreten, die das Fusionsprotein PML/RAR« kodiert. Die Expression
dieses Proteins verursacht ein myeloproliferatives Syndrom in transgenen Miusen,
reicht jedoch allein nicht aus, um eine AML hervorzurufen. Transduziert man hingegen
in Knochenmarkzellen von diesen PML/RARo transgenen Miusen zusitzlich noch
FLT3-ITD Mutationen, so entwickeln diese in kurzer Zeit eine APL dhnliche Erkran-
kung, die auf andere Empfinger transplantabel ist und die auf Behandlung mit ATRA
(all-trans-retinoic acid) anspricht (Kelly, Kutok et al. 2002).

Legt man der APL dieses ,,2-hit* Modell zugrunde, so konnten sich fiir bestimmte Pati-
entengruppen neue Therapiemoglichkeiten, im Sinne einer Kombinationstherapie aus
FLT3 Tyrosinkinaseinhibitoren und ATRA, als vorteilhaft erweisen. Daneben konnte
bei AML Patienten, die auf die herkommlichen Behandlungsmethoden nicht anspre-
chen, oder bei denen prognostisch ungiinstige FLT3-ITD Mutationen vorliegen, eine

Therapie mit FL'T3-Inhibitoren versucht werden. Zu nennen wéren hierfiir etwa CEP-
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701, ein Hemmer von FLT3-ITD Mutationen und von Mutationen der Aktivierungs-
schleife, der Wirkung in primiren AML Zellen mit ITD Mutationen zeigte (Levis et al.
2002) oder CT53518, das neben FLLT3 auch ¢-KIT und PDGFR hemmt (Kelly, Yu et al.
2002) sowie SUS5614, SU5416, SU11248 (O’Farrell et al. 2001; Yee et al. 2001) und
PKC412 (Weisberg et al. 2002).

Klasse I Mutationen Klasse II Mutationen
FLT3-ITD PML-RAR alpha
FLT3 D835Y AMLI/ETO
Ras Mutationen CBF beta/SMMHC
MLL Fusionen

&

Abbildung 32: Modell der Kooperation zwischen aktivierenden Mutationen des FLT3 Rezeptors
und Rearrangements der Gene fiir himatopoetische Transkriptionsfaktoren. Nach der ,2-hit“
Hypothese sind an der Entstehung der AML zwei Klassen unterschiedlicher Mutationen beteiligt: Klasse I
Mutationen, wie die aktivierenden Mutationen FLT3-ITD, FLT3 D835Y oder Ras Mutationen, die der
Zelle einen Proliferations- und/oder Uberlebensvorteil verleihen, die Differenzierung jedoch
unbeeinflusst lassen; Klasse II Mutationen, wie z.B. t(15;17), t(8;21) und inv(16), die zu den
Fusionsproteinen PML/RARo, AMLI/ETO und CBFB/SMMHC fithren und in erster Linie die
hiamatopoetische Differenzierung beeintrichtigen, aber alleine nicht ausreichen, um eine Leukidmie zu
entwickeln. Erst die Kombination beider Arten von Mutationen ruft durch gesteigerte Proliferation und
Uberleben von Progenitorzellen sowie durch eine Storung der Differenzierung eine AML hervor. Diese
Hypothese impliziert neue Therapiestrategien, bestehend aus einer Kombination von spezifischen FLT3
Inhibitoren mit Substanzen (z.B. ATRA), die in den Pathomechanismus der Transkriptionsfaktor
involvierenden Fusionsproteine eingreifen (nach Gilliland et Griffin 2002).

FLT3 Inhibitoren ATRA

Im Gegensatz zur gut dokumentierten onkogenen Potenz von Mutationen des FLT3
Rezeptors und deren Rolle bei der Leukédmogenese gibt es fiir die Beteiligung einer

Uberexpression des Wildtyp FLT3 Rezeptors an der Pathogenese der AML nur wenige



4. Diskussion 118

Hinweise. Dies schlieBt jedoch nicht aus, dass in einem Teil der AML Fille eine sehr
starke Uberexpression von FLT3, deren proliferationsférdernde und antiapoptotische
Wirkung eventuell noch durch andere Mutationen verstirkt wird, in Kombination mit
zusitzlichen Translokationen, die die Differenzierung beeintrichtigen, doch zur Entste-
hung der AML beitragen kann. Fiir die Bedeutung einer gesteigerten FLT3 Expression
im Rahmen der AML spricht jedenfalls die eindeutig hohere Expression von FLT3 in
AML Blasten im Vergleich zu CD34+ Stammzellen und normalem Knochenmark, die
nicht nur im Rahmen unserer Studie deutlich wird, sondern auch von mehreren anderen

Forschungsgruppen belegt wurde.

4.4 TRK A

Der hochaffine Rezeptor des Nervenwachstumsfaktors (NGF) TRK A spielt nicht nur
im Nervensystem sondern auch in der Himatopoese und bei der Immunantwort eine
Rolle. So wurde eine Expression dieses Rezeptors sowohl in neuronalem Gewebe als
auch in einer Vielzahl nicht-neuronaler Gewebe und Tumoren wie Karzinomen des
Osophagus, der Schilddriise, des Magens und Kolons sowie bei Lungenkrebs entdeckt
(Koizumi et al. 1998; Ricci et al. 2001). Auch bei Prostata- und Pankreaskarzinomen
scheint ein autokriner Stimulationsmechanismus iiber aberrante Expression von TRK
Rezeptoren und ihren Liganden von Bedeutung zu sein. In beiden Krebsarten lief sich
durch gezielte Hemmung des TRK Rezeptors durch den Tyrosinkinaseinhibitor CEP-
701 eine deutliche Hemmung des Tumorwachstums erreichen (Miknyoczki et al. 1999;
Weeraratna et al. 2001).

Von den im Zusammenhang mit AML untersuchten Rezeptortyrosinkinasen war TRK
A fiir uns deswegen von besonderem Interesse, weil er mit fast 99% die bei unseren
AML Proben am héufigsten exprimierte Rezeptortyrosinkinase darstellte, die Forschung
diesen Rezeptor jedoch bisher nur selten mit Leukémie in Verbindung gebracht hat.
Unsere Analysen ergaben dabei in den myeloblastiren AML Formen FAB M1 und M2

die hochste TRK A Expression. Dariiber hinaus zeigte sich in einem groflen Teil der
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AML Fille eine gegeniiber CD34+ Stammzellen und normalem Knochenmark deutlich
gesteigerte TRK A Expression. Desweiteren war bei AML Patienten mit einer hohen
TRK A Expression eine hohere Expression von Zyklin D2 sowie interessanterweise
eine Tendenz zu lingerem riickfallsfreien Uberleben zu beobachten.

Auch mittels konventioneller PCR lief} sich in den 57 untersuchten AML Patientenpro-
ben in iiber 80% der Fille eine Expression des TRK A Rezeptors nachweisen. Diese
Differenz zu der sehr viel hoheren Expressionshédufigkeit von 98,8% (84 von 85) in der
Real-time-RT-PCR erklirt sich zum einen durch die héhere Sensitivitit dieser Methode
gegeniiber der konventionellen PCR. Zum anderen wurden bei der Real-time-RT-PCR
40 Amplifikationszyklen durchgefiihrt sowie ca. die fiinffache Menge an cDNA ver-
wendet, wihrend bei der TRKA Analyse mittels konventioneller PCR nur 35 Zyklen zur
Amplifikation benutzt wurden. Daher konnte die konventionellen PCR Analyse mogli-
cherweise die AML Fille mit nur geringer TRKA Expression nicht erfassen. Aulerdem
wurde nur eine kleinere Anzahl von AML Patienten (57 gegeniiber 85) mittels dieser
Methode untersucht, so dass das Ergebnis der Real-time-RT-PCR Analyse der wirk-
lichen Hiaufigkeit der TRKA Expression bei AML wahrscheinlich ndher kommit.
Demnach wird die Rezeptortyrosinkinase TRKA in nahezu 99% der AML Fille expri-
miert. Zudem fand sich auch in CD34+ Stammzellen und im normalen Knochenmark in
100% eine Expression von TRK A.

In der Literatur wird eine Expression von TRK A in 5%-10% humaner CD34+ Stamm-
zellen und in 12%-15% angereicherter Méuse-Priakursor Knochenmarkzellen (Chevalier
et al. 1994) sowie in normalen menschlichen Knochenmarkzellen (Laurenzi et al. 1998)
beschrieben. Ebenso lie sich eine Expression der TRK A Isoform TRK Al in fetalem
und adulten Knochenmark und hier iiberwiegend in Proerythroblasten und Erythro-
blasten, aber auch in Mastozyten und einigen Stromazellen (adventitielle retikulére
Zellen, Makrophagen, Endothelzellen) feststellen (Labouyrie et al. 1999). Diese Iso-
form TRK A1l entsteht durch alternatives Spleien und kommt vor allem in nicht-
neuronalem Gewebe vor, wohingegen die Isoform TRK All, die sich von ersterer durch
die Insertion von sechs Aminosiuren in der extrazelluliren Domine unterscheidet, vor-

wiegend in neuronalem Gewebe exprimiert wird (Barker et al. 1993). Im Gegensatz zur
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TRK Al Isoform ist TRK All in der Lage, neben NGF auch Neurotrophin 3 zu binden
(Clary et al. 1994).

AuBer im Knochenmark und im Nervensystem findet sich eine Expression des TRK A
Rezeptors auch in Monozyten, in denen TRK A durch Induktion von Bcl-2 die Apop-
tose hemmt (La Sala et al. 2000) und im Zuge der weiteren Differenzierung zu
Makrophagen herunterreguliert wird (Ehrhard, Ganter et al. 1993). Desweiteren wird
TRK A in Gedichtnis-B-Zellen exprimiert, auf die NGF als autokriner Uberlebensfak-
tor wirkt (Torcia et al. 1996). AuBerdem lie} sich eine TRK A Expression bei aktivier-
ten CD4+ T-Lymphozyten (Ehrhard et al. 1994; Lambiase et al. 1997; Ehrhard, Erb et
al. 1993) nachweisen sowie bei Mastzellen (Bullock et al. 1996; Tam et al. 1997), Epi-
thelzellen des Thymus und der Tonsillarkrypten und bei Zellen, die sich von Monozyten
ableiten, wie Epitheloidzellen, Langerhans Riesenzellen, follikuldre dendritische Zellen
und interdigitierende, retikulidre Zellen (Labouyrie et al. 1997). Dariiber hinaus wurde
eine hohe TRK A Expression in einigen hdmato-onkologischen Erkrankungen beo-
bachtet, so beispielsweise in Lymphomzellen von verschiedenen B-Zell-Lymphomen,
anaplastischen, grofizelligen Lymphomen und in Reed-Sternberg Zellen (Labouyrie et
al. 1997). Auch in den myeloischen Leukidmiezelllinien HEL, K562 und KG1 sowie bei
44% (n = 59) der Patienten mit primirer AML beschrieben Kaebisch et al. eine TRK A
Expression (Kaebisch et al. 1996). Der von uns ermittelte deutlich hohere Wert von na-
hezu 99% fiir die AML erklért sich eventuell durch die sensitivere Methodik. Im Ge-
gensatz zu unseren Ergebnissen lief sich in der Studie Kaebischs auch keine Korrelation
zwischen TRK A Expression und FAB Klassifikation nachweisen, wohingegen wir
zwar in allen FAB Subtypen eine TRK A Expression entdeckten, die mittlere relative
Expressionshohe aber in den myeloischen Subtypen FAB M1 und M2 signifikant hoher
war als in den monozytiren Formen FAB M4 und M5.

Daneben zeigte sich in dem Anteil unserer AML Proben, die eine iiber dem Median
liegende TRK A Expression aufwiesen, eine sehr grofe Variabilitit in der relativen
Expressionshohe, wobei in einem Teil dieser AML Fille die relative Hohe der TRK A
Expression weit iiber der normalen Expression in CD34+ Stammzellen und normalem

Knochenmark lag. Diese Uberexpression des TRK A Rezeptors bei AML im Vergleich
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zu normalem Knochenmark wurde auch in einer Mikroarray Studie bei 3 von 15 AML
Patienten beobachtet (Larramendy et al. 2002). Ob und wie sich eine solche Uberex-
pression auf hidmatopoetische Zellen auswirkt und inwiefern sie zur Leukidmogenese
beitragen konnte, lésst sich jedoch nicht mit Sicherheit sagen. In der Phiochromozytom-
Zelllinie PC12 bewirkte die Uberexpression von TRK A zwar eine konstitutive
Aktivierung dieser Rezeptortyrosinkinase mit konsekutiver chronischen Stimulierung
des iiberlebensfordernden PI3 Kinase/Akt Signalwegs und der MAPK Kaskade, was zu
einem ligandenunabhingigem Neuritenwachstum fiihrte (Leoni et Valtorta 2002). Diese
konstitutive Kinaseaktivitdt resultierte aber nicht in einer verinderten Signaltrans-
duktion im Sinne einer onkogenen Transformation, sondern behielt die urspriingliche
Signalwirkung, ndmlich die Differenzierung, bei.

Wie im Nervensystem scheint der Wildtyp TRK A Rezeptor auch in der Himatopoese
eine Rolle fiir die Differenzierung zu spielen. So vermag der TRK A Ligand NGF, in
frithen h@matopoetischen Progenitorzellen des Méuseknochenmarks im Synergismus
mit dem hé@matopoetischen Wachstumsfaktor M-CSF die Proliferation und die Differen-
zierung zu stimulieren (Chevalier et al. 1994). Ebenso liel} sich in einigen Leukimie-
zelllinien eine Forderung der Differenzierung durch Aktivierung des TRK A Rezeptors
beobachten. In den Leukémiezelllinien K562 und KG-1 beispielweise wird die TRK A
Expression durch Retinoinsdure (RA) induziert (Xie et al. 1997), wobei in KG-1 Zellen
auch noch andere Differenzierungsinduktoren wie Vit D3 (1,25-dihydroxy-Vitamin
D3), 1-beta-D-arabinofuranosyl-Cytosin (Ara-C), Natriumbutyrat (NaBut) und Phorbol-
12-Myristat-13-Acetat (PMA) die TRK A Expression steigern konnen (Xie et al. Leuk
Lymphoma 2000). Die Aktivierung des induzierten TRK A Rezeptors durch NGF po-
tenzierte dabei den Differenzierungseffekt von Retinoinsdure und Natriumbutyrat.
Desgleichen wurde in der humanen chronischen myeloischen Leukdmiezelllinie K562
eine Steigerung der TRK A Expression durch die Induktoren der megakaryozytiren
Differenzierung, Natriumbutyrat und Phorbol-12-Myristat-13-Acetat, nachgewiesen.
Auch in diesem Fall konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des hochregulierten

TRK A Rezeptors durch seinen Liganden NGF die Natriumbutyrat und Phorbol-12-
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Mpyristat-13-Acetat induzierte megakaryozytire Differenzierung von K562 Zellen
verstirkte (Xie et al. Leukemia Research 2000).

Dariiber hinaus wiesen K562 Zellen eine konstitutive Expression von NGF auf, was
moglicherweise auf einen autokrinen Stimulationsmechanismus hindeuten konnte. Die
Hypothese einer autokrinen bzw. parakrinen Stimulierung des TRK A Rezeptors wird
durch die Beobachtung gestiitzt, dass in menschlichem adultem Knochenmark und in
noch stirkerem MaBe in fetalem Knochenmark neben TRK A auch der Ligand NGF
exprimiert wird (Labouyrie et al. 1999). Andererseits konnten Kaebisch et al. keine
NGF Expression in AML Proben feststellen, womit die Bedeutung einer autokrinen
NGF/TRK A Aktivierungsschleife fiir die Leukimogenese unwahrscheinlich erscheint
(Kaebisch et al. 1996).

Insgesamt legen diese Beobachtungen die Vermutung nahe, dass der normale TRK A
Rezeptor, eventuell auch in Uberexpression, die Differenzierung sowohl himato-
poetischer als auch leukimischer Zellen fordert. Somit konnte sich eine Uberexpression
des normalen TRK A Rezeptors bei der AML durch Differenzierungsinduktion eher
vorteilhaft fiir den Patienten auswirken, wodurch sich die gefundene Tendenz eines
lingeren riickfallsfreien Uberlebens bei AML Patienten mit einer iiber dem Median
liegenden TRK A Expression erklidren lieBe. In Neuroblastomen korreliert eine hohe
TRK A Expression ebenfalls mit einer guten Prognose, wohingegen aggressive
Neuroblastome, oft mit einer Amplifikation des Myc-Onkogens vergesellschaftet, eine
niedrige TRK A Expression aufweisen (Nakagawara 2001; Eggert et al. 2000).
Wihrend die Uberexpression des Wildtyp TRK A Rezeptors allein also vermutlich
keine onkogene Potenz mit sich bringt, sondern im Gegenteil eher die Differenzierung
begiinstigt, kénnen Mutationen des TRK A Rezeptors anscheinend sehr wohl eine
maligne Transformation bewirken. So wurden bereits einige Fille von Aktivierung des
TRK A Rezeptors durch Mutationen oder Translokationen im Kolonkarzinom, im
papilldren Schilddriisenkarzinom und auch bei der AML beobachtet. Unser besonderes
Augenmerk richtete sich dabei auf die von Reuther et al. beschriebene Mutation ATRK
A, die urspriinglich aus einer AML Patientenprobe isoliert wurde (Abb. 33). Diese

Deletionsmutante konnte Fibroblasten und epitheliale Zelllinien transformieren sowie
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die apoptotischen und Wachstums-Eigenschaften von 32D myeloiden Méuse-Proge-
nitorzellen dndern. Darum untersuchten wir die Hiufigkeit des Auftretens von ATRK A
in 57 AML Proben mittels konventioneller PCR. Mit den verwendetet Primern stellt
sich der Wildtyp TRK A Rezeptor als ein Produkt von 326 bp Léinge dar, wihrend
ATRK A aufgrund der Deletion von 225 bp ein PCR-Produkt von nur 101 bp Linge

liefert.

oncogenic Trk - |_I |

Tropomyosin

KEAT AT ST AT, o . b AT

Trka Ll | |
L) ~ Tyrosine
Signal Transmembrane Kinase
Peptide Domain Domain
atrka YN ] |
1029 1255
| I
ATC CCC TTC tct gtg ...eee. goc tic ATG GAC AAC
Ile Pro Phe ser wval ........ ala phe Met Asp Asn
1029 1255

|
ATC CCC TTC ATG GAC AAC

Ile Pro Phe Met Asp Asn

Abbildung 33: Schematische Darstellung des onkogenen TRK A, des Wildtyp TRK A und ATRK
A. Onkogenes TRK A enthilt Sequenzen des Tropomyosin an Stelle des GroBteils der extrazelluldren
Domine von TRK A. ATRK A weist eine Deletion von 225 Nukleotiden (Nukleotide 1030-1254
basierend auf der Genbank Nummer M23102) im TRK A Gen auf, welche zu einem Verlust von 75
Aminosduren in der extrazelluliren Domine des TRK A Rezeptors fiihrt. Hierdurch werden vier
Glycosylierungsstellen (ausgefiillte Dreiecke) des TRK A Rezeptors entfernt (nach Reuther et al. 2000).

Die Tatsache, dass bei keiner einzigen Probe (n = 57) die ATRK A Mutation gefunden
werden konnte, deutet auf die Seltenheit dieser speziellen Mutation hin. Hierfiir spricht
auch, dass Reuther et al. ebenfalls bei der Untersuchung 11 zusitzlicher AML Proben
keine weiteren ATRK A Mutationen entdecken konnten.

Wichtig ist jedoch die Erkenntnis, dass eine solche Mutation des TRK A Rezeptors

aufgrund ihrer Lokalisation zur malignen Entartung von Zellen beisteuern kann. So
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betrifft die bei ATRK A beschriebene Deletion von 225 Nukleotiden Teile des Exons 8
(Reuther et al. 2000), welches die zweite Immunglobulin-dhnliche Domine der extra-
zelluldren Region des Rezeptors kodiert (Mardy et al. 1999). Die extrazelluldre Region
des TRK A Rezeptors setzt sich von N-terminal her zusammen aus drei Leuzin-reichen
Motiven (LRM), die von zwei Cysteinclustern umrahmt werden, und anschlieend
folgen zwei Immunglobulin-dhnliche Doménen, die fiir die NGF Bindung wichtig sind
(Abb. 4). Gerade dieser zweiten Ig-dhnlichen Doméne, die auch bei der ATRK A
Mutation betroffen ist, scheint eine besondere Bedeutung zuzukommen bei der Verhin-
derung einer spontanen Rezeptordimerisierung und damit der ligandenunabhéngigen
Aktivierung der Tyrosinkinaseaktivitit in Abwesenheit des Liganden NGF. So konnte
Arevalo anhand verschiedener Mutationen der extrazelluliren Region nachweisen, dass
Deletionen einer, vor allem der zweiten, oder beider Ig-dhnlichen Doménen zu ligan-
denunabhéngiger Neuritenbildung in PC12 Phédochromozytomzellen fiihrten. Diese ging
mit einer spontanen Dimerisierung sowie Phosphorylierung des mutierten TRK A
Rezeptors in Abwesenheit des Liganden NGF einher (Arevalo et al. 2000). Aulerdem
forderten Deletionen der zweiten Ig-dhnlichen Domine die Proliferation von Ratl
Zellen und die Tumorbildung in vivo nach Injektion in nackte Méuse.

Insgesamt stehen diese Beobachtungen Arevalos im Einklang mit der von Reuther
beschriebenen onkogenen Potenz des ATRK A Rezeptors. Insbesondere die liganden-
unabhingige gesteigerte Tyrosinkinaseaktivitit und Hyperphosphorylierung des mutier-
ten TRK A Rezeptors sowie die daraus resultierende erhohte Aktivitit der Ras-Raf-
ERK Kaskade fiigen sich gut in dieses Bild. Denn diese Kaskade spielt einerseits bei
PC12 Phiaochromozytomzellen eine Rolle bei der Differenzierung und begiinstigt somit
die in diesen Zellen beobachtete Neuritenbildung, andererseits ist Ras fiir das Uberleben
myeloischer Zellen von Bedeutung, so dass eine gesteigerte Ras-Aktivitit einen poten-
tiellen Kofaktor bei der Leukdmogenese darstellt. Auch der Verlust von vier Glycosy-
lierungsstellen durch die ATRK A Mutation konnte zur konstitutiven Kinaseaktivitit
beitragen, weil die Glycosylierung normalerweise eine ligandenunabhingige

Aktivierung des Rezeptors verhindert (Watson et al. 1999).
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Dariiber hinaus konnten Arevalo et al. zeigen, dass spezifische Punktmutationen, die
den Austausch nur einer einzigen Aminosidure bedingen, die Struktur der zweiten Ig-
dhnlichen Doméne so veridndern konnen, dass es zur spontanen Aktivierung des TRK A
Rezeptors kommt (Arevalo et al. 2000). Ebenso wurden schon 1990 von Coulier et al.
Punktmutationen, beispielsweise in einem konservierten Cysteinrest der zweiten Ig-
dhnlichen Doméne, beschrieben, die eine aktivierte, onkogene Form des TRK A Rezep-
tors zur Folge haben (Coulier et al. 1990). Es ist daher nicht auszuschlieBen, dass in den
untersuchten AML Fillen zwar nicht ATRK A, aber dafiir andere Mutationen vorlagen,
beispielsweise Punkmutationen, die keine Lingenidnderung des PCR Produktes nach
sich ziehen. Auch die in der Real-time-RT- PCR gefundene Uberexpression von TRK A
in einem Teil der AML Fille beinhaltete moglicherweise unentdeckte Mutationen.
Solche Mutationen konnten zur Aktivierung des TRK A Rezeptors gefiihrt und dadurch
zur Entstehung oder Aufrechterhaltung der Leukédmie beigetragen haben.

Die Daten dieser Arbeit, die die Uberexpression der Rezeptortyrosinkinasen c-KIT,
CSFIR, FLT3, EPHB6 und LTK bei der AML belegen, liefern Ansatzpunkte fiir die
Entwicklung neuer Therapieformen zur Inhibition spezifischer Rezeptortyrosinkinasen.
Zudem konnte im Rahmen der Diagnostik der Nachweis einer Uberexpression einer
oder mehrerer prognostisch relevanter Rezeptortyrosinkinasen (c-KIT, CSFIR, DDRI1,
INSR, AXL, RET) zur Einschitzung des Risikoprofils und der Prognose von AML

Patienten beitragen und somit die Wahl der geeigneten Therapie beeinflussen.
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Humanes Homolog des v-src Onkogens des ,,Rous*
Sarkom Virus

signal transducers and activators of transcription
Translokation

Tabelle

Thermus aquaticus

tyrosine kinase with Ig and EGF homology domains
Tumornekrosefaktor

tropomyosin receptor kinase

unter anderem

Units (Einheiten) pro Mikroliter

vascular endothelium growth factor receptor
vergleiche

Onkogen des Hardy-Zuckermann 4 Katzen Sarkom
Virus

Versus

Weltgesundheitsorganisation

Wildtyp

zum Beispiel

Zentralnervensystem



