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ZUSAMMENFASSUNG

AMLI1/ETO antagonisiert die STAT5-vermittelte Funkti on von FIt3-ITD in 32D-Zellen
Christian Reicherts

Chromosomenrearrangements wie die Translokation21)8 mit dem Fusionsprotein
AML1/ETO und Mutationen in Genen, die fur Tyrosingsen wie die Internen Tandem
Duplikationen (ITD) des Flt3-Rezeptors kodieremr)lsh Meilensteine in der Pathogenese der
Akuten Myeloischen Leukéamie (AML) dar. Interessawgise exprimieren AML-Blasten so
gut wie nie beide Mutationen — das FusionsproteMLA/ETO und FIt3-ITD.

Mittels Colony Assays wurden die funktionellen Kegsenzen der Prasenz beider
Mutationen in der murinen hamatopoetischen Zed#lia2D analysiert. Dabei zeigten Zellen,
die mit AML1/ETO und FIt3-ITD kotransfiziert wurdereine beinahe 90% Reduktion des
Koloniewachstums im Vergleich mit denen, die AMLT@& und den Wildtyprezeptor von
FIt3 exprimierten. FIt3-ITD fuhrt zu einer Ligandenabhéngigen Aktivierung von STAT5
und damit Liganden unabhangigem Wachstum und Leaganese. Zur Untersuchung der
Auswirkungen von AML1/ETO auf die Expressionsmusten bekannten STAT5 Zielgenen
wurden die Expressionsniveaus von STAT5 Zielgenah mRNA-Niveau wiederum in
Zellen, die beide Mutationen enthielten, verglicimeib denen, die nur das Fusionsprotein und
den Wildtyprezeptor trugen. Dabei zeigte sich dgnifikanter Rickgang der Induktion
dieser Zielgene um 60-85%. Dieser repressive Effaktde bei einzelnen Gene auch auf
Proteinniveau mittels Western Blot weiterverfoligtit der Hilfe der EMSA-Technik konnte
eine dosisabhangige Inhibierung der STAT5-Bindung seine spezifische DNA-
Bindungssequenz durch AML1/ETO nachgewiesen werbém.Untersuchung der STAT5-
Phosporylierung, der notwendige Schritt fir die nBlaiptionsfaktoraktivitat, zeigte eine
AML1/ETO induzierte Reduktion des STAT5-Phosphawglingsstatus.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit das ersé¢ dér repressive Effekt von
AML1/ETO auf die Flt3-induzierte STAT5-Funktion demstriert werden, am ehesten durch
die Inhibition der STAT5-Phosphorylierung.

Tag der mindlichen Prifung: 21.10.2011



EIDESSTATTLICHE ERKLARUNG

Ich gebe hiermit die Erklarung ab, dass ich die Dissertation mit dem Titel:

LAML1/ETO antagonisiert die STAT5-vermittelte Funktion von FIt3-ITD in 32D-Zellen”

in der

Klinik und Poliklinik fiir Himatologie und Onkologie (Direktor: Prof. Dr. W.E. Berdel) der
Medizinischen Fakultdit der Westfélischen Wilhelms-Universitdt Miinster

unter Anleitung von Herrn Prof. Dr. C. Miiller-Tidow

1. selbstandig angefertigt,

2. nur unter Benutzung der im Literaturverzeichnis angegebenen Arbeit angefertigt
und sonst kein anderes gedrucktes oder ungedrucktes Material verwendet,

3. keine unerlaubte fremde Hilfe in Anspruch genommen,
4. sie weder in der gegenwartigen noch in einer anderen Fassung einer in- oder

auslandischen Fakultat als Dissertation, Semesterarbeit, Priifungsarbeit, oder zur
Erlangung eines akademischen Grades, vorgelegt habe.

Miinster, den 15.11.2011

Ort, Datum Unterschrift



Inhaltsverzeichnis

11
1.2

1.3

2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

2.6

121
1.2.2

2.6.1
2.6.2

2.6.3

Einleitung 1
Die akute myeloische Leukamie 1
Die molekulare Pathogenese der AML 9

Molekulare Grundlagen der gestérten Stggragduktion 9
Molekulare Grundlagen der gestorten Ganatign am

Beispiel AML1/ETO 15
Grundidee und analytische Ziele dieser Arbeit 18
Ergebnisse 22

AML1/ETO und FIt3-ITD-Mutationen antagoniser

sich gegenseitig in der Induktion von Koloniewaainst

in 32D-Zellen 22
Hemmung des Koloniewachstums in 32D-Zellén is

unabhangig von der AML1-DNA-Bindungsdomane 24
AML1/ETO inhibiert die Phosphorylierung voi/AT5

in 32D-FIt3-ITD-Zellen 27
AMLI/ETO induziert ein spezifisches Verteiggmuster

von STATS5 in FIt3-ITD positiven Zellen 29
AML1/ETO inhibiert dosisabhéngig die DNA-Bimug

von STATS5 31
AMLI1/ETO reprimiert die Expression STAT5

abhangiger Zielgene auf mMRNA-und Proteinniveau 32
Repression von PIM-2 auf mMRNA-Niveau 33
Repression weiterer STAT5-abhangiger Gener

AML1/ETO 35

Repression von CIS-1 auf Proteinniveau 7 3

Diskussion 39



4 Material und Methoden
4.1 Plasmide
4.2 Kulturmedien und Puffer
4.3 Chemikalien
4.4 Verbrauchsmaterial
4.5 Gerate
4.6 Zelllinien und Transfektionen
4.7 Colony-Assay
4.8 Anti-Phospho-STATS Western-Blot
4.9 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie
4.10 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)
4.11 FACS-Analyse und Sorting
4.12 RT-PCR
4.13 Anti-CIS Western Blot
5 Literaturverzeichnis
6 Danksagungen
Tabellenverzeichnis
Tabelle 1: FAB-Klassifikation der AML
Tabelle 2: WHO-KIassifikation der AML
Tabelle 3: Klassifizierung charakteristischer &feterungen des

Karyotyps hinsichtlich ihrer Prognose

49
49
49
51
52
53
53
54
55
56
56
57
57
63

64

85



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:Darstellung des Flt3-Homodimersnseifunktionellen Substruktur und
der Mutationslokalisationen
Abbildung 2:Aufbau des STAT5-Molekils
Abbildung 3:Molekulare Optionen der STAT5-Ak&vung
Abbildung 4:Konstitutionelle STAT5-Aktivierungnter der FIt3-ITD-Mutation des
Rezeptors
Abbildung 5:Blockierung der Transkription bei AMETO durch Rekrutierung von
Histondeacetylasen
Abbildung 6: Haufigkeitsverteilungen der FIt3-ITNdutation in Patienten mit AML
Abbildung 7:Verhaltnis der relativen Haufigkeitder Flt3-Mutationen zum Wildtyp-
Rezeptor
Abbildung 8:Wachstumsinhibition von Flt3-ITD-ptagen Zellen in
Kotransfektion mit AML1-ETO
Abbildung 9: Aminosauresequenz von AML1/ETO
Abbildung 10: Unabhé&ngigkeit des inhibierten Kommachstums von der
AML1/ETO-DNA-Bindungsdoméne
Abbildung 11: Spezifische Repression der STAT5-Phosylierung durch
AML1/ETO in FIt3-ITD posien Zellen
Abbildung 12: EMSA-Darstellung der AML1/ETO-abh&gegn Repression der
STAT5-Bindung an sein DNAigopeptid
Abbildung 13: Konfokalmikroskopische Aufnahmen Riokumentation charakteris-
tischer Verteilungsmustenvluoreszierendem GFP-STATS5,
reguliert durch Flt3-ITDdIAML1/ETO in Cos7-Zellen
Abbildung 14: AML1/ETO-induzierte PIM-2-Expressianf mRNA-Niveau in
FIt3-ITD positiven Zellen
Abbildung 15: AML1/ETO reprimiert das Expressionsrau STAT5-abhéangiger
Gene in FIt3-ITD positivéellen
Abbildung 16: AML1/ETO-induzierte Repression defS€l-Eypression in FIt-ITD

positiven Zellen



1 Einleitung

1.1 Die akute myeloische Leukimie!

Einfuhrung

Als Leukamien werden bosartige Erkrankungen detbitdienden Systems bezeichnet.
Die Anzahl der Neuerkrankungen in Deutschland Bekiah auf ca. 3/100.000, wobei
die Anzahl mit steigendem Alter zunimmt. In derteisler Krebstodesursachen stehen
die Leuk&mien bei den Mannern an 10. Stelle undieeiFrauen an 8. Stelle.

Der Begriff, der einst von Virchow anhand der Bhaipe eines Patienten mit
chronischer myeloischer Leuké&mie erstmals beschmielwurde, bedeutet aus dem
Griechischen Ubersetzt ,weil3es Blut“. Er beschredas Vorhandensein einer
verbreiterten Leukozytenmanschette nach Zentrifagades Blutes von Patienten mit
erhohter Anzahl weil3er Blutzellen. Myeloisch ist eytologischer Terminus technicus,
der diese Leukamieform von den lymphatischen Foraiegrenzt. Es handelt sich also
um Zellen, die sich von Vorlauferzellen der im Kheomark entstehenden Blutzellen
ableiten. Diese Vorlauferzellen, Blasten genanmifwigkeln sich im gesunden
Knochenmark durch Teilung und Reifung weiter in di@erschiedlichen, speziellen
Zelltypen Granulozyten, Erythrozyten, Monozyten uvldgakaryozyten. Danach erst
werden diese ausdifferenzierten Zellen in der Reagelen Blutkreislauf freigegeben.
Aus diesem Grunde finden sich beim Gesunden kelastdh im peripheren Blut. Im
Falle der leukdmogenen Entartung, die durch eirgfuRgsstopp sowie unkontrollierte
Teilung der leukdmischen Blasten gekennzeichnetk@minmt es zur Infiltration des
gesunden Knochenmarks und konsekutiv zur Beeirigicly der normalen
Blutbildung (Hamatopoese). Dies resultiert in Thbmmpenie, Anadmie und
Granulozytopenie. Klinisch aufert sich diese zuretae Knochenmarkinsuffizienz
mitunter in einer erhohten Infektanfalligkeit mitesieigerter Suszeptibilitat fur
opportunistische Erkrankungen, Blutungsneigung sowi Kurzatmigkeit,

Abgeschlagenheit und Konzentrationsstérungen.

! Im folgenden AML genannt



Pathogenese

Malignes Wachstum ist das Ergebnis eines dynamiscReozesses genetischer
Veranderungen (Mutationen) in einer Zelle, die inmerfduf zu einem immer
aggressiveren Phéanotyp und damit zu einem Selektooteil der diese Mutationen
tragenden Zellen fuhrt. Diese Hypothese wurde estnvon Knudson an der
Pathogenese des Retinoblastoms aufgestellt (54%péter von Vogelstein et al. an der
schrittweisen Pathogenese des Kolonkarzinoms eikdvoll belegt (106, 107). Die
Mutationen kdénnen Folge gestérter Reparaturmechmamsder DNA in der Zelle, des
Einflusses auf3erer mutagener Stoffe und von zgéilliReplikationsfehlern der DNA
sein. In ,Hallmarks of cancer® wurden die wichtigstveranderten Eigenschaften von
Tumorzellen subsummiert. Dazu zahlt die Fahigkeiir zGefalZneubildung
(Angiogenese) und Invasion in umstehendes Gewelaa@tasierung), das Umgehen
des programmierten Zelltodes (Anti-Apoptose), Ress gegeniber hemmenden
Wachstumssignalen und, was fur den Rahmen diedmitAsesonders relevant ist, die
von aufleren Wachstumsfaktoren unabhangige, unbegréailungsfahigkeit (40). Die
Komplexizitat der unterschiedlichen Krebserkrankemgesultiert zum einen aus der
Vielzahl der unterschiedlichen Gewebe- und damiltyfen des Koérpers zum anderen
auf molekularer Ebene auf der noch nicht abschémnbaAnzahl potentieller
krebsférdernder und -hemmender Molekule. Auch farAML konnten in den letzten
Jahren zahlreiche pathogenetische Faktoren aufgedecden (38, 98). Im Gegensatz
zu epithelialen, soliden Krebsformen, finden siohder AML haufig wiederkehrende
balancierte Rekombinationen der Chromosomen (To&asbnen). Ein weiteres
wichtiges Charakteristikum ist das Auftreten von tdtionen in wachstums-
regulierenden Genen. So haben als Konsequenz |esttéenBlasten durch genetische
Abberationen in ihrer gemeinsamen Ursprungszeidelnen und genau abgestimmten
Mechanismen zur Differenzierung in reife und dafurtktionsfahige, hamatopoetische
Zellen verloren dagegen aber ihre Teilungs- undiferationsfahigkeit behalten (siehe

auch Kapitel 2.1, Molekulare Pathogenese der AML).

Diagnose
Die Einteilung der AML wird zytomorphologisch undhemisch anhand der French-

American-British (FAB)-Klassifikation vorgenommedie insgesamt neun Subklassen



definiert (s. Tabelle 1). Der Fortschritt der letztJahre hinsichtlich der molekularen
Pathogenese dieser Erkrankung und ihre Assoziatibnrekurrenten diagnostischen
und prognostischen Charakteristika muindete in déablierung einer neuen
Klassifikation durch die WHO (s. Tabelle 2).

FAB-Klassifikation der AML

FAB | Beschreibung Haufigkeit| MPO | NBE | PAS | Assoziierte Beteiligte
Translokationen | Gene
MO Akute myeloische | 3% - - - Inv(3926), t(3;3) | EVIL1
Leukamie, minimal (1%)
differenziert
M1 Akute +l-
Myeloblastenleukamie
M2 Akute 25-30% ++ - - 1(8;21) (40%) AML1/ETO
Myeloblastenleukamie t(6;9) (1%) DEK/CAN
mit Ausreifung
M3 Akute 5-10% . - +- 1(15;17) (98%) PML/RAR a
Promyelozytenleukamie t(11;17) (1%) PLZF/RAR @
1(5;17) (1%) NPM/RARq
M4 Akute myelomonozytare | 20% +++ ++ - 11923 (20%) MLL
Leukamie inv(3026) 1(3;3)(3%) | EVI1
1(6:9) (1%) DEK/CAN
M4eo Akute myelomonozytare | 5-10% +++ ++ - inv(16), t(16;16) | CBFB/MYH
Leuk&dmie mit abnormen (80%)
Eosinophilen
M5 Akute 2-9% +/- F— +/- 11923 (20%) MLL
Monozytenleukamie t(8;16) (2%) MOZ/CBP
M6 Akute Erythroleukémie 3-5% - - +++
M7 Akute 3-12% - - ++ t(1;22) (5%) unbekannt
Megakaryozytenleukamie

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

Quantitative Voraussetzung fir die Diagnose der AML die Identifizierung von
mindestens 30% Blasten im Knochenmark gemald der-KlaBsifikation - oder nach
der nun gultigen Klassifikation gemafR der WHO 20%asBn - als Abgrenzung gegen
die Differentialdiagnose des Myelodysplastischenddgms. Dabei trennt, die M6 und
M7 ausgenommen, das Vorliegen der Myeloperoxiddd®() als granulozytarer
und/oder der N-Butylacetatesterase (NBE) als maioely Marker die myeloische von
der PAS-positiven akuten lymphatischen Leukamie.linGe dieser jeweilige



Enzymnachweis nicht, kann die immunphanotypischetdnchung der Blasten mittels
DurchfluRzytometrie Uber die Verifizierung myeldisc (z. B. CD33) oder
lymphatischer Oberflachenantigene die Diagnoseirggen. Mit der Identifizierung
dieser Oberflachenantigene und AML-typischer Motan in leukamischen Blasten
war es zudem maoglich, neue Verfahren bei der Oivjekting der Remissionsqualitat
von Patienten wahrend und nach Therapie zu etahlieEine der diesbezlglich
herausstehenden Entwicklungen ist die Polymeraseteaktion (Abk.. PCR), die
auch den Nachweis molekularer Veranderungen amazdbiigen Zellpopulationen
ermdglicht. Solche genetischen Aberrationen finsieh in circa'/; aller AML-Blasten.
Abhangig von der Art der molekularen Veranderungtdia eine Nachweisgrenze von
einer Leukamiezelle auf 10Zellen (41). Ein weiteres wichtiges, diagnostische
Verfahren ist die Mehrfarben-Immunfluoreszenz. Auttbse Methode ermdglicht das
Aufdecken einer minimalen Resterkrankung (Abk.: MRDon Patienten in

zytomorphologischer Remission.

AML mit rekurrenten Translokationen
AML mit t(8;21)(q22;922), AML1/ETO
Akute Promyelozytenleukédmie (AML mit t(15;1q2@;q11-22)
und Varianten, PML/RA®
AML mit abnormen Eosinophilen im Knochenmairkv/(16) (p13g22)
oder t(16;16)(p13;q11), CBFRR/MYH11)
AML mit 11923 (MLL)-Abnormitaten

AML mit Dysplasie in mehreren Linien
Mit vorangegangenem MDS
Ohne vorangegangenes MDS

Therapieassoziierte AML und myelodysplastische $yme
Alkylantien-induziert
Epipodophyllotoxin-induziert
Andere

AML uncharakterisiert
Minimal differenzierte AML
AML ohne Reifungszeichen
AML mit Ausreifung
Akute myelomonozytéare Leukamie
Akute monozytare Leukamie
Akute erythroide Leukémie
Akute megakaryozytare Leukamie
Akute Basophilenleukamie

Akute Panmyelose mit Myelofibrose

Akute biphanotypische Leukamie

Tabelle 2: WHO-Klassifikation der AML.




Prognosefaktoren

Maflgeblich beeinflusst durch die Weiterentwicklutigser technischen Neuerungen
konnten durch die Identifikation neuer molekulai@harakteristika auch weitere
Parameter hinsichtlich der Prognose von AML-Padientgefunden werden. Sie
beeinflussen die Wahrscheinlichkeit, eine kompl&&mission zu erreichen und die
Dauer des krankheitsfreien Uberlebens. Grundlegemtizunachst klassische, klinische
Parameter, bei denen ein Diagnosealter < 60 Jaime, LDH < 700 U/l und eine

adaquate Blastenreduktion nach Induktionschematier&ine positive Prognose
definieren. Dazu treten die als spezifische Mutedio charakterisierbaren, wichtigen
molekular- und zytogenetischen Parameter. Bichrierale kategorisierten 1999

zahlreiche Veranderungen des Karyotyps hinsichtlithres prognostischen

Stellenwertes (s. Tab. 3, (13)).

1) Glnstige Prognose t(15; 17), t(8; 21), inv(16) oder molekulargenetis¢

Hinweise auf diese Translokationen

2) Intermediare Prognose | Weder 1) noch 3) zuzuordnen

3) Unglinstige Prognose Verlust von eines Chromosoms 5 oder 7, del(5q),7d&l
Translokationen mit Beteiligung des langen Arms yon
Chromosom 3, 11g23-Mutationen oder mehr als zwei

zytogenetische Abberationen

Tabelle 3: Klassifizierung charakteristischer Veranderunges Karyotyps hinsichtlich ihrer Prognose
(modifiziert nach Bichner et al., Blood, 1999 (13))

Abseits dieser Einteilung beschreiben Daten lUbenassche Mutationen in AML-
Blasten im Gen des FIt3-Rezeptors ebenfalls einglinstige Prognose (51). Eine
prognostisch heterogene Gruppe bilden Falle der AMlie Mutationen im
Nucleophosmin-Gen (NPM) tragen. Diese sind mit min@ormalen Karyotyp
assoziiert, verlieren aber ihre eher prognostissiorable Stellung beim gemeinsamen
Auftreten mit FIt3-Mutationen. Unabdingbar ist esgben diesen klinischen und
paraklinischen Kriterien auch immer die jeweiligéonsequenzen der Therapieauswabhl
in die Prognoseabschétzung eingehen zu lasserkladsisches Beispiel dient hier die
AML vom FAB-Subtyp M3, deren Prognose bereits untkonventioneller
Chemotherapie als glnstig beschrieben wird, durehGgtion der additiven ATRA-



Therapie sogar exzellente Heilungsraten aufweistrdBet al. beschrieben eine
Steigerung der Effizienz der chemotherapeutischenaBdlung bei Patienten mit der
AML1/ETO-Translokation, t(8;21), durch wiederhoEabe von hochdosiertem ARA-C
(16). Diese positiven Ergebnisse werden allerdohgsh die mit 40-50% immer noch
sehr hohe Mortalitatsrate bei Patienten mit guestigkaryotyp getribt. Eine per se
schlechtere Prognose weisen dartber hinaus Patientesekundarer AML auf, die aus
einem MDS oder nach stattgehabter chemotherapbkatids®ehandlung (insbesondere

mit Alkylantien und/oder Topoisomerase-Il-Inhibiéor) hervorgegangen ist.

Therapie

Akute Leuk&mien sind bei Erwachsenen in circa 2840hd bei Kindern bei circa 70-
80% heilbar. Dabei hat die AML im Vergleich zur & lymphatischen Leukamie
(ALL) eine schlechtere Prognose. Grundlage in dehdhdlung der AML ist die
Chemotherapie. In den letzten Dekaden sind der mosmsetzung der
Polychemotherapie und ihrer zeitlichen Abfolge dem Ziel der weiteren Optimierung
hohe Aufmerksamkeit gewidmet worden. Als feste &edteile haben sich
Anthrazyklinderivate wie Daunorubicin oder Idarubicnd der Antimetabolit ARA-C
(Cytosinarabinosid) etabliert. Im deutschsprachiggaum existieren derzeit mehrere
grosse Studiengruppen, die die Wirksamkeit unteegtibher Substanzkombinationen
untersuchen (13). Alle Therapieprotokolle sind swh dosiert, dass zunachst eine
komplette Aplasie des Knochenmarkes auftritt. Mitiesdr sogenannten
Induktionstherapie kann bei etwa 2/3 der Patierdan maligne Blastenpopulation
zunachst eradiziert und die normale Hamatopoeseewigergestellt werden (komplette
Remission). Die sich daran anschlieRende Therapie Sicherung der kompletten
Remission ist bei den allermeisten Formen der AMiwendig, wenn eine kurative
Therapie angestrebt wird. Diese Therapie wird asti@missionstherapie bezeichnet.
Zu ihr zahlen die Konsilidations- und die Erhaltstiggrapie sowie die allogene und

autologe Stammzelltransplantation.

Induktionstherapie: Primares Ziel ist es, mdglichst alle leukamisch&asten zu
vernichten und die normale Hamatopoese wieder btglten, was man als komplette

Remission bezeichnet. Ledigliche Reduktion und &é&tfimination der Leukamiezellen



wird als partielle Remission, ein Nichtansprecher die Therapie als Versagen
bezeichnet. Durch pratherapeutische zyto- und ntdegenetische Untersuchungen
konnen pradiktive Marker fur Therapiesensitivitabhdu Rezidivneigung nach der

Induktionstherapie bestimmt werden.

Supportive Therapie: In der Regel am zehnten Tag der Induktionstherbpggnnt die
Zeit der maximalen Knochenmarkdepression. Durcltigde der Hamatopoese kommt
es zur Panzytopenie mit den Klinischen Symptomened@rmen Infektanfalligkeit,
insbesondere fir bakterielle und mykotische Infalen, der Gefahr lebensbedrohlicher
Blutungen sowie Schwéchegefiihl und Abgeschlagenhreidieser Phase der Aplasie
bedarf es der Unterstitzung des Patienten durch thiégyten- und
Thrombozytenkonzentrate und einer prophylaktischemd symptomatischen
antimikrobiellen Therapie. Besonders Patienten daheit Promyelozytenleuk&dmie sind
neben der Thrombopenie auch durch plasmatische n@ergstérungen
blutungsgefahrdet und missen gegebenenfalls dunbstifition von Fresh-Frozen-

Plasma- und AT-llI-Konzentraten unterstitzt werden.

Postremissionstherapie: Konsolidierungs- und Erhaltungstherapie dienen hnac
Induktion der kompletten Remission dazu, mikroskobpi nicht mehr nachweisbare
leukamische Blasten zu zerstéren und auf diese aVdis Heilungschancen zu
verbessern oder zumindest die Phase bis zum Aerftidds Rezidives hinauszuzdgern.
Auch hier ist die Suche nach der optimalen Variarsei es in zyklischer oder
kontinuierlicher Gabe der Zytostatika, Gegenstéddedler Forschung.

Sammzel ltransplantation: Fur die Therapie der AML hat die allogene
Stammzelltransplantation bei Patienten unter 60edaim erster Remission sehr an
Bedeutung gewonnen. Sie sichert ein rezidivireiderliében ber mindestens finf
Jahre in der Hélfte aller Falle. Da bei immer weniBatienten mit Indikation ein HLA-
kompatibler Familienspender zur Verfigung stehei(idre Familien, altere Patienten),
wird auch zunehmend die allogene Fremdspenderieariaion eingesetzt,
insbesondere bei Patienten mit ungtinstigem RistopBei Uber 60-jahrigen ist die

allogene Fremdspendertransplantation in erster §som noch experimentell und wird



vor allem bei Patienten mit sehr ungtinstiger Pregkonstellation angewandt. Im
Rezidiv ist die allogene Stammzelltransplantatien einzige kurative Therapieansatz.
Die Auswahl von Patienten in erster Remission fi@ a@logene Transplantation ist
Gegenstand intensiver klinischer Untersuchungenands sich an der individuellen
Risiko-Konstellation der Patienten orientieren. spowicht ein hohes Rezidivrisiko auf
Grund von anamnestischen oder molekularbiologis€iearakteristika der Erkrankung
bei niedrigem Transplantationsrisiko (junger Pdtiesehr guter, HLA-kompatibler
Spender, gunstige Virus-Infektionsanamnese) eheeifie allogene Transplantation,
wahrend umgekehrt ein niedriges individuelles Re@slko bei hohem
Transplantationsrisiko fur eine Postremissionsthieralurch Zytostatika spricht. Die
Indikationsstellung ist hoch komplex und kann naten Einbeziehung des Patienten
und seiner Familie erfolgen.

Von immer gréR3erer Bedeutung und besonders zuktidtgig in der Therapie werden
auf bestimmte charakteristische Mutationen der AMixakt zugeschnittene
Hemmstoffe. Diese Entwicklung hat in der Hamatadognit der Behandlung der
Akuten Promyelozytenleukamie mit All-Trans-Retirgédure (ATRA) begonnen (22,
109). Wahrend diese Therapie noch durch Zufall eakd wurde und erst im
Nachhinein die molekularbiologische Rationale dérerBpie charakterisiert werden
konnte (Hemmung des fur diese Erkrankung spez#éisainkogens PML/RA&), ist
spatestens seit der erfolgreichen Therapie derABEgositiven CML mit dem
Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib klar, dass auf @Gdu unseres Wissens um die
Onkogenfunktion erfolgreich hoch wirksame neue A&mmttel fir maligne
Erkrankungen entwickelt werden kdnnen. Neuere,isfleaMedikamente bei der AML
umfassen den Farnesyl-Tranferase-Inhibitor Tipifarzur Repression von Ras-
Mutationen (48, 66), den CD-33-Antikérper Gemtuzbn{@7, 83), den Proteasom-
Inhibitor Bortezomib, Drug-Resistance-Modulatoreteo Tyrosinkinaseinhibitoren mit
Aktivitat gegenuber FIt3 (Midostaurin) und c-kit eviSorafinib (46, 72). Inn-vitro
Experimenten konnten Steffen et al. nach Synthéses eekombinanten Apoptose-
Induktors selektiv das Wachstum AML1/ETO-positvetl#n hemmen (99).



1.2 Molekulare Pathogenese der AML

1.2.1 Molekulare Grundlagen der gestorten Signaltransduktion

Die Entwicklung und das Uberleben von jeder Zelledwdurch genetisch fixierte
Programme reguliert, die in ihrer Funktionsweistsemeidend durch ihr extrazelluléares
Milieu beeinflusst werden. Hormone, Wachstumsfadtannd Zytokine, aber auch Zell-
Zell-Kontakte und Zell-Matrix-Interaktionen spielemier eine wichtige Rolle.
Insbesondere Wachstumsfaktoren bilden den adaquateriz, die Zellintegritat
aufrecht zu erhalten, verhindern den programmie#efitod (Anti-Apoptose) und
sorgen fiur die Integration der Zelle in den Gesamitxt des Organs. Um diese
aul3eren Einflisse korrekt in den Zellkern weiteegebu kénnen (Signaltransduktion),
bendtigen die Empféangerzellen molekulare Struktumam spezifischen Signalempfang
(Rezeptoren), zu dessen Weiterleitung (,second emggs”) und zur Modifikation des

genetischen Programms im Zellkern (Transkriptiokisfigen).

Flt3-1TD-Mutationen

Der Wachstumsfaktorrezeptor FIt3 (fms-like tyroskirase 3) gehort zusammen mit
PDGFRx und B, c-kit, dem Rezeptor fir den Stammzellfaktor SGid c-fms in die
Gruppe der Klasse-lll-Rezeptortyrosinkinasen (88)cukturell gemein sind dieser
Familie funf Immunglobulin-ahnliche, extrazellulaBomanen, zwei Sequenzen mit
Tyrosinkinaseaktivitat, die durch eine” Insert-Ks@aDomain®“ getrennt werden sowie
eine homologe intrazellulare Domane. Rosnet ebedchrieben und charakterisierten
1991 erstmals diesen Rezeptor und fanden das zigel@®@en auf Chromosom 13912,
das ca. 3000bp grof3 ist (65, 87). Das Gen besltExdns, von denen Exon 14 und 15
die juxtamembranare Sequenz und Exon 20 die diialesinkinaseeinheit kodieren
(1). Dieser Rezeptor wird neben dem hamatologiséb@nebe auch von der Plazenta,
Hoden, dem Gehirn und lymphatischen Geweben wie ghfmoten und Thymus
exprimiert (65). In hadmatopoetischen Zellen finéetsich auf frihen multipotenten
Vorlauferzellen, jedoch nicht auf primitiven Stametien. Mit Beginn der Expression
von FIt3 verlieren frihe Vorlauferzellen im Mausnatidlie Fahigkeit zur Repopulation

myeloischer Zellen, behalten aber im Gegensatz dezidglichkeit, in lymphatische



10

Zellen auszudifferenzieren (3). Der Ligand des R&&eptors, FL (FIt3 Ligand), ist ein
20kDa grol3es Protein, das entweder in transmemtaraoder I6slicher, homodimerer
Form vorliegen kann. Die I6sliche Form entstehtveater durch alternatives Splicing
von Exon 6 oder durch Abspalten der membrangebwerddrorm (64). Humane,
myeloische Mesenchymzellen sind in der Lage, mRNAdie I6sliche und fur die
transmembrandse Form von FL zu produzieren (63eNeolchen Mark-Fibroblasten
wird FL auch von anderen Zellen, wie beispielswetkr myeloischen oder der
lymphatischen Linie gebildet. Das Andocken von Ehrt zur Dimerisierung des Flt3-
Rezeptors, wodurch seine Tyrosinkinase-Domanenviakti werden. Dies bewirkt
nachfolgend eine Autophosphorylierung der intragaten Domanen des Rezeptors.
Die Signalweitergabe erfolgt durch direkte Bindwmgn Second-messenger-Molekilen
oder durch Phosphorylierung weiter downstream gglegSignalmolekule (89). Nakao
und Mitarbeiter entdeckten 1996, dass die Flt3-FP®fplifikate der juxtamembranéaren
Region des Rezeptors bei einer Reihe von Patiemteainige Nukleotide grof3er waren
als in normalen Zellen. Sie hatten so eine Mutaties Rezeptors gefunden, die durch
eine variable, wiederholende Verldngerung von 4-B@ninosauren in der
juxtamembranéren Region gekennzeichnet ist, dieirdéyne Tandemduplikationen
(ITD) bezeichnet werden (76). Dieser Region deseR&xs wird eine repressive
Funktion hinsichtlich der Rezeptoraktivierung zugegeben, die durch die ITD-
Mutation aufgehoben wird (113). Durch zahlreiched&n an AML-Patientenproben
wurde eine durchschnittliche Haufigkeit dieser IMMation von etwa 25% festgestellt
(98). Ihr Auftreten korreliert mit bestimmten FAB#H$gruppen und spezifischen
Karyotypen; so sind sie in der M2, der M6 und inmkdexen Karyotypveranderungen
weit weniger zu finden (1, 51, 91, 101, 117) alslén M3 und bei normalem Karyotyp
(47, 52, 91). Die meisten Studien zeigen fur ITEipee Leukdmien eine Verkirzung
der krankheitsfreien und der Gesamtiiberlebens2ei8g, 47, 51, 56, 91, 101, 112).
Obwonhl die ITD-Mutation die zahlenmé&Rig haufigsemetische Veranderung der AML
ist, kann sie durch ihr inkonstantes Auftreten iomkreten Einzelfall nur eingeschrankt
zum Monitoring einer minimalen residualen Krankhetangezogen werden, da sie im
Verlauf der Erkrankung verloren gehen kann (45, B, 96). Funktionell fuhrt die
Mutation zur dauerhaften Autoaktivierung des Reaeptdurch Phosphorylierung.

Diese Daueraktivitat fuhrt zu Wachstumsfaktor urgatgigem Uberleben und
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Wachstum, Resistenz gegenuber radioaktiver Strghlumd zu klonaler Proliferation
(31, 45, 57, 71, 75, 96). Kelly et al. erbrachtéeraden wichtigen Nachweis, dass die
ITD-Mutation zwar ein myeloproliferatives Syndrorarbeifiihren kann, aber alleine fur
die Induktion einer AML nicht ausreicht (50). Untéinfluss der ITD-Mutation &ndert
sich auch das intrazellular aktivierte Spektrumn8igrermittelnder Molekile. So zeigt
der Transkriptionsfaktor STAT5 eine deutlich erf@®hind konstitutive Aktivierung
gegenuber der Antwort auf die Aktivierung des WjpdFIt3-Rezeptors (31, 42, 71,
103). Jungeren Ergebnissen zufolge werden fur G&TS-Aktivierung unter der ITD-
Mutation die Tyrosinresiduen an Position 589 und %@rantwortlich gemacht (85).
Neben dem STAT5-Signalweg zeigten Brandts et @ssddie FIt3-ITD-Rezeptoren
auch Uber den Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase-Weg konstitutiver Aktivierung von
AKT ihre leukdamogene Aktivitat vermitteln (10). Deibkonnten Schmidt-Arras et al.
2005 nachweisen, dass die ITD-Mutation dem Flt3dRem nicht nur
Wachstumsfaktor-unabhanigige Proliferation und Uéiem verleint, sondern es auch
zu einem fehlgeleiteten Reifungsprozess des Remeptmmmt. Dies fuhrt zu einem
verlangerten Aufenthalt und Aktivierung im  Golgi-pgrat sowie im
endoplasmatischen Retikulum (90). Diese Ergebnwaeden 2009 von Choudary
bestatigt und erstmalig ein unterschiedliches Abtgphorylierungsprofil der FIt3-1TD-
Mutation beschrieben, je nachdem ob diese muti®Ezeptorversion an die
Zytoplasmamembran oder an den Golgi-Apparat undeddsplasmatische Retikulum
gebunden war. Diese unterschiedliche Form der vaitk@npartiment abhangigen
Aktivierung des Rezeptors flhrte zu einer ebenfalslektiven intrazellularen
Signalweitergabe. Dabei zeigte sich bei der Zytwmpamembran assoziierten Variante
eine Signaltransduktion, die Uber die Phosphatidysitol-3-Phosphat-Kinase und
AKT vermittelt wurde. Die STAT5-Signaltransduktienforderte jedoch die anhaltende
Bindung an die Membran des Golgi-Apparates/endapddéischen Retikulums (19).
Durch Suppression myeloischer Transkriptionsfaktavee c/EBR und PU.1 gewinnen
die ITD-Mutationen neben dem Effekt auf Uberlebewl Wachstum auch Einfluss auf
die spezielle Differenzierung myeloischer ZelleXL Ein zweiter Angriffspunkt zur
Induktion des beobachteten myeloischen Differennigsblockes in FIt3-1TD-positiven
Zellen besteht in der Repression von RGS2, eindai¥tation aus dem G-Protein

gekoppelten Signalweg. Eine Reetablierung der RE8ktion resultierte in Reduktion
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der konstitutiven AKT-Aktivierung und in Reinduktiader c/EBI-Expression und der

granulozytaren Differenzierung (93). Neben den IVDtationen des Flt3-Rezeptors
existieren auch Punktmutationen in der Tyrosinki@snane des Rezeptors (TKD-
Mutationen); diese fuhren ebenfalls zur dauerhaftktivierung von AKT, nutzen aber

im Gegensatz zu den ITD-Mutationen nicht die Sigaakduktionswege Uber STATS5
noch reprimieren sie c/EBRund PU.1 (20).

Juxtamembrane Domain:
Internal Tandem
Duplications (ITD)

/ Activation Loop:
D835Y D835LK, 8365

D835V A836

D835H 1836MR

D835Q 1836T

D835N  840-GS

D835G

Abbildung 1: Darstellung des Flt3-Homodimers, seiner funkticerell Substruktur und den

MutationslokalisationenNach Aktivierung des Rezeptors durch den Flt3-haygFL) kommt es

zur Homodimerisierung sowie zur Aufnahme der Phosglerungsaktivitit an den
Kinasedomanen. Die mitdargestellten Mutationen e Interne Tandemduplikation (ITD) oder
Punktmutationen in der Aktivierungsschleife vertgih den entsprechenden Zellen
Wachstumsfaktor unabhéngiges Uberleben.

STAT-5

Das STAT5-Protein gehort in die Familie designal Transducers andctivators of
Transcription®. Dieser gehoéren dariber hinaus dmtdite STATL, 2, 3, 4 und 6 an.



13

Erstmals beschrieben wurden sie anhand von Untausgen, die die Anderung des
genetischen Expressionsmusters unter Einflu3 vaokihen analysierten (18, 33, 59).
Aufgrund des schnellen Nachweises der STAT-Molekiite Nucleus nur einige

Minuten nach Gabe von INF wurde eine sehr kurzeividtungskaskade vermutet
(115). Die Mitglieder der STAT-Protein-Familie giben sich in ihrem strukturellen
Aufbau und damit verbundener Funktion. Sie tragerheem N-terminalen Ende die so
genannte ,oligomerisation site“, die fir die Stadrung der Interaktion mit anderen
STAT-Proteinen wichtig ist (s. Abb. 2). Die folgen@®NA-Bindungsdoméne verleiht
den STATs ihre jeweilige Spezifitat fur die Trangkion unterschiedlicher Gene. Die
folgende Src-homology-2-Domane (SH2) ist eine hgn&molekilen gut bekannte,
strukturelle Einheit, die Protein-Protein-Interakien durch direkte Bindung Uber
phosphorylierte Tyrosinreste erméglicht. Die Phasplierung bestimmter Tyrosinreste
direkt unterhalb der SH2-Domaéne stellt den aktemelen Schritt von STAT-Molekllen
dar. Die so entstehenden Phosphotyrosyl-Reste @seBindungsstellen fur die SH2-
Region eines zweiten STAT-Proteins. Nur im homodisierten Zustand kénnen
STAT-Proteine in den Zellkern tbertreten und ddreitranskriptionellen Aufgaben
wahrnehmen (94). Am C-terminalen Ende enthaltergei®TATs, darunter STAT5,

eine Transaktivierungszone mit Serinresten. Diesphorylierung an diesen Serinen
steigert zusatzlich ihre Aktivitat als Transkriptedaktor (110). Bisher konnten an die
hundert STAT-abhéangige Gene entdeckt werden (2§,[3@ Expression dieser Gene
wird durch extrazellulare Signale induziert, die &TAT-Aktivierung nach sich ziehen.
Dazu gehoren u.a. solche von Zytokin-, TyrosinktaagRTK) und Nicht-

Tyrosinkinase- (NRTK)-Rezeptoren (s. Abb. 3). Dieldgische Funktion von STAT5

wurde in Mausen mit rekombinanter Deletion von SbBAlintersucht. STAT5A-

Knockout-Mause zeigten eine defekte Brustdriserieklmng wahrend der Tragzeit,
wéahrend sich in STAT5B-Knockout-Mausen eine dimerpbeberenzymexpression
fand (104). Zudem bewies Teglund eine wichtige ®eotbn STATS in der adaquaten
Entwicklung des Immunsystems (100). Konstitutivetidkrung insbesondere von
STAT3 und STATS5 spielt eine wichtige Rolle bei eingelzahl von soliden Tumoren,
Leukamien und Lymphomen (9). Wahrend die Aktivieyuwvon STATS5A unter dem

Einfluld der Rezeptortyrosinkinase Flt3 nur dezear w STAT5B wurde Uberhaupt

nicht aktiviert - (119), und keine konsekutive DNBMdung nachweisbar war,
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bestatigten Mizuki et al. sowie weitere Gruppen dtibative STATS5-Aktivierung in
AML-Blasten durch die oben beschriebene FIt3-ITDtMion (8, 71, 78, 97; siehe
Abb. 4).

Do athn O Bimaling Dimértcaticn Transscihmtion
| | r 1 r 1 r L]
STAT1 [ W v s
STATIR [ s Y
STAT2 [  SEomssm 2o
STATS [ —
STAT3R = EEEEE Y
STATd [ s Y s
STATSA [  DEEEEEE (7Y S
STATSE 0] s v
STAT6 [ D Y

Abbildung 2: Aufbau der STAT-Molekiile (enthommen aus Bowman let STATs in Oncogenesis,
Oncogene, 2000 (9)).

Growth Factor Receptors

Non-Receptor
Tyrosine Kinases

Bel-x, Cyelin D1,
c-Mye, p21¥WAF

Differentiation, Proliferation, '
Survival, Oncogenesis

Abbildung 3: Molekulare Optionen der STAT5-Aktivierung (modifzt nach Bowman et al, STATs in

oncogenesis, Oncogene, 2000 (9)).
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Wildtyp Mutation
FL: - + - +
T T phospho -
SN N W W < Gesamt-STATS

Abbildung 4: Konstitutionelle STAT5-Aktivierung unter der FIt3ID-Mutation des Rezeptor#/ahrend

unter dem Wildtyp-FIt3-Rezeptor auch unter Stimolatdurch seinen Liganden FL zu keinerlei
Aktivierung von STAT5 kommt, erfolgt unter dem Hirds der Langenmutation die
Wachstumsfaktor unabhéangige Rekrutierung und Adativig durch Phosphorylierung von STATS
(Phosphowesternblot entnommen aus Mizuki et alod3@000 (71)).

Die konstitutive STAT5-Aktivierung ermoglicht dert3-ITD-tragenden Zellen von IL-
3 unabhangiges Uberleben und Proliferation (31, Thoudhary et al. konnten
aufzeigen, dass jedoch nur die ITD-Mutation deS-Rézeptors zu einer aberranten
Aktivierung des STATS5-Signalweges fuhrt und dieshtifir die Mutationen in der
Tyrosinkinasedomaine gilt (20). Dies wurde durcé Arbeit von Grundler et al. auch
in einem Knochenmark-Transplantationsmodell an Mewus bestatigt (39). Diese
STAT5-Aktivierung ist auch durch RGS2, einen wigeth Mediator der myeloischen
Differenzierung, nicht zu reprimieren (93). Einenktitutive Serinphosphorylierung von
STATS in AML-Blasten konnte ebenfalls aufgezeigtrden (92).

Insgesamt wird aber nach Sichtung des gegenwartigmschungsstandes zu den
STAT-Proteinen deutlich, dass viele kooperierendd imhibierende Bindungspartner
der STATs noch zu charakterisieren sind. Die zént&iellung dieser Mediatoren in
vielen Fallen maligner Transformation erscheinbgdoffensichtlich.

1.2.2 Molekulare Grundlagen der gestorten Genregulation am Beispiel
AML1/ETO

Es ist wie bereits beschrieben von essentieller eBeohg fiir die korrekte

Differenzierung von hamatopoetischen Zellen, dassrcid ein ausgefeiltes
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Gleichgewicht von allgemeinen und zelllinienspesdifien Transkriptionsfaktoren die
angemessenen Expressionsprofile der hierfur retema®ene sequenziell abgerufen
werden. Die Suppression dieses fein abgestimmtemaufddanes ist eine der
wichtigsten Veranderungen in der Genese der AMLreie Gilliland et al. konnten
zeigen, dass diese Schritte durch  Fusionsproteindie = myeloische
Transkriptionsfaktoren einschliel3en, behindert werdkénnen (38). Zu diesen
allgemeinen, linienunspezifischen Transkriptionsfaén gehort auch AML1, das
zunachst die ersten Schritte der gesamten Hamategmatrolliert. Konsequenterweise
leiden AML1"-Knockout Mause in der Fetalzeit unter ausgefaiehepatischer
Hamatopoese und Blutungen in das zentrale Nerveamyand sterben am 11,5-12,5
Tag in der Embryonalperiode (80, 108). AML1, auakdnnt als CB&, kodiert auf
dem Genlokus 21922, bildet mit CBFGenlokus 16922, den so genannten ,Core
Binding Factor Complex”, wobei AML1 die DNA-Binduslgapazitat beinhaltet. Dieser
Komplex rekrutiert im nativen Zustand Histonacegyiisferasen (HAT) und fiihren so
Uber eine Acetylierung der Histone zu einer Lockgrder Chromatinstruktur, die die
DNA fur die Transkriptionsmaschinerie zuganglich ama Dieser essentielle
Transkriptionsfaktorkomplex wird durch verschiedemeunterschiedlichen Typen der
AML vorkommende, balancierte Translokationen aufaft gesetzt. Dazu gehdren die
Translokationen  t(8;21) wund t(16;16) sowie die #6) und werden
zusammengenommen in 25% von AML-Fallen gefundei. (58bei ist die t(8;21) mit
10-15% die am haufigsten auftretende Translokd®éi). Dies fuhrt zur Anbindung des
transkriptionellen Repressors ETO an das C-termiriahde des transkriptionellen
Aktivators AML1 und resultiert in dem FusionsprateAML1/ETO (61, 69). ETO
rekrutiert nun Korepressoren wie NcoR, SMRT und m8Sidie die Bindung von
Histondeacetylasen (HDACs) nach sich ziehen, sos ddi®# Chromatinstruktur
geschlossen wird und AML1-abhéngige Gene in ihngor&ssion unterdrickt werden
((5, 36); siehe Abb. 5).
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transcriptional repression I
of target genes I

Abbildung 5: Blockierung der Transkription bei AML1/ETO durch IRetierung von

HistondeacetylasenA) Im nativen Zustand rekrutiert AML1 Histonacdtgihsferasen, welche

durch Acetylierung der Histone den Abstand zur DNyergréBern und so dem

Transkriptionskomplex zugénglich machen. B) Diea{§ fihrt Gber Korepressoren wie NcoR und
SIN3 zur Bindung von Histondeacetylasen und Umkedprdes physiologischen Ablaufs. (mit
freundl. Genehmigung modif. nach B.Steffen)

Kohzaki konnte zeigen, dass diese Zellen in ihrdfe@nzierung blockiert werden,
wenn sie AML1/ETO uberexprimieren (55). Daruberbimiakonnte in mehreren
Arbeitsgruppen bestatigt werden, dass eine negétiesaktion von AML1/ETO und

c/EBRu, ein essentieller Regulator der granulozytarerfebehzierung, ebenfalls zum
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Differenzierungsblock beitragt (11, 32, 33, 82)eMiansformierende Eigenschaft von
AML1/ETO ist auf der einen Seite so stark, dass isideterozygoten Tieren das
normale AML1-Allel in seiner Funktion dominant néigainhibiert (79, 80), auf der
anderen Seite aber nicht in der Lage ist, als radJei Mutation eine Leukamie
hervorzurufen (79, 84, 116). Bm vivo Experimenten konnte zudem AML1/ETO als
wichtiger Regulator von Apoptose und Stamzellpesifion von hamatopoetischen
Vorlauferzellen charakterisiert werden (12, 43}etassanterweise zeigen AML1/ETO
tragende Zellen — je nach ihrem genetischen Hintedy— unterschiedliche Phanotypen
und Eigenschaften; ein Phanomen bei Fusionsproteihi@s bereits von den aus der
CML bekannten bcr-abl-Isoformen berichtet worden 80 konnte die Gruppe um
Mulloy nachweisen, dass AML1/ETO in der Lage isfp hamotopoetischen
Stammzellen gesteigerte Wachstumsraten mit Ubersstoeteil zu erzeugen, wahrend
weiter in der Differenzierung fortgeschrittene h&opaetische Progenitorzellen trotz
AML1/ETO-Transduktion einen solchen Effekt vermisde3en (74). In das Problem
des aktuell aktivierten genetischen Programms laBich auch das
Untersuchungsergebnis von Basecke einordnen, darfransduktion von AML1/ETO
in CD34+-Zellen keinen Differenzierungsblock, somdénienspezifische Marker fur
die myeloische, B-lymphatische und NK-Zell-Diffemerung detektierte (7).

Zusammenfassend lassen sich also die Funktione®Mirl/ETO nicht auf die (ent-)
differenzierende Wirkung beschranken, sondern raiggsnachin vivo Versuchen auch
auf Konsequenzen beziglich Apoptose, Stammzellerneg und -—proliferation

ausdehnen lassen.

1.3 Grundidee und analytische Ziele dieser Arbeit

Grundidee

In letzter Zeit wurde immer deutlicher, dass diespuiinglich angenommene,
kaskadenartige und strikt Zellkern-gerichtete Sigaasduktion nicht ausreichend
zutreffend ist, sondern vielmehr eine Vielzahl ebiedener Signalmolekile jeweils mit

mehreren Signalkaskaden interagiert und so ein lomp Netz von Rezeptoren,
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Signaltransduktoren, ,second-messenger“-Molekulemd u Transkriptionsfaktoren
bilden, das die Modifikation von Signalen auf vérnedenen Ebenen ermdglicht, (siehe
dazu auch (38)). So ist es von grol3er Bedeutungs dar diese funktionellen
Uberschneidungen und Interaktionen unter den uwitiEdlichen Klassen von
Transformation férdernden Molekulen im Detail ménd Ziel analysieren, bestimmte
Moleklle an essentiellen Kreuzungsstationen zutifigeren und damit neue Ansatze
fur alternative, mafRgeschneiderte Therapien zu iekéwn. Insbesondere in der
aktuellen Literatur mehren sich die Veroffentlicgen Gber Interaktionen zwischen
Molekulen und Strukturen, die an der Signaltransidakbeteiligt sind, und solchen aus
der Genregulation. Tickenbrock et al. konnten ireihArbeit zeigen, dass sowohl
AMLL1/ETO als auch FIt3-ITD Einfluss auf den Wnt-8ajweg haben (102). Die
Fusionsprotein-bedingte EinfluBnahme auf den Wgh&iveg tber Plakoglobin wurde
dartuiberhinaus von Miuller-Tidow beschrieben (73).cihun dieser Arbeit geht es
darum, ein weiteres funktionelles Zusammenspiebeien unterschiedlichen, aber fur
die AML charakteristischen Mutationen aus diesenddre Klassen genetischer
Veranderungen naher zu untersuchen. Dabei gehtues e@inen um die Interne
Tandemduplikation (ITD) im Gen der Rezeptortyrosmalse FIt3, zum anderen um die
Translokation t(8;21) mit dem Fusionsprotein AMLI(E als Produkt. Die ITD-
Mutation ist nicht nur mit 23% Vorkommen eine déufigsten in allen AML-Fallen (s.
Abb. 6, (91)), sondern geht auch mit einer progeolt ungiinstigeren, hdheren
Rezidivrate einher (51, 91), wahrend die AML1/ETQdltion in die gunstige
Prognosegruppe einsortiert wird (s. Abschnitt ,,Pragpfaktoren®).
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Abbildung 6: Haufigkeitsverteilung der Flt3-ITD-Mutation in Patiten mit AML. Interne
Tandemduplikationen (ITD) kommen insgesamt bei 2%% aller Falle von Leukdmie vor. Bei
zytogenetischen Abberationen wie der t(8;21) adiar inv(16) sinkt dessen Haufigkeit auf 5%.
Nur bei Patienten mit t(15;17)-positiven Leukamgend die ITD-Mutationen Gberdurchschnittlich
haufig vertreten und machen 35% aus (Daten ausit®gmet al., Blood, 2002 (91)).

Interessanterweise zeigen Daten aus derselbentAdasis ITD-Mutationen signifikant
haufiger bei Patienten mit normalem Karyotyp atéine(s. Abb. 7), als bei denen, die
zytogenetische Abberationen aufweisen (s. Abb.d&QnDies betrifft insbesondere die
Koexistenz von ITD und AML1/ETO. Das entgegengdseiild prasentiert sich bei
solchen Veranderungen des Genoms, die die t(18ritAnlten (s. Abb. 6).

1 &

Abbildung 7: Verhaltnis der relativen Haufigkeiten von Flt3-ITWutation zum Wildtyp-Rezeptor
(WT).




21

Auch in Arbeiten von Kiyoi und Kainz konnten HauWdggtsunterschiede der ITD-

Mutationen in den unterschiedlichen FAB-Sybtypen mredrigem Vorkommen in der

M2 und der M6 und einem hohen Anteil in der M3 hisgearbeitet werden (47, 52). Le
Beau und Kelly konnten nachweisen, dass die ITDallom die Ausbildung einer

Promyelozytenleukamie (FAB M3) bei vorbestehen(®s;l7) verstarkt (49, 60). Dies

war eine erste Bestatigung der Kooperation und &eung dieser zwei Klassen von
Mutationen.

Diese Arbeit beschaftigt sich im Folgenden mit dediglichen Ursachen des geringen
gemeinsamen Auftretens von ITD- und AML1/ETO-Muatn in akuten myeloischen
Leukdmien. Dabei werden unter der Arbeitshypotheseer gegenseitig (un-

)mittelbaren Interaktion auf dem Niveau der inttad@ren Signalkaskade funktionelle
Konsequenzen hinsichtlich Zellwachstum, DNA-Bindwrgl Expressionsaktivitat von

Zielgenen analysiert. Dartiber hinaus geht es dazentrale Molekule zu identifizieren,

die als potentieller Angriffspunkt beider Mutationeine zentrale Rolle einnehmen.

Ziele dieser Arbeit

1. Charakterisierung des Wachstumsverhaltens von AFILOY/FIt3-ITD*-Zellen

2. Untersuchung dieses Wachstumsverhaltens in Abhkeigigon der Aktivitat
der AML1/ETO-DNA-Bindungsdomane in AML1/ET@FIt3-ITD"-Zellen

3. Nachweis von STATS5 als kritisches Molekul der Sigaasduktion von Flt3-
ITD durch dessen Phosphorylierungsbeeintrachtigiumgh AML1/ETO

4. Analyse der Dosisabhangigkeit der STAT5-DNA-Binduhgch AML1/ETO

5. Analyse der transkriptionellen Regulation STATS5-abfiger Gene durch
AML1/ETO

6. Analyse der Syntheserate STAT5-abhangiger Proteiter AML1/ETO
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2 Ergebnisse

2.1 AML1/ETO und Flt3-ITD-Mutationen antagonisieren
sich gegenseitig in der Induktion von

Koloniewachstum in 32D-Zellen

Ausgehend von der Hypothese, dass AML1/ETO aufgruled Verursachung
redundanter/konkurrierender Signalkaskaden invmemiger als 5% der Falle FIt3-
ITD-positiver Leukamien auftritt (91) und damit einleukamogene Wirkung
benachteiligt, bestand zunachst das Interesse alysaren, welche funktionellen
Auswirkungen beide Mutationen zusammen auf das alenh der Zelle haben. Aus
diesem Grunde wurde zundchst das Wachstumsverhalenein in Leukamien
aberrantes und gleichzeitig klinisches, fur die gAose relevantes Merkmal in der
murinen myeloischen Zelllinie 32D untersucht. Dasdhstum transfizierter Zellen
wurde Uber den so genannten Colonie-Assay qudatifiZzm ersten Teilexperiment
untersuchte ich die Fahigkeit von 32D-Zellen, den dFlt3-Wildtyprezeptor trugen, in
Abhangigkeit von AML1 bzw. dessen pathologischemarnBtokationsprodukt
AML1/ETO Kolonien zu bilden (s. Abbildung 8A). Dalsteigerte sich die Koloniezahl
von AML1/ETO'- gegeniiber AMLI-Zellen um ca. 50% (47,18%). Dieser proliferative
Effekt liel3 sich moglicherweise auf die anti-apdigiche Wirkung von AML1/ETO
durch direkte Repression von P4 (62) oder durch Induktion des anti-apoptotischen
Proteins Bcl-2 (6, 53) zuriickfihren. Wurden im zemi Teilexperiment FIt3-ITD
Zellen mit AML1 transfiziert, steigerte sich die Kaiezahl im Vergleich zur Wildtyp-
Transfektion um?¥/; (33,1%), vermutlich durch den proliferationsférdernden und
Uberlebenssteigernden Einfluss der Rezeptormutai@m gleiche Zelltyp mit dem
Translokationsprodukt AML1/ETO transfiziert zeigte eine deutliche
Wachstumsrepression auf ca. 1% der KoloniezahFid@+TD*/AML1 *-Zellen (s. Abb.
8A). Zur Bestatigung dieser Wachstumsinhibition deueine zweite Versuchsreihe mit
dreimaliger Repetition angesetzt (s. Abb. 8B). AtisAML1 wurde nun der Leervektor
pcDNAg ; als Kontrolltransfektion eingesetzt. Auch in dieSersuchsreihe konnte die
zuvor aufgezeigte, induzierte WachstumsrepresssorFii-3-ITD/AML1/ETO™ Zellen

auf ca. 10% nachvollzogen werden.
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Abbildung 8A und B: Wachstumsinhibition von FIt3-ITD-positiven ZellereibKotransfektion mit

AML1/ETO. A Im ersten Teilexperiment mit dem Wildtyprezeptoigzesich im Vergleich zur
AML1-Transfektion ein Wachstumsvorteil fir AML1/ETRit einer Steigerung der Kolonieanzabhl;
in der Kombination FIt3-ITD und AML1/ETO dann Daefiing einer deutlichen Inhibition der
Koloniebildung (Einzelexperimen®} Im zweiten Experiment erneuter Vergleich zwiscl3@b-
Zellen mit Wildtyprezeptor und ITD-Mutation und éer Koloniebildung in Abhéngigkeit von
AML1/ETO und dem Leervektor pcDNA3.1 als Kontrolestatigung der Wachstumsinhibition in
AMLL/ETO/FIt3-ITD doppelt positiven Zellen (Mittelerte und StandardabweichungenAimaus
einem Experiment mit je drei TransfektionenBraus drei unabhangigen Versuchsansatzen mit je

drei Transfektionen; schwarze Balken reprasentidietiohe der Standardabweichnung).
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Dieses erste Resultat wird auch zusatzlich durchfrdestranen Versuch zur Etablierung
einer stabilen Zelllinie, die AML1/ETO und FIt3-IT@xprimiert, mangels einer

hinreichenden Proliferationsaktivitat der doppedhsfizierten Zellen bestatigt.

2.2 Hemmung des Koloniewachstums in 32D-Zellen ist

unabhdngig von der AML1-DNA-Bindungsdomane

Da im vorangegangenen Experiment eine funktioredévante Interaktion der beiden
Mutationen mit proliferationsmodulierenden Ereigeis gezeigt werden konnte, sollten
im Anschluss mdogliche Stationen dieser gegensaitigeinflussung untersucht
werden. Von der Uberlegung ausgehend, dass dasl|dkationsprodukt t(8;21) mit
AML1 einen DNA-bindungsfahigen Transkriptionsfaktaund mit ETO einen
funktionsfahigen Repressor miteinbezog, richteteh stuerst das Augenmerk auf
Veranderungen dieser transkriptionsregulierenddrnigkaiten von AML1/ETO durch
die ITD-Mutation und/oder ihrer Signalmolekile. Sollte sich, wenn solche DNA-
bindende, transkriptionsregulierende Veranderungan dem beeintrachtigten
Wachstum bei Koexistenz von AML1/ETO und FIt3-ITDetbiligt waren, die
resultierende Wachstumsrepression durch Aufhebend®A-Bindungsfahigkeit von
AML1/ETO wieder aufheben lassen. So fuhrte ich areitColony-Assays durch, in
denen 32D-Zellen mit FIt3-ITD und dann jeweils mé&m Leervektor pcDN4; in der
Kontrolle und einer Deletionsmutant\AML1/ETO, die die spezifische DNA-
Bindungsdoméne des AML1-Anteiles (Abb. 9) nicht mehthielt, transfiziert wurden.



25

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

nmpdspvdvkt qgsrltpptnp
ngapsppngf

sngpssssss sl anqql ppa
vrtlvlglvn

stltieefhs klgeatnfpl

aqyl agheq|

Il dasttspv dssellldvn
ctispgqrys

pnngl sygpn gl phpt pppp
rpngl hgtrq

eem dhrltd rewaeewkhl
el nywirrys

daedl kkggg sssshsrqqgs
kaeeavnevk

r gant el gka vseaer kahd
gedssescwn

cgrkasetcs gcntarycgs
ssvt pnsgag

spndt ppaat prsttpgtps

pppttqgapr tssftpttlt

cgarqglsklk rflttlqqgfg
rpfvipflka nlpllqgrell
engkrrtpdr tkengfdrep
ghyr | ddmai ahhyrdsyrh
dhl I nci mdm vektrrsltv
pvnpdpval d ahrefl hrpa
mtterakme rtvaeakrga

f cghkdwekh hhi cgqtl ga

tiettpr

ngt shspta
ndi spei ger
hcar | akqnp
| hsehpskrp
pshrdl rdrn
I rrcqeadre
sgyvpeei wk
aedal avi nq

gqqgdt pavs

Abbildung 9: Aminosduresequenz von AML1/ET(@nthommen aus Era et al., Genes Chromosomes

Cancer, 1995 (28)).

Entgegen der Hypothese kam es zur erneuten Remmedss Koloniewachstums dieser

Zellen. lhre Anzahl war auf 3,1% gegenuber dem Aanggwert der Kontrollprobe
verringert (s. Abb. 10). Die Wirkung von AML1/ET@ ITD-positiven Zellen verhielt
sich somit unabhéngig von der AML1/ETO-DNA-Bindudgséne. Die Abbildungen

verdeutlichen die Werte eines Einzelexperimentds +} sowie die Durchschnittswerte

dreier unabhangiger Experimente (- B -).



26

Colony-Assay -A -
300
250
200
150 -

100 -

Anzahl der Kolonien

FIt3-ITD-32-Zellen

M pcDNA3.1  mdelta-AML1/ETO

Colony-Assay -B -

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20

Anzahl der Kolonien

4

*

B pcDNA3.1 mdelta-AML1/ETO ®AML1/ETO

Abbildung 10 A und B: Unabhé&ngigkeit des inhibierten Koloniewachstums wem AML1-DNA-
Bindungsdoméane in FIt3-ITD-positiven 32D-Zelldfrgebnis der mikroskopischen Auszahlung des

Colony-Assays nach Transfektion der Zellen mit gineeervektor (pcDNA;, blaue Séaule) und
AAMLL/ETO (delta-AML1/ETO, griine Saule). Auch nachtternung der DNA-Bindungsdoméane
im AML1-Anteil von AML1/ETO weiter bestehende Wathsisrepression in AML1/ETO-FIt3-
ITD doppelt positiven Zellen.
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2.3 AML1/ETO inhibiert die Phosphorylierung von STAT5
in 32D-FIt3-ITD-Zellen

Anhand der beiden vorangegangenen Experimente Ikate Hinweis auf eine
Aufhebung oder ein Abschalten von durch die ITD-Mign initiierten
transkriptionellen Programmen durch AML1/ETO mit Hilfe seiner Repressorkapazitat
bestanden, so dass also auf diese Weise das WachstuZellen nicht entscheidend
beeinflusst worden war. Im Folgenden sollte daher mogliche Interaktion des
AML1/ETO-Proteins auf die durch die ITD-Mutatioaktivierten Sgnalkaskaden
analysiert werden. Dabei erschienen, durch die lifrigee in 2.1 und 2.2 angedeutet,
insbesondere solche Signaltransduktionswege dtgurigsweisend und geeignet fur
weitere Untersuchungen, die ausschliel3lich odaeggst durch die mutierte Form des
Rezeptors aktiviert wurden.

Wie bereits ausfihrlich unter 1.2.1 beschriebeglltstie Rekrutierung und Aktivierung
von STATS5-Signalmolekilen ein Charakteristikum it Tandemduplikationen des
FIt3-Rezeptors dar. Durch Konzentration zweier eetarer Funktionen von
cytosolisch-nukleoplasmatischer Signalweitergabé Transkriptionskontrolle auf ein
einziges Molekul stellt die STAT-Aktivierung eingichtige Relaisstation dar, die
daher als Ausgangs- und Angriffspunkt konkurrieen8ignalkaskaden pradestiniert.
Zentraler Schritt der STAT5-Aktivierung ist dessehosphorylierung durch den FIt3-
ITD-Rezeptor (s. Abschnitt 1.2.1), die erst Dimetisng, Translokation in den Nukleus
und Transkriptionsregulation ermdglicht.

Um die Auswirkungen der Koexpression von Flt3-ITBdUAML1/ETO auf der Stufe
der STATS5-Aktivierung zu untersuchen, wurden austerathiedlich transient
transfizierten 32D-ITD-Zellen Proteinlysate gewonndurch Immunpréazipitation mit
einem Anti-STAT5-Antikorper aufgereinigt und der nBuss der AML1/ETO-
Expression auf den STAT5-PhosphorylierungsstatusWestern-Blot getestet. Zur
Bestatigung des Transfektionserfolgs wurde GFPaksfiziert. Das phosphorylierte
STATS wurde mit einem spezifischen Anti-Phospho-3bAAntikdrper dedektiert. Das
Verhéltnis der oberen (phosphoryliertes STAT5) unteren Bande (Gesamt-STAT5-
Menge) in Spur 2 stellte Eich- und Bezugswert d&AB5-Phosphorylierung
ausschlief3lich unter FlIt3-ITD-Einfluss dar (s.Aldd). In Spur 1 war keine Bande zu
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sehen, da GFP eine schnellere Laufgeschwindigkeitvias als GFP-gebundenes
STATS5 und daher nicht auf der gleichen Hohe dedektiverden konnte. Dieses
Experiment verdeutlichte, dass AML1/ETO den Phosgleyungsgrad von STATS in
FIt3-ITD-positiven Zellen beeintrachtigte (Spur #4bere Bande), insbesondere
angesichts einer groReren Gesamt-STAT5-Menge (8pumtere Bande) als in den
dbrigen drei Transfektionen. Der Vergleich von Sprmit Spur 3, die den
Phosphorylierungsstatus bei Koexistenz von FIt3-libd AML1 wiederspiegelte,
zeigte die Spezifitat der Interferenz durch AMLLET Insgesamt stellte die

Transfektion in Spur 3 den natlrlichen Zustandmaht mutiertem AML1 dar.
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Abbildung 11: Spezifische Repression der STAT5-Phosphorylieruagchd AML1/ETO in FIt3-ITD
positiven ZellenWestern-Blot Analyse von Proteinlysaten nach Tiekigon von 32D-FIt3-ITD-

Zellen mit o.g. Plasmiden, Immunprézipitation mittieETAT5-Antikbrper und Dedektion mit
Anti-P(hospho)-STAT5-Antikérper (obere Banden) umdit Anti-GFP-Antikdrper (untere

Banden).
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2.4 AML1/ETO induziert ein spezifisches
Verteilungsmuster von STATS in FIt3-ITD positiven

Zellen

Mittels des vorangegegangenen Experimentes konatBekintrachtigung der STAT5-
Phosphorylierung durch AML1/ETO messbar gemachtdesr Entsprechend der
Funktion von STAT5, nach Aktivierung zu dimerisierand vom Zytoplasma in den
Nukleus Uberzutreten, um dort seine transkriptienelAufgaben wahrzunehmen,
sollten sich unterschiedliche Verteilungsmustere-nach dem Aktivierungsgrad von
STATS5 - in den Zellen nachweisen lassen. Um dieBeR&nomen auch optisch
objektivieren zu konnen, wurde das STAT5-Gen hintez Sequenz des ,Grin
Fluoreszierenden Proteins” (GFP) kloniert. Das $@nistandene Protein GFP-STAT5
konnte in blauem Fluorenszenslicht im Konfokalm#&op visualisiert werden. Es
stellten  sich  charakteristische  Verteilungsmusternteu unterschiedlichen
Transfektionsbedingungen dar (Abb. 12). Das Pietogn links oben zeigt eine
einzelne Affennierenzelle (Cos7-Zellen), welcheaalditives genetisches Material Flt3-
ITD und GFP enthielt. Das fluoreszierende Proteagefte sich Uberwiegend
cytoplasmatisch konzentriert an und Zellkern unddeae Organellen wurden
grof3tenteils ausgespart. Das Pictogramm rechts abmgt dann ein charakterisches
Detail von Cos7-Zellen, in welche Flt3-ITD und GBFATS transfiziert wurden; dabei
prasentierte sich bereits ein — auf die komplettache der Zelle bezogen -
homogeneres Verteilungsmuster. Dies korreliertedartphysiologischen Funktion, da
das STAT5-Protein als Transkriptionsfaktor in Abbi@keit von seinem prozentualen
Aktivierungsgrad durch FIt3-ITD in den Nukleus Ufpeten musste. So lie sich in

diesem Fall ein durchschnittlicher Aktivierungsgrastmuten.
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Abbildung 12: Konfokalmikroskopische Aufnahmen zur Dokumentationharakteristischer
Verteilungsmuster von fluoreszierendem GFP-STATduliert durch FIt3-ITD und AML1/ETO in
Cos7-ZellenOben links: FIt3-ITD plus GFPpben rechts: FIt3-ITD plus GFP-STAT5unten links:
FIt3-1TD plus GFP-STATS5 plus AMLI1gnten rechts: FIt3-ITD plus GFP-STATS plus AML1/ETO.

Der Grad der Aktivierung erhdhte sich interessamese deutlich durch den Einfluss
von AML1, da mehr STAT5-Molekile rekrutiert und @pboryliert wurden und dann
dimerisieren konnten. Die Erganzung der Transfektiom AML1 sollte einen

regelhaften Zustand einer Flt3-ITD-LAngenmutatiohne@® Translokation t(8;21)
imitieren. Bei Kotransfektion von AML1 mit FlIt3-ITund GFP-STATS5 wurde der
Transkriptionsfaktor als Zeichen der maximaleniyiktung beinahe vollstandig in den
Nukleus verlagert (s. Abb. 12, Pictogramm linksemtund die fluoreszierende Dichte
des GFP-STAT5-Komplexes war im Zytoplasma verminddn der vierten

Transfektion sollte dann der ungewdhnliche Zustkodstruiert werden, in dem eine
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FIt3-ITD-Langenmutation mit der Translokation t(8)2 - also AML1/ETO -
zusammentraf. Da Cos7-Zellen kein STAT5 exprimigrgarde auch hier wieder als
Substrat fur die Kinaseaktivitdt von FIt3-ITD GFFAIS5 kotransfiziert. Verglichen
mit dem vorausgegangenen Teilexperiment zeigte sicim eine weitgehende
Aufhebung der gesteigerten Aktivierung und nukledrekalisation von STATS unter
FIt3-ITD-Einfluss (s. Abb. 12, Pictogramm rechtstam), welcher sich im dritten
Teilexperiment (s. Abb. 12, Pictogramm links untanyl aus vorbekannten Daten (71)
mittels anderer Methoden dargestellt hatte. Diesgavderungen im Aktivierungsgrad
von STAT5 und dem konsekutiven Ubersetzen in dekiélis mussten in diesem Fall
auf die Koexistenz von AML1/ETO zurluckgefuhrt wemdend bestatigten damit auch
optisch die bisherigen Ergebnisse aus den Colosayss und Phospho-Westernblots.
Ein weiteres, typisches Verteilungsmuster der Coalien, welche beide AML-
typischen Mutationen gemeinsam enthielten, bestamdstark fluoreszierenden

Konglomeraten in unmittelbarer Zellkernnéhe.

2.5 AML1/ETO inhibiert dosisabhangig die DNA-Bindung
von STATS

Gemald der physiologischen Funktion von STATS5, nédivierung an STATS-

abhéangige Promotoren von Genen zur Transkriptiantsétbe zu binden, sollte
umgekehrt diese spezifische DNA-Bindung von STARSAMLI/ETO'-FlIt3-ITD"-

Zellen beeintrachtigt sein. Um diese Hypotheseertfizieren, wurden ,Electrophoretic
Mobility Shift Assays” (EMSAS) an Kernextrakten atransient transfizierten COS7-
Zellen durchgefuhrt. AnschlieRend wurde die Bindwog STAT5-Molekilen an ein
radioaktiv markiertes STAT5-consensus Oligonukbkbotiberpruft. Wenn STAT5-
Proteine an Oligonukleotide banden, durchwandedmse Komplexe das Gel im
elektrischen Feld langsamer und konnten an hohielggeen Stellen im Gel wie in
Abbildung 13 nachgewiesen werden. Nicht gebunddigoQukleotide liefen schneller
und wurden nicht abgebildet. Dieses Experimentadbigge, dass STATS an sein DNA-
Oligonukleotid gebunden hatte (Spuren 2-8). Da purSL COS7-Zellen nur mit der
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FIt3-ITD-Mutation transfiziert wurden und diese [Bel selbst kein STATS5
exprimierten, zeigte sich hier keine radioaktivetidkat. In Spur 3 erhoht sich das
Signal STAT5-gebundener Oligonukleotide durch ferta Aktivierung von STATS in
dieser Zellpopulation durch FIt3-ITD. In Spur 4 srhdie Bindung von STAT5 an das
Oligonukleotid durch die Koexpression von AML1 abetimen; dieser Effekt war aber
als nicht signifikant einzustufen. Ab Spur 5 zeigieh nicht nur eine signifikante
Reduktion der Interaktion des STAT5-Proteins mihem Oligonukleotid, sondern in
den darauf folgenden Spuren 6 bis 8, dass diesbitioh der STAT5-DNA-Bindung
von der AML1/ETO-Dosis abhangig weiter forciert @wen konnte.

FLT3-ITD ]
STATS — ]
AML1 ]
AML1-ETO - |

Abbildung 13: Electromobility shift assay (EMSA): Darstellung devL1/ETO-abhangigen Repression

der STAT5-Bindung an sein DNA-OligonukleotiGpur 1 zeigt kein Bindungssignal, da als

Negativkontrolle kein STAT5 transfiziert wurde. 3 entspricht der Positivkontrolle ohne und
Spur 3 der Positivkontrolle mit FIt3-ITD-Aktiviergsverstarkung. Ab Spur 5 titrierbare
Suppression der STAT5-DNA-Bindung durch AML1/ETO.

2.6 AML1-ETO reprimiert die Expression STAT5-
abhadngiger Zielgene auf mRNA und Proteinniveau

Unserer Modellvorstellung nach sollte die Beeirtti@ring der Phosphorylierung von
STATS5 und die damit verbundene Reduktion seiner EBIddung unter dem Einfluss

von AML1/ETO zu einer verringerten Expression deen& flhren, die von der
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transkriptionellen Aktivitat der STAT5-Bindung abigig waren. Durch CHIP- und

Reverse-Transkriptase-PCR-Analysen konnten in dértdn Zeit zahlreiche Gene
identifiziert werden, die unter der ITD-Variante sd&lt3-Rezeptors induziert oder
reprimiert werden. In der Gruppe der induziertemé&&anden sich mit Pim-1, Pim-2,
SOCS-2, SOCS-3, Cyclin D1, TCRgamma, Be¢l-¥nd CIS-1 mehrere Gene, deren
Regulationsmechanismus durch STAT5-Aktivitat uiiéB-1TD bestimmt wurde.

2.6.1 Repression von PIM-2 auf mRNA-Niveau

Pim-2 geh6rt mit Pim-1 und Pim-3 in eine Familiemwinasen (29, 95, 105). Das Pim-
2-Gen kodiert fur eine Serin/Threonin-Kinase, defeanskription durch verschiedene
hamatopoetische Cytokine reguliert wird (4, 26, 235). Dartber hinaus konnte es als
haufiger retroviraler Insertionsort in experimeh&izeugten Lymphomen identifiziert
werden (105). Die Gruppe um Bin Yan konnte 2003 -Rinals Apoptose
supprimierendes Onkogen charakterisieren (114). ddesen Grinden erschien Pim-2
exemplarisch als geeignet, die Konsequenzen der TSAhibition fir die
transkriptionelle Reglulation auf der Ebene der MRBinthese weiter zu untersuchen.
Dazu wurden 32D-Zellen, die den FIt3-Wildtyp-Rezep-It3-WT) trugen, und 32D-
Zellen mit der ITD-Mutation des Rezeptors mit AMiuhd AML1/ETO transfiziert.
Ebenso wurden alle Zellen mit GFP kotransfizienty im anschlieRenden FACS-
Sorting die positiv-transfizierten Zellen selekiemen zu kdnnen. Aus den Lysaten der
positiven sortierten Zellen wurde die mRNA isoliemdd in cDNA umgeschrieben.
Mittels Real-Time-PCR wurden Pim-2 als ,,gene o&mest” sowie als Standardisierung
ein ,house-keeping-gene”, in diesem Fall GAPDH, gssen. Da es sich hierbei um
eine semiquantitative Methode handelte, musstermittelten Probenwerte auf einen
Referenzwert bezogen werden — so geschehen bejedasitigen Zelltyp, der lediglich
mit GFP transfiziert worden war (s. Abb. 14, helli S&ulen). Das Experiment belegt
eine deutliche Reduktion der Pim-2 Expression iD-EX3-ITD-positiven Zellen, die
mit GFP und AML1/ETO transfiziert worden waren umestatigte damit, dass sich die
Interferenz von AML1/ETO in die STAT5-Phosphorylieg bis auf die
Transkriptionsebene der STAT-abhéngigen Gene akswir Alle Ubrigen
Transfektionen waren nicht signifikant moduliert.
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Abbildung 14: AML1/ETO-induzierte Pim-2 Repression auf mMRNA-Ebémé&It3-ITD-positiven Zellen.
Relative Expressionswerte aus Real-Time-PCR-Veeuchn denen isolierte mRNA von
transfizierten  32D-FIt3-WT- und 32D-FIt3-ITD-Zellenmit GFP, GFP+AML1 und

GFP+AML1/ETO amplifiziert worden sind. Die Expremsiin GFP-transfizierten Zellen wurde als

Referenz der Wert 1 zugeordnet und die tbrigen IRgswazu in Beziehung gesetzt.
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2.6.2 Repression weiterer STAT5-abhangiger Gene unter AML1/ETO

Nachdem fir das Pim-2-Gen eine offenkundige negd®ggulation unter AML1/ETO
im unter FIt3-ITD aktivierten Zustand gegenuber d&ildtypform nachgewiesen
werden konnte, wurden die Ubrigen erwahnten Gemwiesein weiteres Mal Pim-2,
mittels Real-Time PCR lediglich in den die Rezeptotation tragenden Zellen
untersucht. Die Abbildungen 15 A und B geben die@APDH-adjustierten relativen
Expressionshohen der jeweiligen Primartranskriptédew Ein unbeeinflusster
Referenzwert der jeweiligen Genexpression wird kude Transfektion mit GFP als
.Leervektor” reprasentiert. Anhand beider Graphikefi sich erneut konstatieren, dass
die Koexistenz von AML1/ETO und FIt3-ITD eine Indtion mit transkriptioneller
Repression STAT5-abhangiger Sequenzen bewirkte.digser Konstellation des
transfizierten genetischen Materials waren die Esgionsgrade der entsprechenden
STAT5-abhangigen Gene auf die Halfte bis zu eineshnfel des Referenzwertes
(GFP-Transfektion, hellblaue Saulen) reduziert. dndwurde die relative Expression
dieser Gene unter AML1 nicht reguliert. Die um dBeferenzwert pendelnden
Genexpressionsdaten in den AML1-Subgruppen warenehesten der Darstellung
einer semiquantitativen Methode geschuldet. Einenabmeposition nahm jedoch die
Probe um das SOCS-3-Gen ein, in der sich die Esjoesn Gegenwart von AML1 um
das fast vierfache steigern lie3.

Mit Hilfe dieses Experimentes war es nun in diebdellreihe zum ersten Mal
gelungen aufzuzeigen, dass sich die funktionell@®egichtigung der STAT5-Aktivitat

bis in die transkriptionelle Phase fortsetzte.
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Expression STAT5-abhéngiger Gene in FIt3-ITD positi  ven Zellen unter Einfluss
von AML1 und AML1/ETO
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Abbildung 15 (A und B): AML1/ETO reprimiert das Expressionsniveau STAT5-atdiger Gene in

FIt3-ITD positiven Zellen. Darstellung gemittelter Ergebnisse jeweils dreiarahhéngiger

Experimente und Erfassung relativer Expressionsnigsein Beziehung zum Housekeeping-Gen
GAPDH.
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2.6.3 Repression von CIS-1 auf Protein-Niveau

Der nachste Schritt, weitere Konsequenzen der Béehitigung der transkriptionellen
STAT5-Funktion durch AML1/ETO aufzuzeigen, bestarich Nachweis von
Verdnderungen auf Proteinebene der STAT5-regutier®ene. Wie unter 2.5
beschrieben gehorte auch das CIS-1 Gen in diesgp@rCIS-1 gehort in die Familie
der durch Cytokine induzierbaren, eine,Sbbmane enthaltenen Proteine und ist ein
downstream-target des bekannten JAK/STAT-Signalweges (23). Ich untdte das
Expressionsverhalten von CIS-1 in 32D-FIt3-ITD-2all unter dem Einfluss von
unterschiedlichen transfizierten Genen, darunt®iN\#&; ; als Leer- und Kontrollvektor,
AML1 und AML1/ETO. Auch diese Transfektionen enttee zusatzlich das GFP-
Plasmid, um im FACS-Sorter eine Selektion der tpodransfizierten Zellen zu
ermdoglichen. Ausschliel3lich aus diesen Zellen wardg/sate hergestellt, diese
elektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine inesi&rn-Immunoblot detektiert.
Abbildung 16 zeigt den erheblichen Rickgang der-CExpression bei Koexistenz
von FIt3-ITD und AML1/ETO, wahrend die Gesamtmenlge exprimierten Proteine in
allen drei Spuren, durch die gleiche Verteilung ddeusekeeping-Gens Aktin
angezeigt, vergleichbar hoch war. Dieser VersucHerglichte, dass die Auswirkungen
der Koexistenz von FIt3-ITDund AML1/ETO sich bis auf das schlussendliche
Proteinniveau STAT5-abhangiger Gene weiterverfoltieden, und unterstrich damit
die funktionell zentrale Stellung des STAT5-Molekiih der wachstumshemmenden
Wirkung bei Koexpression von FIt3-ITD und AML1/ETO.
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Abbildung 16: AML1/ETO-induzierte Repression der CIS-1-Expression FIt3-ITD-Zellen.
Proteinlysate von transfizierten 32D-FIt3-ITD-Zelleach oben dargestellter Transfektion mit GFP,
AML1 und AMLI1/ETO, FACS-Sorting und Dedektion im tmunoblot durch Anti-CIS-1-
Antikorper.
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3 Diskussion

Den Ausgangspunkt dieser Arbeit bildeten verdfiehte Daten Uber die Haufigkeit
von Mutationen in der akuten myeloischen LeukardiB.(In dieser Auswertung wurde
deutlich, dass die beiden haufigsten genetischdresstionen, die Translokation t(8;21)
und die ITD-LAngenmutationen des FIt3-Wachstumsfakreptors, nur in den
wenigsten Fallen gemeinsam auftreten. Dagegen war andere Translokation, die
charakteristische Aberration der akuten Promyedgukamie, t(15;17) mit dem
Genprodukt PML-RAR, deutlich haufiger mit der ITD-Mutation vergesehaftet. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigten erstmalig, welch®ochemischen und
mokekulargenetischen Mechanismen diesem Kklinisclobd&shteten verminderten
gemeinsamen Auftreten von AML1/ETO und FIt3-ITD mwgde liegen.

Dabei waren biochemisch zwei theoretische Ansatzgumpriori denkbar. Zum einen
bestand die Moglichkeit, dass die eine Mutation @A der Leukamogenese eine
~protektive® Wirkung auf die Zelle vor dem Erwerlerdanderen Mutation entfaltete.
Zum anderen konnte das reduzierte gemeinsame Vonkomeben dieser beiden
Mutationen durch eine Interferenz der intrazell@f@rSignalkaskaden hervorgerufen
werden.

Innerhalb der letzten Jahre formierte sich in deukamieforschung immer deutlicher
die Erkenntnis, dass die friher so strikten Grenzkm Zuordnungen — von
Wachstumsfaktorrezeptormutationen zu Anderungen Riliferationseigenschaften
und von Translokationen mit TranskriptionsfaktorenDifferenzierungsblockaden der
malignen Zellen — bereits viele funktionelle Ubpgangen zeigten. Dariiber hinaus
mehrten sich die Hinweise, dass wir den strukterellGedanken von linearen
Signaltransduktionswegen zugunsten einer interaktWerzahnung mit der Ausbildung
komplexer Netzwerke der unterschiedlichen Mutattassen verlassen mussten. Dies
konnte zum Beispiel fur AML1/ETO und FIt3-ITD untire Einflussnahme auf den
Wnt-Signalweg bereits gezeigt werden ((102); weitBretails s.Abschnitt 1.3). Aus
diesen Grunden untersuchte ich zunéchst die Hypetletner gegenseitig negativen
intrazellularen Interaktion von AML1/ETO und FIt3D.

Im ersten Teil der Arbeit konnte ich mittels Colodssays nachweisen, dass
AML1/ETO/FIt3-ITD-doppelt positive Zellen einen dé#aohen Wachstumsrickstand
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aufwiesen und in signifikanter Weise weniger Konibildeten. Zellen,die mit dem
Wildtyprezeptor FIt3 und AML1/ETO kotransfiziert waden waren, zeigten hingegen
eine begunstigte Wachstumsrate, deren Erklarundichégweise in der AML1/ETO
induzierten Repression von pf4 (62) oder Aktivierung von Bcl-2 (6, 53) zu finden
war und damit durch verringerte Apoptose zum leub@enen Potenzial der
Translokation t(8;21) beitrug. Dieses Experimenteetlichte dariiber hinaus, dass der
maogliche toxischen vitro Effekt von AML1/ETO hier weniger von Bedeutung war
(15). Weiterhin existierten Daten, welche die Eafishg einer einem
myeloproliferativen Syndrom &hnelnden ErkrankungcduAML1/ETO beschrieben
(30). An dieser Stelle muss ebenfalls erwéhnt werdass der mehrmalige Versuch,
eine stabile Zelllinie, welche AML1/ETO und FIt3DT exprimierte, zu etablieren,
aufgrund raschen Zellunterganges scheiterte. Sbtlze diskutieren, ob die Zellen der
dokumentierten zwei Kolonien, welche in unserem dfxpent verzeichnet worden
waren (s. Abb. 8A), schlussendlich Uberhaupt bamesfizierten Plasmide inkorporiert
hatten oder sie Uberhaupt exprimierten. Eine Uunténsng der Zellen dieser zwei
Kolonien zum Beispiel mittels Western-Immunoblot faweine wirkliche
Doppelexpression beider Plasmide in diesen Zellan aufgrund der Unmdglichkeit
der Etablierung einer stabilen Zelllinie nicht moégl Der gleiche experimentelle
Ansatz mit einer Deletionsmutante von AML1/ETO, dke DNA-Bindungsdomane
fehlte, bestétigte die Unabhangigkeit der Wachstapression von der AML1/ETO-
Funktion als Transkriptionsfaktor. Dieser Unabh@kgitsnachweis von der
transkriptionellen Fahigkeit implizierte zugleichine andersartige, physikalische
Interaktion von AML1/ETO mit der Wirkung von FIt3-D (siehe weiter unten).

Wie bereits veroffentlichte Daten zeigten, bestaiml wesentlicher Unterschied der
intrazellularen Signaltransduktion in Zellen derDFLAngenmutation innerhalb des
Flt3-Rezeptorgenes im Vergleich zu Zellen, die &®itdtyprezeptor trugen, in der
deutlich gesteigerten Aktivierung von STAT5S durdioBphorylierung ((19, 71); s. auch
Abschnitt 1.2.1). In Zusammenschau mit den Ergaemsaus den Colony-Assays
musste dieser differentiellen STAT5-Aktivierung entITD-Einfluss eine zentrale
Regulationsstellung und damit verbunden eine Iktemasposition mit erheblichen

Konsequenzen eingeraumt werden (70, 71). In Westemmunoblotanalysen mit einem
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Antikorper, der die phosphorylierten Tyrosinrestd&kaante, war es gelungen, mit
STATS ein zentrales Molekll des Flt3-ITD-Signalsdoktionsweges zu identifizieren,
dessen Aktivierungsgrad und damit die zu vermittelproliferative Wirkung durch die
Beeintrachtigung seines Phosphorylierungsstatuser utinfluss der AML1/ETO-
Translokation reduziert wurde (siehe Abschnitt 28p. 12, Spur 4). Auch konnte
durch den Vergleich mit der Kotransfektion FIt3-/AML1dieses Ergebnis als ein
spezifisch durch AML1/ETO ausgelostes Phanomen edtelit werden. Nachdem
transkriptionelle Regelmechanismen nach den vogarggenen Ergebnissen in den
Colony Assays, welche die Unabhangigkeit der Warhstepression von der DNA-
Bindung mittels der AML1/ETO-Deletionsmutante dastgdlt hatten, unwahrscheinlich
waren, stellte sich an diesem Punkt die Frage ndeh Moglichkeiten der
Beeinflussung der Phosphorylierung. Eine physikbksinteraktion von AML1/ETO
mit STATS ware hierbei auf einem direkten und einadirekten biochemischen Wege
maoglich gewesen. Die Literatur beschrieb bereitsbbehtete direkte physikalische
Interaktionen von AML1/ETO mit c/EBPa (11, 32, 8Bje durch die Colony-Assays
aufgezeigte Selektivitat der Wachstumsinhibition AML1/ETO — im Gegensatz zu
AML1 — musste die Uberlegung auch auf den transitem ETO-Anteil des
Translokationsproduktes  lenken. Dabei war an neuendudgs- und
Interaktionsmoglichkeiten durch ETO selbst, die dmohg der Konformation von
AML1 durch ETO oder das Fusionsprodukt als solcheslenken. Auf dem indirekten
Wege hatte es sicherlich mehrere Optionen gegelen,Ende einen reduzierten
Tyrosin-Phosphorylierungsstatus von STATS zu eh@ic Angesichts der multipel im
Cytoplasma vorhandenen Phosphatasen, Kinasen undedeymatisch aktiven FIt3-
Rezeptor selbst, waren koenzyméhnliche oder atisstee Regulationsmechanismen
dieser Biokatalysatoren durch AML1/ETO denkbar.dRi&inasen schlossen nicht nur
die Tyrosin- sondern auch die Serinkinasen mit €i@m, 1997 Chung et al. hatten
beweisen kdnnen, dass die Tyrosinphosphorylierunmg STAT-Proteinen durch eine
negative Beeintrachtigung der Serinphosphorylieruadhindert werden konnte (21).
Diese Vielzahl von Optionen wurde ebenfalls durdfOEund die damit verbundenen
Rekrutierungsmoglichkeiten weiterer Faktoren wia3Siund NcoR und intrazellularer
Katalysatoren erganzt.
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Zur Austestung einer direkten Interaktion wurderhmeals Co-Immunpréazipitationen
(Co-IP) zwischen AML1/ETO und STAT5 und anschliekenwWesternblotanalysen
durchgefuhrt, die jedoch aufgrund von verfahrersieschen Problemen keine
richtungsweisenden Ergebnisse lieferten. Zur Bédurtg indirekter Interaktionen
waren alternative Experimente wie Phosphatase-Assager Co-IPs zwischen
AML1/ETO und den erwdhnten Kinasen und Phosphatasemrwagen. Ziel der Co-IPs
sollte die Identifikation von méglichen Bindungsimern von AML1/ETO sein, die in
der Folge den geminderten STAT5-Phosphorylieruagisst bewirkten. Ein
Phosphatase-Assay wird eine Antwort auf die Fraaeeqg, ob es sich bei dem Resultat
einer verminderten Aktivierung von STATS um eineldktion von Phosphatasen oder
um eine reduzierte Kinaseleistung handelte.

Interessanterweise fanden Matsuno et al. in eiheindren Studie an AML MO-
Patienten heraus, dass inaktivierende Mutatione®ii1-Gen die Empfanglichkeit
zum Erwerb einer sekundaren Flt3-Mutation erhot@8). (Jedoch konnten bei diesen
Patienten lediglich Falle von Punktmutationen mirfeshift aber nicht ein Fall einer
Beteiligung von AML1 im Sinne einer Translokatidi8;21) beschrieben werden. So
liel3 sich fur AML1/ETO in Zusammenschau mit dervitro-Ergebnissen der Colony-
Assays durch den oben geschilderten Mechanismus desminderten
Phosphorylierungsstatus von STATS eine hinsichtlidr Leukdmogenese sogar
protektive Funktion postulieren, die das sekundéuk&éimogene Potential einer
inaktivierenden AML1-Mutation Gberkompensierte. Degrstens erhohte AML1/ETO
offenbar nicht das Risiko eines sekundaren Erwenter Flt3-Langenmutation — trotz
bekanntermal3en inaktivierter AML1-Funktion. Und #emes zeigte sich aufgrund der
messbaren Wachstumsinhibition von AML1/ETO-FIt3-ITddppelt positiven Zellen,
dass der positive Wachstumsvorteil einer alleinigdt8-1TD-Mutation durch die
negative Beeinflussung ihres down-stream-Signattaktionsweges nicht nur
aufgehoben sondern sogar umgekehrt wurde.

In den sich anschlieBenden Experimenten wurderudigionellen Konsequenzen der
reduzierten STAT5-Aktivierung untersucht. Die PhHusylierung der STAT-Proteine
ist die Grundvoraussetzung fiir deren Dimerisierund Ubertritt in den Nucleus, wo
sie ihre transkriptionelle Aktivitat entfalten kdm In Lokalisationsexperimenten

mittels Konfokalmikroskopie, in denen das intrazkiie Lokalisationsverhalten von
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STATS unter Koexpression von Flt3-ITD, AML1 und AMIETO untersucht wurde,
konnte ich erste morphologische Hinweise fur einestBtigung der verringerten
STAT5-Aktivierung dokumentieren. Wahrend sich unferwesenheit von FIt3-ITD
und AML1 der relativ gro3ere Teil von fluoresziedem, GFP-markiertem STAT5
intranuklear befand, zeigte sich in Kombination ANL1/ETO anstatt AML1 eine
extranukledre oder cytoplasmatische Konglomerathdgd von STAT5-Molekilen.
Diese jeweiligen morphologischen Eigenarten baieh keineswegs ubiquitar, jedoch
zumindest im Vergleich mit den jeweils Ubrigen Tsfaktionen als charakteristisch
unterschiedlich dar, so dass hier auch bei gerinQerantitidtsunterschieden die
gualitativen Charakteristika als richtungsweiseBeéunde angesehen werden konnten.
Hinsichtlich der beobachteten Konglomerate um darkl&us bei Koexistenz der
Mutationen und GFP-STAT5 konnte auch hier erneatliage einer physikalischen
Interaktion von GFP-STAT5 und AML1/ETO aufgeworfererden. In einem weiteren
Experimenttyp konnte diese verminderte nukledre BBiAdung von STATS unter
AML1/ETO-Einfluss im Electrophoretic Mobility ShiftAssay bestétigt werden.
Interessanterweise liel3 sich dieser Effekt durah eingesetzte AML1/ETO-Menge
titrieren; es bestand somit ein klares Dosis-Widaprinzip, das die Vorstellung einer
madglichen physikalischen Interaktion mir STAT5 weeituntermauerte. Die ebenfalls
unter AML1 scheinbar reduzierte DNA-Bindung von SIPA war angesichts der
Genauigkeit der Methode als noch nicht signifikant bezeichnen. Eine wirkliche
Einflussnahme von AML1, die nach Hinzuziehen degdbnisse aus den restlichen
Experimenten eher unwahrscheinlich war, konntetdemen Versuch mit Titration der

AML1-Mengen ausgeschlossen werden.

Der dritte Teil der Arbeit beschéftigte sich mindaolekulargenetischen Auswirkungen
der nachgewiesenen Interferenz von AML1/ETO aufSiI&T5-vermittelte FIt3-1TD-

Funktion, welche zu den funktionellen Resultategredienter Proliferationsraten bis
zur Wachstumsinhibition fuhrten. Die Ergebnissesédg Teils belegten die alterierte,
STAT5-abhangige, genetische Regulation. Dabeiatehsich zunéchst das Augenmerk
auf die unmittelbare transkriptionelle Wirkung v&TATS unter den beschriebenen
molekularen Beeinflussungen. Mit Hilfe der RT-PCRurden bekannte, von der

transkriptionellen Aktivitdt von STATS5 abhéngige rigehinsichtlich ihrer Expression in



44

32D-FIt3-ITD positiven Zellen in Reaktion auf AMuind AML1/ETO untersucht. Als
erstes wurde exemplarisch die Expression des Apepsoipprimierenden Onkogens
Pim-2 analysiert. Wahrend sich in Zellen mit derldiprezeptorvariante keine
regulativen Veranderungen zeigen lielen — am aheksteerst gar keine hohergradige
STAT5-Rekrutierung erfolgte —, konnten nach Expamessler FIt3-ITD-Variante die
Folgen der STATS5-Inhibition auf transkriptionelldébene weiter nachvollzogen
werden. Die Pim-2-Expression wurde unter dem Essfluon AML1/ETO auf 30% der
Referenzaktivitat reduziert. Im Weiteren wurden Kman sieben weiterer STAT5-
abhéangiger Gene in Flt3-ITD-Zellen durchgefihrtalten Féllen wurde eine deutlich
verminderte Expression gemessen, die zwischen eidenmtel und der Halfte der
Grundaktivitdt betrug. Interessanterweise fandexm sinter den STAT5-abhangigen
Genen vor allem solche, welche regulatorische Karepten im Zellzyklus (z. B.
Cyclin D1), der Verhinderung der Apoptoseaktivigguz. B. Bcl-X, Pim-2) und der
Proliferation von Zellen darstellten. Da deren Eegsion unter AML1/ETO deutlich
supprimiert wurde, fand sich hier ein plausibler sAtz zur Erklarung des
Wachstumsrickstandes AML1/ETO-FIt3-ITD doppelt posr Zellen im Colony-
Assay und bot damit auch eine logische GrundlageDawutung der klinischen Daten
um Schnittger et al., die nur Einzelfalle doppeaisiiver Leukamien beschrieben. An
dieser Stelle ware sicherlich die Kenntnis weitdbetails interessant gewesen, zum
Beispiel ob diese Leukamien mit geringer oder gaindr Leukozytose einher gingen
oder auch ob sie Uber diese sich neutralisierendpp&mutation hinaus weitere
genetische Aberrationen aufwiesen, welche die Lewkgenese wieder vorantrieben.
Die Konsequenz herunterregulierter STAT5-abhang@ene unter AML1/ETO liel3
sich auf der Stufe des synthetisierten Proteinshv@iziehen. Dabei waren
insbesondere die durch die RT-PCR-Analysen untbtesnc Gene von besonderer
Bedeutung, um zu priufen, ob eine verminderte Matege transkribierten mRNA auch
in einer verminderten Bildung des entsprechendetels resultierte oder die Zellen
versuchten, durch gesteigerte translationelle Maish@en der mRNA die eigentliche
Proteinmenge beizubehalten. Eine Bestéatigung, diesserringerte Transkription des
jeweiligen Gens auch zu einer quantitativen Reduaktier Proteinmenge fuhrte, gelang
im Falle des CIS-1-Proteins mittels Western-Bloalise, wobei die Blots aus

apparativ-technischen Grinden nur sehr schwierzgfartigen waren. Moglicherweise



45

hing dies mit der letztlich nur sehr geringen Azdwohl positiv transfizierter und die
Elektroporation Uberlebender Zellen zusammen, veelevor durch FACS-Sorting
selektiert worden waren. Dariber hinaus mussterh naansfektion bis zur Lyse
langere Inkubationszeiten gewahlt werden, um witklieine Umstellung des
transkriptionellen und translationellen Regelunggpammes unter AML1/ETO und
FIt3-ITD nachweisen zu kdnnen. So liel? sich dienwwederte Bandenbreite der CIS-1-
Fraktion unter AML1-Kotransfektion als Folge vermieim Zellunterganges nach
Elektroporation erklaren. Spater vorgenommene $atdrungsreihen mit diesem Anti-
CIS-1-Antikorper zeigten zudem eine nur maRige Kiperbindungsfunktion. Auch
verglichen mit den Resultaten der RT-PCR der CIS8RINA-Level ware eine
signifikant verminderte Proteinkonzentration unfdviL1 inkongruent gewesen. Ein
weiterer theoretischer Ansatz fir eine Erklarungaér sich aus den Daten von
Matsumoto, der eine Induktion von CIS durch STAEsdhrieb, was jedoch zu einer
verstarkten Inaktivierung von STATS5 und damit zuickwirkenden reduzierten
Aktivierung von CIS fuhrte (67). In jedem Falle sifikant war die deutliche
Verminderung des CIS-1-Proteingehaltes in Kotradigiea mit AML1/ETO bei
verglichen aquivalenter Aktinmenge.

Zur Bestatigung, dass solche regulativen Vorgangeh &Ur die Gbrigen STATS-
abhéangigen Gene galten, wurden auch Versuche vomsteWiblotanalysen mit
Antikdrpern gegen Pim-2, SOCS-3 und Bgl->Xunternommen. Aus technischen
Grinden konnten hier trotz mehrmaliger Versuchdansg keine verwertbaren Daten
erhoben werden. Bezlglich des Pim-2-Proteins laldeam ehesten unspezifische
Bindungen von Antigenen mit dem von uns verwenddétetikorper die Grundlage der
technischen Schwierigkeiten. Es fanden sich jedweendffentlichte Daten Uber
aquivalent korrelierende mRNA-Level mit der Bandaiie im Westernblot von der
Gruppe der Pim-2-Beschreiber um Bin Yan (114), sssdauch hier nach den
Ergebnissen aus den PCR-Versuchen mit Pim-2-mRNoA &ongruente Verlaufe im

Westernblot zu erwarten gewesen waren.

2005 veroffentlichte die Munchner Leukdmie-Forsamgruppe um Prof. Hiddemann
kontréare Ergebnisse zu AML1/ETO-FIt3-ITD doppelsfitven Zellen. Sie zeigten eine
synergistische Wirkung in der Leukdmogenese beB%ader Falle (88).n vitro hatten
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diese Zellen einen 6,5-fachen Wachstumsvorteil, A\@L1/ETO-Monotransfektion
zeigte das erwartete myeloproliferative Syndrom,hned die FIt3-ITD einfach
transfizierten Zellen — im Kontrast zu den KellytBa (s.0., (50)) — keinen
Wachstumsvorteil boten. In der Doppeltransfektionpge war im Gegensatz zu
unseren Ergebnissen die Proliferationsaktivitat icglermallen von der DNA-
Bindungsdoméane von AML1/ETO und der ITD-Kinasekag@dzabhéngig. Zudem
bestand kein Anhalt einer Interferenz beider Motagn. Diese doppelt transfizierten
Zellen wurden in Mause in ein vivo-Modell Uberfuhrt. Es bildeten sich nach ca. neun
Monaten Latenz allesamt akute, jedoch immunphéamatiipzu fast gleichen Anteilen,
myeloische, lymphatische und biphanotypische Leu&&naus. Auch Yuan et al.
beschrieben eine myeloische und eine lymphatiscleekdmie-Entwicklung bei
AMLI1/ETO positiven Mausen nach Behandlung mit Nstiarea (118).

Drei Grunde liel3en sich fur diese entgegengesefésultate im Vergleich zu unseren
Daten bei Verwendung der gleichen Mutationen nenkestens erfolgte in der Arbeit
von Schessl die Transfektion mittels Retrovirem, sleh eine**’Cs y-Bestrahlung mit
40 Gy anschloss. Zweitens bestand eine lange Lalt@se zwischen Transplantation
und klinischer Auspragung der Leukdmien. Beide Reifiargen nach Instabilisierung
des Genoms durch die genannten Mal3nhahmen das hsike, Rveitere leukamogene
Aberrationen zu erwerben. Drittens, und dies wandehtigste Aspekt, wurden Zellen
unterschiedlicher Reifungsstufen und Differenziggmadglichkeiten verwendet, im
speziellen eine myeloisch vordifferenzierte Zeidin (32-D) und primare,
hamatopoetische Progenitorzellen mit gro3erer pitenz.

In diesem Zusammenhang schien der genetische Backgjeiner Zelle, gleichzusetzen
mit dem aktivierten genetischen Programm, zum Zeip des Erwerbs von
leukamogenen Aberrationen von entscheidener Bedguwtu sein. Dies bestatigten fur
die FIt3-ITD-Mutation und der Induktion eines maglen myeloproliferativen
Syndroms die Arbeiten von Kelly und Ono (50, 8l)zBgen auf AML1/ETO
dokumentierten zahlreiche Arbeiten ein breites phgnsches Spektrum dieser
Mutation, welches bei einem myeloischen Differenmmgsblock begann (11, 17, 32,
82) und sich Uber letale Verlauie vivo durch vollstdndige Aplasie des blutbildenen
Knochenmarkes bis hin zur normalen Hamatopoesezunden myeloproliferativen

Syndromen erstreckte (43, 118). Untermauert wurgeWlichtigkeit des jeweiligen
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genetischen Hintergrundes in einer aktuellen Arkiegér die JAK2-Mutation (JAK2-

V617F) bei den myeloproliferativen Erkrankungenetkonnten Wernig und Gilliland
von der Mayo-Klinik an unterschiedlichen Mausstamneeigen, dass die immer
gleiche eingesetzte JAK2-Mutation zu unterschiédiic Phanotypen eines
myeloproliferativen Syndroms im Sinne der bekann@ualitaten (PV, IMF, ET)

fuhren konnte (111).

So lasst sich restimierend sagen, dass in dieseitAntstmalig Daten erhoben werden
konnten, die eine plausible Erklarungsgrundlageliérklinische Gegebenheit eines nur
sehr geringen Aufkommens von AML1/ETO-FIt3-ITD deftppositiven Leukamien
liefern. Mit der Entdeckung eines zunehmend dephasgierten STAT5-Status in
artifiziell geschaffenen myeloischen Zellen — alsiger beider Mutationen — stellt
STATS einen weiteren Vernetzungsbaustein zweieelgdndifferenter, intrazellularer
Mechanismen dar. Die Ergebnisse heben auch — gemess dem erheblichen
Wachstumsrickstand bei Doppelmutation — die Robe BSTATS5 als elementarer
Konduktor des Uberlebenssignals Flt3-ITD positi833D-Zellen hervor. Es konnte
nachgewiesen werden, dass sich die unmittelbarenséfuenzen der STATS-
Dephosphorylierung von einem geringeren Ubersetzelen Nukleus, das auch optisch
dargestellt werden konnte, und einer geringererdiig an die entsprechende DNA-
Promotorsequenz Uber eine reduzierte transkripteAdtivitat bis zur entsprechenden
Verminderung der Expression abhangiger, die Praliien fordernder Gene erstrecken.
Dieses Phanomen wird hochwahrscheinlich durch eingmysikalischen
Interaktionsmechanismus von AML1/ETO initiiert. Bukunft offenbart sich nach
konkreter Aufklarung dieses biophysikalischen Vomges, in Anlehnung an die
AML1/ETO-Funktion in diesem Szenario mit STAT5, d@ption auf einen neuen
medikamentdsen Angriffspunkt in FIt3-ITD positiveaukamien. Dartiber hinaus zeigt
die Interpretation der Experimente, dass, obwohlLAMTO und Flt3-ITD fir sich
genommen jeweils anti-apoptotische Zellprogramnigalisieren, deren gleichzeitige
Prasenz antiproliferative Mechanismen in Gang lbribge nach den oben dargestellten
Experimenten hierfur ursachliche Repression Zellsegulierender Proteine und die
Hemmung anti-apoptotischer Mechanismen zeigt erndigt Komplexizitat der

intrazellularen Aussteuerung der Apoptose. Die geraufdeckung der hierarchischen
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Gliederung dieses komplexen Netzwerkes von jewailignduktoren und Repressoren
der Apoptose beinhaltet nicht nur akademische gonder allem noch ungeahnte
therapeutische Moglichkeiten. Dartber hinaus dedietinterpretation der erhobenen
Daten in Abgleich mit dem gegenwartigen Stand deeratur darauf hin, dass die
Beachtung des genetischen Hintergrundes, in das Metationen -+n vitro wie in vivo

— eingebettet werden, ebenso wie die Reihenfolger iEntstehung ein elementarer

Bestandteil bei der zukiinftigen Planung und DeuttotgExperimenten sein sollte.



49

4 Material und Methoden

4.1 Plasmide

AML1-ETO wurde mit freundlicher Genehmigung von S. Hiebeévianderbilt
University, Nashville, TN zur Verfugung gestellSAML1-ETO wurde durch C.
Muller-Tidow kloniert und war in unserem Labor variden. Die Gensequenzen
wurden in pcDNA ;-Vektoren von invitrogen®, Groningen, kloniert uadthalten als
Selektionsmechanismus Antibiotikaresistenzen gdgemi®mpicillin und Neomycin
(Amp./Neo). In den gleichen Grundvektor mit Amp.GNResistenz wurden die
genetischen Sequenzen von AML1 und GFP-STATS imdgsowie von GFP, das
kommerziell von Clontech®, Palo Alto, USA, erworberwurde. Als
Transduktionsvektor fur STAT5 wurde pxM mit Resmtegegeniber Ampicillin
ausgewahlt. Die Gene des WachstumfaktorrezepttBsakirden in Wildtypform (FIt3-
WT, als Restriktionsenzyme wurden BamH1 und Pstkweedet) und mit
Langenmutation (FIt3-ITD, Restriktionsenzyme XhodduSpel) im palL-Vektor mit
freundlicher Genehmigung von Masao Mizuki zur Vetfiig gestellt.

4.2 Kulturmedien und Puffer

Angaben nachfolgend geméf den standartisiertenrratomben:
DMEM
Von Gibco BRL.

Iscove's Modifiziertes Dulbecco’s Medium (IMDM)
(Life technologies, Grand Island, NY), STEMPro 2,8%thylcellulose/ IMDM (Gibco
BRL).

Fetales Kélber Serum (FCS)
Bei 56 °C fir 30 min. hitzeinaktiviert.
Von Biochrom AG, Berlin.
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G418 (Neomycin)
Fur Selektion von transfizierten Zellen dem Medigogegeben. Pulver zu 5 g von
Calbiochem mit 100 ml ddi® vermischt und zu 5 ml Aliquots (50 mg/ml) bei0-Z

eingefroren.

Lyse Puffer
50mM Hepes, pH 7,4, 10% Glycerol, 150mM NaCl, 1%toh-X100, 1mM EGTA,

1mM EDTA, 5QuM ZnCl, 25mM NaF

Vor Lysieren der Zellen hinzuzugeben: Complete éxs¢ Inhibitor [1.000x CPI wird
hergestellt aus: 50mg/ml STI (Soja-Trypsininhibjtdr2,5mg/ml Leupeptin, 12,5mg/mi
Aprotinin, 1ImM Na\LO, (Phosphataseinhibitor)uM Pepstatin, 1mM PMSF].

Penicillin/Streptomycin
Konzentration: 10.000 U/10 mg/ml.

RPMI 1640 Medium
Hinzugefugt wurden zuséatzlich: FCS(Gibco BRL), Li@min (Gibco BRL), 20mM
HEPES (Biochrom), Natriumpyruvat 100mM (Biochroamd WEHI (s.u.).

Special Blotto Buffer
Bestehend aus: 0,075M NaCl, 0,01M Tris-Hydrochlodid % Tween u. 0,013M EDTA
in 11 Aqua dest. gelést und dann mit HCI auf pH,4 eingestellt.

Spezialblockierungspuffer fur Anti-Phosphotyrosiloi

Rinderserumalbumin (1%), Special Blotto Buffer (giad Huhnereialbumin (2%).

Standardblockierungspuffer
Bestehend aus: 5% Magermilchpulver in PBS/Twe€elf4),

Stripping Puffer
pH = 8,0, 62,5mM Tris SDS (2%) und 0,1bAMercaptoethanol sowie .

Von PAA Laboratories GmbH, aus Linz, Osterreich.
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Transferpuffer

Besthend aus: 192mM Glycin, 25mM Tris Base und 20mMéthanol sowie BD.

EHI

Aus Zelluberstand der IL-3 produzierenden WEHI 3&Hihie. Zur Kultivierung der

Zelllinie IMDM Medium mit

FCS, Penicillin/Strépmycin - und [3-

Mercaptoethanol (2,5*ItM) versetzt. Zellen bei 400 G abzentrifugiert, Uttend

steril filtriert und bei 4 °C gelagert.

4.3 Chemikalien

Agarose Ultra Pure von
Agarose Sea Plagque GTG von
Blasticidin von

DMSO von

DTT von

ECL von

EDTA von

EGTA von

Ethanol von

Gene clean Kit von

Glycin von

G418: Neomycin von

HEPES von

Huhnereialbumin von
Lauryl-Sulfat von

L-Glutamin von

Luria Broth Base von
Magnesiumchlorid-Hexahydrat von
-Mercaptoethanol von

Mini/Midiprep Kit von

Gibco Life Technologieajtiersburg
Biozym
Invitrogen life technologies
Sigma, St.Louis, USA
Sigma, St.Louis, USA
Amersham Life Science, Braunschweig
Sigma, St.Louis, USA
Sigma, St.Louis, USA
Sigma, St.Louis, USA
Bio 101
Merck KgaA, Darmstadt
Calbiochem, La Jolla, CA, USA
Biochrom
Sigma, St.Louis, USA
Sigma, St.Louis, USA
Bio Whittaker Europe, VerviersglBien
Gibco Life Technologies jtGarsburg
Merck KgaA, Daraait
Sigma, St.Louis, USA

Qiagen
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MMLV-RT 5x Reaction Buffer von Promega, MadisorGA
MMLV-RT 200 von Promega, Madison, USA
Natriumchlorid von Reide-de-Haen
Natriumhydrogencarbonat von Merck KgaA, Darmstadt
Oligo-d(T)-Primer von Gibco BRL, Gaithersburg, S
PBS Dulbecco’s von Gibco BRL, Gaithersburg, USA
PMSF von Sigma, St.Louis, USA
Rinderserum Albumin von Sigma, St.Louis, USA

RNase OUT Ribonuklease Inhibitor von  Invitrogee liéchnologies

SuperFect-Reagenz Quiagen

TagMan PCR Mastermix von PE Applied BiosystemsAUS
TagMan Sonden und Primer von PE Applied BiosystdusA

Tris von Sigma, St.Louis, USA
Trizma-Hydrochlorid von Sigma, St.Louis, USA

Trizol Reagent, ultra pur von Gibco Life Techrmis, Gaithersburg
Universal PCR Master Mix von PE Applied BiosystetdSA
Quicklyser QLY-200 von Sysmex

Weitere Chemikalien speziell bei den Versuchsbesisingen genannt.

4.4 Verbrauchsmaterial

96-well reaction plateMicro Amp Optical, PE Applied Biosystems; Rohroh&reiner;

TC, 35x10 mm, und_Petrischaleti45x20 mm, beides Greiner Labortechnik; sterile
Einwegspritzen 2, 5 und 10ml, Amefa; 6-, 12-, 24- und 96-welatgl Nunclori*
Surface, NUNC Brand Products; Elektroporationsdevet4mm Weite und 80l
Volumen; Eppendorf, Hamburg; Einmal-Kan[il2x20 mm, Ehrhardt S6hne GmbH;

Micorcentrifuge Tube RNAse free, Costar; _Ready GelsPolyacrylamide

Electrophoresis, Bio Rad., Optische Capt Applied Biosystems; Kulturflaschen:

Nunclorm™ Surface 50 ml, NUNC Brand Products. Weitere Mat@m werden bei den

Versuchsbeschreibungen aufgefihrt.
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4.5 Gerate

ABI Prism 7700 Sequence Detector, PE BiosystemsteF&ity, USA
Biodancer, New Brunswick Scientific, USA; Vortexanke&Kunkel, IKA Labortechnik
Blockthermostat BT200, Kleinfeld, Labortechnik
FACS Calibur, Becton Dickinson, San Jose, USA; Pa@gfRamm: Cell Quest
Heater, RCT basic, Janke und Kunkel, IKA Labortéichn
Heidolph Rotator, REAX2
Macintosh Power 4400
Mastercycler Gradient, Eppendorf, Hamburg
Microbeta 1450 Scinilationszahler; Heat Sealervdsier-Inotech 1295-012, Wallac
Microcellcounter F-300, Auto Dilutor AD-260, SysméXeutschland
Mikroskope: Olympus IMT-2 (Zahlkammer: Neubauer noyed), LSM Pascal Zeiss
pH-Meter MP225, Mettler-Toledo AG, Schwerzenbaathieiz
Primer Express Software, PE Biosystems, Foster, OBA
Spectrophotometer UV-1202, Shimadzu
Sterile Werkbank: Inkubationsschrank Cytoperm,Hese®epatech, Deutschland
TransBlot Semi-DryTransfer Cell; Ready Gel Cellgddi. Pulser; GelDoc1000, Bio Rad
Vacu Gene Pump, Pharmacia LKB
Zentrifugen: Cryofuge M7000, Heraeus, Sepatech @dpan
Kihlzentrifuge 5417R, Eppendorf, Hamburg
Sorvall MC 12V, Du Pont
Sorvall Super T21, Kihlzentrifuge

Weitere Gerate warden unter den einzelnen Verseskbbeibungen deklariert.

4.6 Zelllinien und Transfektionen

Grundlage der Versuche war die Zelllinie mit dez&ehnung 32Dcl3. Sie stellt eine
murine, myeloisch-vordifferenzierte Progenitor-Aeie dar, die den Wachstumsfaktor
IL-3 zum Uberleben benétigt. Sie sind jedoch nici das Vorhandensein
extrazellularer Matrix gebunden und ihre Kultiviegukann daher auch in flussigen
Medien vorgenommen werden. Optimale Bedingungemlter sie in dem Medium

RPMI 1640, das in unserem Labor dazu verwendet eyurdowie unter
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Inkubatorbedingungen bei 37°C und 5%-igem,@@teil an der Luft. Als notwendige
IL-3-Quelle wurde WEHI 10% verwendet. Dies ist den ebenfalls eingesetzten 32D-
ITD-Zellen entbehrlich, sie wachsen wachstumsfakiabhéngig. Zusatzlich werden
Na-Pyruvat, 10%-iges FCS und ein kalkuliertes Antikagemisch aus Streptomycin
und Penicillin zum Erhalt bakterienfreier Kultureppliziert. Unter IL-3 reifen die
Zellen nicht aus, proliferieren jedoch. IL-3-Entziigprt zum Stagnieren des Zellzyklus,
anhaltender Entzug zum Tod der Zellen. Granulozgfmrifische Wachstumsfaktoren
sind in der Lage eine Ausreifung in Granulozytenzbstellen. Die Affennieren-
Zelllinie COS7 wurde in DMEM Medium ebenfalls mi0% FCS, 1% L-Glutamin
sowie mit Antibiotika (Penicillin 200 1U/ml und Stptomycin 10 pug/ml) bei 37°C und
5% CQ kultiviert.

Die 32D- und die 32D-ITD-Zelllinien wurden durchiektroporation mit je 20ug
Gesamt-Plasmidmenge DNA bei 280V und 975uF traesfizDie COS7-Zellen
wurden mit Hilfe des SuperFect®-Reagenz (Qiagen®P0u g Gesamt-Plasmidmenge
DNA transfiziert.

4.7 Colony-Assay

32D-ITD Zellen wurden transient mit einer GesamtARlasmidmenge von 20ug der
Expressionsvektoren fur pcDNA AML1, AML1-ETO und AAML1-ETO per
Elektroporation transfiziert. Um das klonale Wadnstzu untersuchen, wurden je
1x1@ Zellen am Tag nach der Transfektion pro 35mm-Zitilkschale in 1ml eines
Kulturmixes ausgesiedelt. Dieser Mix bestand ausogbve modified Dulbecco
medium® (IMDM, Gibco®) mit 1%iger Methylcellulose20%iges FCS und als
Selektionssubstanz G418 (Neomycin) mit einer Endkatration von 0,6 mg/ml.
Anschlie3end die erfolgte die Inkubation Uber 7 &dwgpi 37°C und 5% CO Die
Kolonien wurden dann unter dem Lichtmikroskop ausfj. Einer Kolonie
entsprachen >50 Zellen. Jeder Ansatz wurde dreifangesetzt aus den drei
unabhangigen Experimenten wurden die Mittelweri Standardfehler berechnet.
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4.8 Anti-Phospho-STAT5 Western-Blot

Die Protein-Lysate wurden aus 32D-ITD-Zellen gewamn die zuvor per
Elektroporation mit GFP, GFP-STAT5, AML1 und AMLIFD in unterschiedlichen
Kombinationen transfiziert worden waren (siehe Alstt Ergebnisse 2.3). Jedes
Sample wurde jeweils einer praelektrophoretischenmdinprazipitation mit Anti-
STAT5b-Antikdrper (Upstate®) und mit dem ebenfallam Hasen stammenden aber
unspezifischen 1gG-Antikorper (Santa Cruz®) als Kolhe unterzogen. Protein A/G
Agarose Beads (Santa Cruz Biotechnology®) bandemi@anAg-Ak-Komplexe und
lieRRen sich so nach Zentrifugation weiter sele&tifarbeiten.

Nach Erhitzen und damit thermischer Denaturierungden die Eiweil3e in einem
Polyacrylamid-Gradientengel (4-15% Tris-HCL) eleitnoretisch aufgetrennt. Die
Elektrophorese wurde fur 20 Min. bei 80 Volt undr 80 Min. bei 100 Volt
durchgefuhrt. Anschlieend wurden die aufgetrenrReateine in einem ,feuchten
Transfer* auf eine Nitrocellulose-Membran gebloti@te STAT5-Proteine wurden nun
mit der ersten Antikdrperkombination aus dem muringnti-Phospho-STAT5a/b-
Antikorper (Upstate®) und IgG-Meerettich-Peroxidagkoppelten sekundaren Goat-
Anti-Mouse-Antikorper (Jackson ImmunoResearch®) auiem RoOntgenfilm nach
Reaktion mit dem Luminol®-Reagenz (Santa Cruz Riot®logy®) sichtbar gemacht.
Nach chemischer Loslosung der gebundenen Antikonpidels einer Mischung aus
Tris-Puffer (Lmol/l, pH=8,0), doppelt destilliertevilasser, Natriumdodecylsulfat (SDS,
10%) und R-Mercaptoethanol wurde die zweite Anpledkombination aus dem
murinen Anti-GFP (Green Fluorescent Proteine, @om®) Antikdrper und dem
wiederum Peroxidase-gekoppelten sekundaren Anikomgpegen Mause IgG (Jackson

ImmunoResearch®) aufgetragen und dedektiert.

4.9 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Cos7-Zellen wurden in 25mm single-well-plates agsgelt, mit GFP, GFP-STATS5,
GFP-STAT5 + AML1 und GFP-STAT + AML1/ETO sowie ztmich zu jeder

Transfektionprobe auch mit FlIt3-ITD per SuperFe&@agenz (Qiagen®) transfiziert
und anschlieBend in DMEM Medium fir 48 Stunden biktt. Anschlie3end erfolgte
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die in-vivo Betrachtung der intrazellularen Lokatisn des GFP markierten STATS
unter dem LSM Pascal der Firma Zeiss, einem Biolspens-fahigem Laser-Scanning-
Mikroskop mit konfokaler Blende zur Visualisierusgbmembranarer Strukturen. Der
Zu- und Umgang mit diesem Mikroskop wurde uns zuardbfihrung dieser
Untersuchungsreihe durch das Institut fur Medizines Biochemie (Direktor: Prof. Dr.
Volker Gerke) aus dem Zentrum fur Molekularbiologier Entziindung (ZMBE) der
Universitat Minster ermdglicht. Es wurde von jetdesinsfektion zunéchst ein visueller
Ubersichtsbefund erstellt und in einem zweiten iohin realer 3-D-Datensatz von den
fur den jeweiligen Transfektionstyp charakteridtisc Verteilungsmuster von GFP-
STATS5 erhoben und auf einem digitalem Medium gedpst. Durch die konfokale
Blende ist mittels Doppel-Lasertechnik eine Erhebwon fluoreszierenden Signalen
unterhalb der Zellmembran mdoglich, die digitale &wbkitung dieser Datensatze
erzeugt — ahnlich der Kernspintomographie — danr2db-Bild ein jegweder gedachten
Schnittebene der Zelle.

4.10 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Cos7-Zellen wurden mit ITD, STAT5, pcDNA AML1 und AML1-ETO in
verschiedenen Kombinationen transfiziert und Ketradte der transfizierten Zellen
hergestellt. Far die Gelelektrophorese wurden *?P-markierte
Doppelstrangoligonucleotide, die eine STAT5-Bindsstiglle enthalten, fir 20 Minuten
auf Eis mit den Kernextrakten inkubiert. Dabei @ater Gesamtreaktionsansatz die
folgenden Stoffmengen und -konzentrationen: Trid=HOOmmol/l, pH=7,5), Glycerol
(5%), MgChL (Ammol/l), EDTA (0,5mmol/l), Dithiorhreitol (0,5mat¥l), NaCl
(200mmol/l) und 0,4pg poly (dI-dC)-poly (dI-dC). eDigesamten Reaktionsansétze
wurden dann auf ein  0,5xTris-Borat-EDTA/6%iges, hihitenaturierendes
Polyacrylamidgel geladen. Das Gel lief eine Stubdie100 Volt vor (pre-run gel) und
anschlieBend drei bis dreieinhalb Stunden bei 180 \AnschlieRend wurden die Gele

getrocknet und ein Rontgenfilm belichtet.
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4.11 FACS-Analyse und Sorting

Der Begriff der Durchflusszytometrie beschreibt eéelverfahren, bei dem z.B.
Blutzellen in einer extrem dinnlumigen Kapillarezgin an bestimmten Mel3elementen
(elektrisches Feld, Farblaser etc.) vorbeigefihrierden. Neben typischen
Grundcharaktaristika dieser Zellen wie z.B. GroGeanulierung und Transparenz
konnen mittels Farbstoffen, die in die Zellen elmgeht werden oder mit Hilfe von
spezifischen Antikdrpern, die an Oberflachenmolekiihden, gezielt einzelne typische
Expressionsprofile erstellt werden. Ein FACS (flemrence activated cell sorting) kann
darUber hinaus diese Zellen nach den gewéhlteeriait auftrennen und sortieren.

Die Zellen wurden im Durchflusszytometer auf diepEession des intrazellularen
Fluorochroms GFP untersucht und die Zellen entbamdt als fir GFP positiv oder
negativ sortiert. Im Anschluss muf3ten die sortrertZellen von residuellen
Mediumbestandteilen mit PBS gereinigt werden undndgn dann in separaten

Eppendorf Tubes fur die weiteren Analysen zur Vgufip.

4.12 RT-PCR

Der erste Schritt dieser Methode beinhaltet dididessng von mRNA, also die
Transkriptionsprodukte der gewinschten aktiviert&ene. Dabei korreliert der
Aktivierungsgrad eines Gens in der Regel mit dernie der sich intrazellular
befindlichen mMRNA. Um aussagekréaftige Mengen an mWARj)éewinnen zu kdnnen,
werden ca. 7.000.000 Zellen in RPMI 1640 Mediumuske FCS suspendiert. Diese
werden anschlielBend mit Guanidinisocyanatpuffaetysind daraufhin wieder in eine
gleichmaRige Suspension gebracht und mit hochptigeem Athylalkohol versetzt
(70%). Uber spezialisierte mRNA-bindende Membraagolgt unter Anwendung von
RNAse-depletiertem 0 die Aufreinigung. Der Grad der Aufreinigung kamittels
Photometer bestimmt werden. Von der Kenntnis asgghdass gewbhnliche RNA ein
Extinktionsmaximum bei 260nm aufweist, kdbnnen Ubmfache Division mit einem

zusatzlich bestimmten Extinktionswert bei 280nm w#ise auf eine mdgliche
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Verunreinigung durch Proteinbestandteile gewonnerden. Dieser Verdacht muss bei
Relativwerten von kleiner/gleich 1,8 geaul3ert werdé/erte von grél3er/gleich 2,0
sprechen fir eine zureichende Aufreinigung der RMArd bei 260nm eine Extinktion
mit einem Wert von 1,0 bestimmt, so wird hier eREA-Konzentration von 4mg/d|
angenommen. Auf diese Weise kann Uber die Phot@raitr Konzentration ermittelt
werden.

Der zweite Schritt beinhaltet die Herstellung vdbNA aus mRNA und wird als
.feverse Transkription* bezeichnet. Hierbei wird um im weiteren Verlauf eine
Amplifikation Uberhaupt zu ermoglichen — die EirsteAng-RNA in eine angepalite
doppelstrangige sogenannte cDNA ,umgeschrieben“.esDigeschieht unter
Zuhilfenahme eines Enzymes, das seiner Funktiorh reds Reverse Transkriptase
bezeichnet wird und biochemisch betrachtet eine Ripendente DNA-Polymerase
ist. Diese synthetisiert nach Applikation von alditen DNA-typischen
Nukleosidtriphosphaten (Adenin, Guanin, Cytosinymim) und Magnesium-lonen die
cDNA. Zur selektiven reversen Transkription von sw®ger-RNA enthalt der
entsprechendePrimer fir die PCR eine zum Poly-Ad@aip der mRNA passende
Poly-Thyminsequenz. So wird die Amplifikation voibasomaler und transfer-RNA
vermieden.

Fur die RT-PCR wurden die folgenden Proben andgfter8ul MMLV-5x-Buffer
(250 mM Tris-HCL, 375mM KCL, 15mM MgCI, 50mM DTTRul oligodT (random
hexamer), 26l RNA(2ug) + H,O. Diese Proben wurden fur 10 Min. auf 70°C erhitzt
dann fur drei Min. auf 4°C heruntergekihlt. AnseBiend wurden|@ dNTP (2 mM),

1yl RNAse Inhibitor und il MMLVirus- Reverse Transkriptase zugegeben. Diese
Proben wurden fur 1Std. auf 42°C und fur 10 Minusuf 75°C erwarmt. Die so
hergestellte cDNA wurde dann mit DEPGEH auf ein Gesamtvolumen von 200

diluiert.

Eine semi-quantitative Analyse der GenexpressiodT®Fabhangiger Gene in den
32D-Zellen wurde mittelReal-Time-PCR durchgefihrt.

Die Basis des Prinzips ist eine Probe. Sie istnikati als ein Oligonukleotid, das in der
Lage ist, eine bestimmte Gensequenz spezifischiadeb, welche sich wiederum
zwischen den beiden Ublichen PCR-Primern flUrgdae of interest befindet. An dieser
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Probe sind ein sog. Reporter und ein sog. Quer(chasltscher”) befestigt. Dies sind
zwei zur Fluoreszenz befahigte Farbstoffe. Sie kandurch Licht einer definierten
Wellenlange — hierbei wird in diesem Falle ein Argaser verwendet — zur
Fluoreszenz aktiviert werden. Solange jedoch Reparmhd Quencher gleichzeitig an
die Probe annektiert bleiben, eliminiert der Quéesc das fluoreszierende
Emissionssignal des Reporters. Der fluoreszierdejgorter heildst FAM (Abktrzung
fur: 6-Carboxy-Fluorescein) und haftet fest Ubereegchte kovalente Bindung an das
5-Ende der Probe an. Der Quencher heil3t TAMRA (kblkg fur. 6-Carboxy-
Tertamethylrhodamin) und ist Gber ein Bindungsarkigntid an das entgegengesetzte
3'-Ende der Probe gebunden. Das 3'-Ende der Pabeik der PCR-Reaktion bewuf3t
nicht fortgesetzt werden. Dies wird durch eine Phosylierung erreicht. Das 5 -Ende
der Probe wird samt Reporter bei jeder Amplifikatides Stranges durch die DNA-
Polymerase herausgeschnitten. Nun kann das nichthr mggequenschte”
Emissionssignal des Reporters mittels eines spezi®equenz-Detektors (in dieser
Untersuchungsreihe: Abi Prism 7.700) registrierrdea. Dieses Emissionssignal ist
nicht nur spezifisch fir dagene of interest sondern auch proportional zu seiner
Amplifikationsmenge. Der Sequenz-Detektor registrjedes neue Emissionssignal in
Echtzeit (,real time®). Er ermittelt Gber sogmplification curves (Anzahl der Zyklen in
Abhangigkeit zum Emissionssignal) eines jeden Gagrs Ct-Wert (Abkirzung fur:
Threshhold cycle), welcher die Anzahl an Zyklendbesibt, bei der es zum Ubergang
vom linearen zum exponentiellen Wachstum der Iit&#nsles Emissionssignals
kommt. Da der Ct-Wert direkt abhangig von der verdeten Basismenge an cDNA
eines Gens ist, wird an dieser Stelle aus einemeneAmplifikationsverfahren (PCR)
eine Messmethode, die eine semi-quantitative Awssdigr das Transkriptionsniveau

eines Gens zulafit.

Neben diesem spezifischen Dedektionsverfahren Isiier Probe ist es alternativ auch
maoglich, eine unspezifische Substanz zu verwen@fBR-green ist ebenfalls ein
fluoreszierender Farbstoff, der bei Einlagerung dsDNA fluoreszierendes Licht
emittiert. In den u.g. Reaktionsansatzen fand jeddarchgehend das spezifische

Prinzip mittels Primer und Probe Anwendung.
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Gemal} der vorgegebenen Untersuchungsvorschrift entird jedesgene of interest

nachfolgender Reaktionsansatz angefertigt:

Forward primer: 0,225l

Reverse primer: 0,225ul
Probe (10uM): 0,25ul
ddH,O: 4,05ul

Master Mix: 12,5ul

Von der, wie oben beschrieben, gewonnenen cDNA evddl mit 6,75ul Wasser

versetzt, anschliel3end wurden die unten genanrgaktiRnsansatze zugegeben.

Folgende Forward- und Reverse-Primer mit ihren pgathenden Sonden (Probes)

wurden eingesetzt:

GAPDH forw.:
GAPDH rev.:
Probe:

CIS1 forw.:
CIS1 rev.:
Probe:

TCRgamma forw:

TCRgamma rev.:
Probe:

PIM1 forw.:
PIM1 rev.:

5"GAA GGT GAA GGT CGG AGTC 3

5 GAA GAT GGT GAT CGG ATTTC 3

5FAM ATC CGG GAC GTG ATG CAG AAC CAC
CTACTAMRA 3

5 AAG TTG CTACAACTTGCTGGCAZ
5 AGG CAG AGG TGC TCG TGAAC &
5'FAM ACG CAT CCT GGC CTT TCC GGA
TAMRA 3

5 AAG TTG CTACAACTTGCTGGCA T

5 AGG CAG AGG TGC TGAAC Y’

5 FAM TGT CAC AGG TAA GTATCG GAA GAA
TAC AAC ATT TCC TAMRA 3

5 GTCTACTCT GGCATCCGCG 3
5 GACTGT GTCCTT GAG CAG CG 3
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Probe:

PIM2 forw.:
PIM2 rev.:
Probe:

SOCS2 forw.:
SOCS2 rev.:
Probe:

SOCS-3 forw.:
SOCS-3rev.:
Probe:

Cyclin D1 forw.:
Cyclin D1 rev.:

Probe:

Bcl-x| forw.:
Bcl-xl rev.:
Probe:

5"FAM CGC CGA CAA CTT GCC GGT GG
TAMRA 3

5 CGG AACCGTGTGCTAGGCT 3

5 AGC AGC GCAACCTCAAGTG 3

5 FAM CCA CCG TGT CAG ACT CAG TCA CCT
GC TAMRA J

5 CGCGTCTGG CGAAAGC YT

5 CAT TAA CAG TCATAC TTC CCC AGT A3

5'FAM CAG GTC CAG AAG CCC CCC GG
TAMRA 3'

5 TCT TAT CCG CGACAGCTCG ¥

5 GTTCTT GGT CCCCGACTGG 3

5 FAM CCA GCG CCACTT CTT CAC GCT CA
TAMRA 3'

5 CTG GCC ATG AACTACCTGGA ¥
5 GGA AGT GCT CGA TGA AGT CG 37

5" FAM ACA TCT GTG GCA CAG AGG GCA ACG
TAMRA 3

S AGGATACAGCTGGAGTCAGS

STCT CCTTGT CTACGCTTT CC'3

5'FAM ACA GTG CCC CGC CGA AGG AGA
TAMRA 3'
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Um eine Aussagekraft eines solchen semi-quantatiWerfahrens zu ermaéglichen, ist
der Vergleich mit regelhaft und ubigitar in dem sgmechenden Gewebe oder
Zellpopulation erstens vorhandenen und zweitens @nem konstanten Niveau
exprimierten Genen notwendig. Solche Voraussetaurggéiillende Gene werden als
.house keeping genes” bezeichnet. Ein klassisclestréter ist das Gen des Enzyms
GAPDH. Dieses wurde in den o.g. Untersuchungen esigigt. Zunachst wurden
entsprechende Verdinnungsreihen angesetzt undABDE und diegenes of interest
anhand ihres Expressionsniveaus StandardkurveellerginschlieRend konnten in
Bezug auf die Referenzwerte Aussagen uber dasveslBkpressionsniveau getroffen

werden.
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4.13 Anti-CIS Western Blot

Nach unterschiedlicher Transfektion der 32D-ITDiZel(siehe Ergebnisse Abs. 2.5.2)
mittels Elektroporation wurde jede Transfektiongganach 18h Inkubationszeit mit
Hilfe eines FACS-Sorters gemald der Positivitat GFP aufgetrennt. Unter der
statistisch gerechtfertigten Annahme, dass bei Bé&$ttvitat die Zellen auch die
anderen beigegebenen Plasmide inkorporiert habemden die positiv gesorteten
Zellen als positiv fur alle in der Probe zu tramsfienden Plasmide angesehen. Die
gesorteten Zellen wurden mit SDS-Puffer lysiert.n@chst erfolgte dann nach
thermischer Denaturierung der Proteine die Elekioopse in einem
Polyacrylamidgradientengel (4-15% Tris-HCL) und dietten der Proteine auf eine
Nitrocellulose-Membran. Anschlieend wurden diegatriennten Proteine mit einem
polyklonalem Goat-Anti-CIS-Antikorper (Santa Cruz®efolgt von einem IgG-
Meerettich-Peroxidase gekoppelten sekundaren Amt#cbégegen Ziegen-lgG (Santa
Cruz®) auf einem Roéntgenfilm detektiert.

Zur Kontrolle auf dem Gel aufgetragenen, gleichemtétlnmengen wurde eine
Detektion mit einer zweiten Antikorperkombinatiorurdhgefiihrt. Hierbei wurde
zunachst der murine Anti-actin-Antikérper (Sigma@ngesetzt, der wiederum mit
einem Peroxidase gekoppelten sekundaren Antikdypgen Maus-IgG (Santa Cruz®)

dedektiert wurde und auf Rontgenfilmmaterial sieintipermacht wurde.
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