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Zusammenfassung 

Die Rolle von Zyklin D1 und Amino-terminal Enhancer of Split in der molekularen 
Pathogenese der Akuten Myeloischen Leukämie (AML) 

Marcel-Philipp Henrichs 
 
Die Akute Myeloische Leukämie (AML) ist eine maligne Erkrankung des hämatopoetischen 

Systems und gekennzeichnet durch das unkontrollierte, klonale Wachstum unreifer 

hämatopoetischer Vorläuferzellen. Zu den am häufigsten bei der AML nachweisbaren 

genetischen Alterationen gehören Mutationen der Rezeptortyrosinkinase Flt3 und 

chromosomale Translokationen. Diese beeinflussen Proliferation, Differenzierung und 

Selbsterneuerungsfahigkeit sowie die Signaltransduktionswege in hämatopoetischen Zellen 

und führen somit zur Enstehung der AML.  

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass PML-RARα und Flt3-ITD die 

Expression von Zyklin D1, einem wichtigen Regulator des Zellzyklus, induzieren. Das 

Fusionsprotein PML-RARα induziert die Translation von Zyklin D1 während Flt3-ITD 

vornehmlich zur Induktion der Transkription führt. Zudem ergaben die Untersuchungen, dass 

die Induktion von Zyklin D1 durch Flt3-ITD über den PI3-Kinase/AKT 

Signaltransduktionsweg geschieht. 

Amino-terminal Enhancer of Split (AES) gehört zu den Transducin-like Enhancer of Split 

(TLE), einer Gruppe von transkriptionellen Co-Repressoren. AES ist jedoch eine verkürzte 

Form und führt durch Rekrutierung von TCF-Transkriptionsfaktoren zur Aktivierung von 

wnt-Zielgenen. Experimente zeigten, dass AES durch die Fusionsproteine in der AML 

sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene heraufreguliert wird. Es konnte nachgewiesen 

werden, dass AES sowohl in immortalen Zellen als auch in Knochenmarkproben von 

AML-Patienten überexprimiert wird. Die Ergebnisse zeigen, dass eine Überexpression von 

AES zu gesteigerter Proliferation und Selbsterneuerungsfähigkeit in 32D Zellen führt. Eine 

Herunterregulation mündet in vermindertem Kolonienwachstum. 
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Abkürzungsverzeichnis 
4E-BP1  4E-bindendes Protein 1 

AES   Amino-terminal Enhancer of Split 

AKT   v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1  

ALL   Akute Lymphatische Leukämie 

AML   Akute Myeloische Leukämie 

Ap-1   Aktivatorprotein 1 

APL   Akute Promyelozytenleukämie 

ATRA   all-trans Retinsäure    

C/EBPα  Ccaat-enhancer-binding protein α 

CBF-ß   core binding factor ß 

CDK   Zyklinabhängige Kinase 

CFU   Koloniebildende Einheit 

c-myc   oncogene of the MC29 avian myelocytomatosis virus 

CSF-1   Koloniestimulierender Faktor 1 

DMP1   dentin matrix acidic phosphoprotein 1 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

eIF   eukaryotic initiation factor 

ETO   eight twentyone 

EtOH   Ethanol 

FACS   fluorescence activated cell sorting 

FCS   fetales Kälberserum   

FL   Flt3-Ligand 

Flt3   fms-like tyrosinkinase 3 

GAPDH  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

GFP   grün-fluoreszierendes Protein 

Grg5   Groucho related gene 5 

h   Stunde 

HDAC   Histondeacetylase 

HuN-CoR  human nuclear receptor corepressor 

IL-3   Interleukin 3 
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ITD   internal tandem duplication 

KIT   v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog 

LIF   Leukämie inhibierender Faktor 

MDS   Myelodysplastisches Syndrom 

MEF   myeloid elf 1 like factor 

ml   Milliliter 

MPO   Myeloperoxidase 

mRNA   messenger Ribonukleinsäure 

mTOR   mammalian target of rapamycin 

NADPH  Nicotinamidadenindinukleotidphosphat 

NBM   normales Knochenmark 

PBS   phosphate buffered saline 

PDGF-Rß  platelet derived growthfactor receptor ß 

PI3K   Phosphatidylinosytol-3-Kinase 

PKC412  ein Proteinkinaseinhibitor (N-Benzoylstaurosporin) 

PLZF   Promyelozytenleukämie Zinkfingerprotein 

PML-RARα:  Promyelozytenleukämie Retinsäurerezeptor α 

pRb   Retinoblastomaprotein 

PTEN   Phosphatase und Tensin homolog 

PU.1   Transkriptionsfaktor der ets-Proteinfamilie 

RAC1   Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 

RAS/MAPK  rat sarcoma/mitogen-activated protein kinase 

ROS   radical/reactive oxygen species 

RTK   Rezeptortyrosinkinase 

RT-PCR  Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion 

shRNA  small hairpin RNA 

Smad3   mothers against decapentaplegic homolog 3 

STAT   signal transducer and activator of transcription 

TCF   TCF7L2 (Transcription factor 7-like 2) 

TLE   Transducin - like Enhancer of Split 

TSA   Trichostatin A 

UBP43   Ubiquitin-spezifische Protease, 43kDa 
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1 Einleitung 
 

1.1 Akute Myeloische Leukämie – Einführung 

 

Die Hämatopoese ist ein sehr genau gesteuerter Prozess, bei dem sich aufgrund einer 

Stimulation durch verschiedene Wachstumsfaktoren aus einigen wenigen 

hämatopoetischen Stammzellen durch Zellteilung und Differenzierung die Zellen der 

verschiedenen Zellreihen entwickeln: Erythrozyten, Granulozyten und Thrombozyten. 

Die Akute Myeloische Leukämie (AML) ist eine Erkrankung dieses blutbildenden 

Systems. Durch unkontrollierte Proliferation und schnelle Expansion maligne 

transformierter myeloischer Vorläuferzellen im Knochenmark kommt es zu einer 

Ausschwemmung der unreifen Blasten ins Blut und einer Einschränkung der 

physiologischen Hämatopoese. Dies führt zu einer Knochenmarksinsuffizienz mit 

Anämie, Thrombozytopenie und Granulozytopenie. 

Die AML ist meist eine Erkrankung des Erwachsenenalters. Die jährliche Inzidenz liegt 

bei 2-4 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner im Jahr und nimmt mit zunehmenden 

Alter auf 15 pro 100.000 Einwohner/Jahr im Alter von > 65 Jahren zu. Die Erkrankung 

hat eine schlechte Prognose. Die Fünf-Jahres-Überlebensrate von Patienten unter 65 

Jahren wird in klinischen Studien mit etwa 40% und in einer groß angelegten 

amerikanischen epidemiologischen Untersuchung mit 32,7% angegeben [19; 68; 104]. 

Mit zunehmendem Alter verschlechtert sich die Prognose drastisch. Die Fünf-Jahres-

Überlebensrate der über 75-Jährigen beträgt nur noch etwa 2%. Die 

Gesamtüberlebenswahrscheinlichkeiten für fünf Jahre liegen in Europa und den USA 

bei etwa 20% [104; 116].
 

Die genaue Ätiologie der AML ist bisher noch nicht vollständig geklärt, man weiß 

jedoch um Faktoren, die die Entstehung der Leukämie begünstigen. Dazu zählen unter 

anderem ionisierende Strahlen (Nuklearwaffenangriffe, berufliche Exposition, 

Strahlentherapie), Chemikalien (Benzol ist z.B. nach Nr. 1303 der 

Berufskrankheitenverordnung als leukämogene Substanz anerkannt) und eine Therapie 

mit Zytostatika (vor allem alkylierende Substanzen und Topoisomerase-II-Inhibitoren). 

Etwa 10-15% aller Akuten Myeloischen Leukämien entstehen sekundär aus einem 

häufig langjährig bestehendem myelodysplastischen Syndrom (MDS). 
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Durch intensive Erforschung der molekularbiologischen Zusammenhänge der AML 

konnten in den letzten Jahren entscheidende Fortschritte bei der Untersuchung 

charakteristischer genetischer Veränderungen erzielt werden, die dieser Erkrankung zu 

Grunde liegen und im Folgenden weiter erläutert werden. Diese Erkenntnisse haben in 

der Vergangenheit bereits zur Entwicklung neuer Therapiekonzepte geführt. So besteht 

die Hoffnung, dass das zunehmende Verstehen der molekularpathologischen 

Zusammenhänge in der AML zu einer deutlichen Verbesserung der meist noch immer 

schlechten Prognose der Patienten führt.  

 

1.2 Diagnose und Klassifikation 

 

Ein Patient mit einer AML präsentiert sich mit den Symptomen infolge der 

Knochenmarksinsuffizienz (Müdigkeit und Abgeschlagenheit, verstärkte 

Blutungsneigung, vermehrte Infektionen). Die Knochenmarkszytologie ist die 

entscheidende Untersuchung zur Diagnosestellung. Ausschlaggebend ist der 

Infiltrationsgrad des Knochenmarks durch unreife Vorläuferzellen (Blasten). Ab einem 

Infiltrationsgrad von 30% (20% nach WHO, siehe unten) spricht man von einer akuten 

Leukämie. Aufgrund morphologischer, zytochemischer und immunphänotypischer 

Eigenschaften der Blasten kann man die AML von der Akuten Lymphatischen 

Leukämie (ALL) abgrenzen. Ein wichtiges Kriterium ist dabei der zytochemische 

Nachweis der Myeloperoxidase (MPO). Falls dieser Nachweis nicht gelingt, kann die 

Diagnose meist anhand der Immunphänotypisierung erfolgen. Charakteristisch ist 

hierbei der Nachweis myeloischer Oberflächenmarker bei fehlendem Nachweis 

lymphatischer Oberflächenmarker. Die AML ist eine heterogene Erkrankung. Abhängig 

vom Grad der Differenzierung der Blasten und deren zytochemischen Eigenschaften, 

kann man die AML in weitere Subtypen einteilen. Dies geschieht nach der French-

American-British (FAB) Klassifikation, die eine Einteilung in neun verschiedene 

Gruppen vorsieht (siehe Tabelle 1.1). 
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FAB-Klassifikation  der Akuten Myeloischen Leukämie 
FAB Name Vorkommen MPO NBE PAS Zytogenetik 
M0 Akute myeloische 

Leukämie, minimal 
differenziert 

8% - - - 
inv (3q26), 
t(3;3) 
(1%) 

M1 Akute 
Myeloblastenleukämie 15% +/- - -  

M2 Akute  
Myeloblastenleukämie mit 
Ausreifung 

25% ++ - - t(8;21) (40%) 

M3 Akute 
Promyelozytenleukämie 10% +++ - +/- t(6;9) (1%) 

t(15;17) (98%) 
M4 Akute myelomonozytäre 

Leukämie 20% +++ ++ - 
t(11;17) (1%) 
t(5;17) (1%) 
11q23 (20%) 

M4eo Akute myelomonozytäre 
Leukämie mit abnormen 
Eosinophilen 5-10% +++ ++ - 

inv(3q26), 
t(3;3) (3%) 
t(6;9) (1%) 
inv(16), 
t(16;16) (80%) 

M5 Akute 
Monozytenleukämie 10% +/- +++ +/- 11q23 (20%) 

t(8;16) (2%) 
M6 Erythroleukämie 3-4% - - +++  
M7 Akute 

Megakaryozyten- 
Leukämie 

2-4% - - ++ t(1;22) (5%) 

Tabelle 1.1: FAB-Klassifikation der AML; MPO = Myeloperoxidase, NBE =  
N-Butylazetat-Esterase (unspezifisch); PAS = Periodic-acid shift 
 

Im Jahre 2000 hat eine internationale Kommission für die WHO eine neue 

Klassifikation erarbeitet (siehe Tabelle 1.2). In diese Einteilung fließen zusätzlich zur 

Zytomorphologie und Zytochemie der Blasten zytogenetische und pathogenetische 

Aspekte der Erkrankung mit ein, die einen entscheidenden Einfluss auf die Prognose 

haben und in Zukunft wohl auch für die Therapie mitentscheidend sein werden. So wird 

berücksichtigt, ob eine rekurrente Translokation vorliegt und ob es sich um eine 

sekundäre Leukämie nach Chemotherapie oder MDS handelt. Weiterhin wurde der zur 

Diagnose notwendige Blastenanteil im Knochenmark von 30% auf 20% gesenkt. 

Eine optimale, für alle Patienten wirksame und auch verträgliche Therapie existiert 

bisher nicht, obwohl in den letzten Jahren im Rahmen von großangelegten klinischen 

Studien deutliche Verbesserungen erzielt werden konnten. Primäres Ziel ist das 

Erreichen einer kompletten Remission (CR) mittels Polychemotherapie. 
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WHO-Klassifikation der Akuten Myeloischen Leukämie 
AML mit rekurrenten Translokationen: 
AML mit t(8;21) (q22;q22), AML1/ETO 

Akute Promyelozytenleukämie (AML mit  
t(15;17)(q22;q11-22) und Varianten, PML-RARα) 

AML mit abnormen Eosinophilen im Knochenmark 
(inv(16)(p13q22) oder t(16;16)(p13;q11),  
CBFß/MYH11)  

AML mit 11q23 (MLL)-Abnormalitäten 

AML mit Dysplasie in mehreren Linien: 
mit vorangegangenem MDS 

ohne vorangegangenes MDS 

Therapieassoziierte AML und myelodysplastische Syndrome: 
Alkylantien-induziert 

Epipodophyllotoxin-induziert 

Andere 

AML uncharakterisiert: 
Minimal differenzierte AML 

AML ohne Reifungszeichen 

AML mit Ausreifung 

Akute myelomonozytäre Leukämie 

Akute monozytäre Leukämie 

Akute erythroide Leukämie 

Akute megakaryozytäre Leukämie 

Akute Basophilenleukämie 

Akute Panmyelose mit Myelofibrose 

Akute biphänotypische Leukämien 

Tabelle 1.2 WHO-Klassifikation der AML 

 

Komplette Remission bedeutet, dass sich das Blutbild vollständig normalisiert, keine 

extramedullären Herde mehr nachweisbar sind und dass der Blastenanteil im 

Knochenmark auf unter 5% absinkt. Dieser Zustand wird bei etwa 60-80% der Patienten 

erreicht. Diese erste Phase der Therapie wird als Induktionstherapie bezeichnet. Die 

Standardsubstanzen dieser Therapiephase sind Cytosin-Arabinosid (Ara-C) und 

Daunorubicin oder Idarubicin [1]. Durch eine Wiederholung des ersten Therapiezyklus 

an Tag 22 kann ein deutlich verbessertes ereignisfreies Überleben erzielt werden [14; 

108]. Im Rahmen der Postremissionstherapie kann eine Stammzelltransplantation 
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(autolog oder allogen) erfolgen, der Stellenwert dieses Verfahrens ist jedoch umstritten 

und muss individuell unter Berücksichtigung von Risikofaktoren entschieden werden 

und weiter in klinischen Studien getestet werden, da verschiedene klinische Studien 

bisher keinen eindeutigen Vorteil im Gesamtüberleben der Patienten zeigten [16; 18; 

42; 50; 119]. Im Rahmen dieser Therapiephase kann auch eine weitere Chemotherapie 

in Form einer intensivierten Konsolidierung erfolgen. Dabei wird meist hochdosiertes 

Ara-C eingesetzt [75]. Eine optimale Postremissionstherapie ist bisher umstritten, ihre 

Optimierung ist daher ein Ziel klinischer Forschung. Einen Sonderfall stellt die 

Therapie der Akuten Promyelozytenleukämie (APL, FAB M3) dar. Bei dieser Form der 

AML wird all-trans Retinsäure (ATRA) eingesetzt. ATRA bewirkt eine 

Ausdifferenzierung der Promyelozyten, wird bei dieser Erkrankung zusammen mit der 

klassischen Chemotherapie eingesetzt und kann auch bei alleiniger Verwendung zu 

einer kompletten Remission führen, obwohl es kein Zytostatikum ist (siehe auch 1.4.2). 

 

1.3 Aspekte der molekularen Pathogenese der Akuten Myeloischen Leukämie 

 

Der Fortschritt, der bei der Erforschung der Pathogenese der AML erzielt wurde, ist von 

einigen wichtigen Entdeckungen wesentlich beeinflusst worden. Bereits vor Jahren hat 

man festgestellt, dass durch AML-typische chromosomale Veränderungen Fusionsgene 

entstehen, die die Gene einiger für die myeloische Differenzierung wichtiger 

Transkriptionsfaktoren miteinbeziehen. Die daraus resultierenden Fusionsproteine 

unterbinden wichtige Prozesse, die zur Zellreifung notwendig sind. Aufgrund dieser 

Ergebnisse ging man davon aus, dass die AML eine Erkrankung sei, die aufgrund von 

Störungen im Ablauf der Transkription entsteht.  

Ein weiterer wichtiger Schritt war die Entdeckung von aktivierenden Mutationen von 

Tyrosinkinaserezeptoren in AML-Blasten. Diese mutierten Tyrosinkinaserezeptoren 

führen über die gesteigerte Aktivität von Signaltransduktionswegen zu verstärktem 

Zellwachstum und verminderter Apoptose. Durch diese Erkenntnisse ging man davon 

aus, dass Störungen der Signaltransduktion von Wachstumsfaktorrezeptoren zumindest 

zu einem Teil an der Entstehung der AML beteiligt seien. Hier zeigten Experimente, 

dass ein isoliertes Vorhandensein einer mutierten Rezeptortyrosinkinase (z.B. Flt3-ITD, 

siehe 1.5) nicht in der Lage ist, eine AML zu induzieren [38; 52]. 
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So wurde die Hypothese aufgestellt, dass nur durch das Zusammenwirken von 

Mutationen zweier unterschiedlicher Klassen eine AML induziert werden kann. Das „2-

hit model of AML“ besagt, dass eine Mutation, z.B Flt3-ITD, nur wenig Einfluss auf die 

Zelldifferenzierung hat und primär dazu dient, Wachstums- und Überlebensvorteil zu 

vermitteln. Eine weitere Mutation wie z.B. AML1-ETO behindert primär die 

hämatopoetische Differenzierung, hat aber nur wenig Einfluss auf Wachstum und 

Überleben [32; 51; 93]. 

 

 
 
Abbildung 1.1 Modell der Entstehung der AML. Es müssen zwei Mutationen 
unterschiedlicher Klasse kooperieren, um eine AML hervorzurufen [32]. Die optimale 
zielgerichtete Therapie müsste daher eine Kombinationstherapie sein, um die Wirkung 
der Mutationen beider Klassen unterbinden zu können (PTK = Protein-Tyrosinkinase) 
 
Dieses Modell zur Pathogenese der AML ist jedoch aus heutiger Sicht simplifizierend. 

So ist bekannt, dass beispielsweise AML1-ETO nicht nur einen Differenzierungsblock 

bewirkt, sondern auch Einfluss auf die Signaltransduktion nimmt und so z.B. zu 

erhöhter Selbsterneuerungsfähigkeit der Leukämiezellen führt (siehe auch 1.4.1) [79]. 

Ebenso weiß man, dass durch Flt3-ITD auch die Transkription diverser Gene 

beeinflusst wird (siehe 1.5). Es ist davon auszugehen, dass nur das gleichzeitige 

Vorhandensein zweier sich gegenseitig beeinflussender Mutationen zur Entstehung 

einer AML führen kann und dass eine erfolgreiche Therapie die Behandlung beider 

Mutationsklassen umfassen muss. 
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1.4 Die Rolle der Fusionsproteine 

 

Charakteristisch für die AML sind Translokationen, die zur Expression von 

Fusionsproteinen führen. Diese Translokationen involvieren auch 

Transkriptionsfaktoren, die normalerweise die Expression von Differenzierungsgenen 

beeinflussen und so die hämatopoetische Reifung entscheidend regulieren. Durch die 

Wirkung der Fusionsproteine kommt es beispielsweise zum Abschalten von Zielgenen, 

die eine wichtige Rolle in der Differenzierung von hämatopoetischen Zellen spielen. 

Die Repression dieser Gene führt zum Differenzierungsblock in der AML. 

 
Abbildung 1.2 Schematische Darstellung der Granulopoese. Durch die Wirkung der 
Fusionsproteine kommt es zu einem Differenzierungsstop und zur Anhäufung von 
Blasten im Knochenmark. (Abbildung: Thomas Cauvet) 
 
Die Wirkung der Fusionsproteine geht jedoch über die Vermittlung des 

Differenzierungsblockes hinaus, sie tragen durch weitere Interaktionen zur Pathogenese 

der AML bei (siehe 1.4.1 und 1.4.2). 

 

1.4.1 AML1-ETO 

 

Die am häufigsten in der AML vorkommende Translokation ist die t(8,21) (q22,q22) 

Translokation. Sie wird bei etwa 10-15% der erwachsenen AML-Patienten angetroffen 

[23]. Durch die Translokation wird der N-terminale Teil von AML1, lokalisiert auf 

Chromosom 21, mit einem Großteil des ETO-Gens auf Chromosom 8 fusioniert. 

Hieraus resultiert das Fusionsprotein AML1-ETO. 
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AML1/Runx1 spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung und im Gleichgewicht der 

Myelopoese. Zusammen mit CBFβ bildet AML1/Runx1 einen heterodimeren 

Transkriptionsfaktor, der die Expression spezifischer hämatopoetischer Gene (z.B. IL-3, 

CSF1-Rezeptor, Myeloperoxidase und den Wachstumsfaktor GM-CSF [24]) reguliert. 

AML1/Runx1 bindet an die DNA und rekrutiert Histonacetyltransferasen (HATs), die 

die DNA durch Azetylierung von Histonen und eine daraus resultierende 

Konformationsänderung für die Transkription zugänglicher machen. 

ETO ist ein nukleäres Zinkfingerprotein. Es bildet einen Komplex mit Co-Repressoren 

wie HuN-CoR, mSin A und B und  Histondeacetylasen (HDAC1) [31; 70; 127]. Durch 

die Aktivität der HDACs bewirkt der Komplex eine Konformitätsänderung im 

Chromatin. Dies macht die DNA unzugänglicher für die Transkription [39]. 

Im Fusionsprotein AML1-ETO ist somit der DNA-bindende transkriptionsaktivierende 

Faktor AML1/Runx1 mit dem repressiv auf die Transkription wirkenden Faktor ETO 

verbunden. AML1-ETO bindet die DNA an denselben Stellen wie AML1/Runx1, 

allerdings kommt es nun durch Wirkung von ETO zur Repression der Zielgene von 

AML1/Runx1 (siehe Abbildung 1.3). Auf diese Weise lässt sich der 

Differenzierungsblock der AML-Blasten erklären. Klinisch gesehen ist der Nachweis 

von AML1-ETO mit einer günstigen Prognose verknüpft. 
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Abbildung 1.3 Wirkung von AML1-ETO: A: Das Wildtyp-AML1-Protein hat die 
Fähigkeit, an die DNA zu binden und HATs zu rekrutieren, was in einer 
transkriptionellen Aktivierung resultiert. B: Das Fusionsprotein AML1-ETO bindet 
auch an die DNA, rekrutiert durch ETO jedoch einen Co-Repressorkomplex, der die 
Vermittlerelemente Sin3A und N-CoR, sowie HDAC enthält. Diese Interaktion führt 
zur Repression einer Reihe von Genen, die normalerweise durch AML1 aktiviert 
werden [23]. 
 

Die Wirkungen von AML1-ETO gehen jedoch weit über den Differenzierungsblock 

hinaus. So bewirkt AML1-ETO nicht nur eine Repression, sondern auch eine Induktion 

von Genen, die an der Zelldifferenzierung beteiligt sind. Hierzu gehören die Gene Ap-1 

(Aktivatorprotein 1), UBP43 (Ubiquitin spezifische Protease 18) und auch der M-CSF 

Rezeptor. Der zugrunde liegende Mechanismus konnte bisher nicht vollständig geklärt 

werden. Weiterhin beeinflusst AML1-ETO die Expression und Funktion zahlreicher 

Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel MEF (myeloid ELF-like factor), PU.1 

(Transkriptionsfaktor der ets-Familie) und C/EBPα (ccaat-enhancer-binding protein α). 

So konnte nachgewiesen werden, dass AML1-ETO direkt mit MEF  interagiert, welches 

als ets-Protein an der Regulation von Genen der Hämatopoese beteiligt ist [72]. PU.1 ist 
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einer der wichtigsten ets-Transkriptionsfaktoren und wesentlich für die normale 

Myelopoese. Die transkriptionelle Aktivität von PU.1 wird durch AML1-ETO blockiert 

[126]. C/EBPα ist ein essentieller Regulator der granulozytären Differenzierung. Zum 

einen führt AML1-ETO zur verminderten Transkription von C/EBPα, zum anderen 

interagiert AML1-ETO direkt mit C/EBPα und inaktiviert auf diese Weise dessen 

Funktion [13; 15; 29; 88]. 

In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass AML1-ETO, PML-RARα und 

PLZF-RARα via Induktion von Plakoglobin zur Aktivierung des wnt-Signalweges 

führen und so in die Expressionsregulation von Onkogenen wie z.B. Zyklin D1 mit 

eingreifen. Die Induktion von Plakoglobin geschieht hierbei nicht über eine direkte 

Bindung der Fusionsproteine an den Promoter [79]. Neuere Publikationen bringen den 

wnt-Signalweg mit Proliferation und Selbsternerneuerungsfähigkeit von 

hämatopoetischen Vorläuferzellen in Verbindung [5; 82; 103]. 

Weiterhin nimmt AML1-ETO Einfluss auf die Expression von p14ARF, ein wichtiger 

Tumorsuppressor. p14ARF ist als ein bedeutender Stabilisator der p53 Funktion 

wesentlich an Prozessen der Proliferationskontrolle und Apoptose beteiligt [95; 141]. 

AML1-ETO ist in der Lage, die Expression von p14ARF direkt zu inhibieren [66]. 

Niedrige Level von p14ARF bei AML-Patienten scheinen mit einer schlechten 

Prognose verknüpft zu sein [78]. 

Zusätzlich zur Beeinflussung von Proliferation, Überleben und Apoptose von Zellen des 

hämatopoetischen Systems vermittelt AML1-ETO eine verstärkte 

Selbsterneuerungsfähigkeit. So zeigten Tonks et al., dass AML1-ETO zum  

Differenzierungsblock in der Erythro- und in der Granulopoese führt, gleichzeitig aber 

in einer vermehrten Selbsterneuerungfähigkeit von erythrozytären und granulozytären 

Vorläuferzellen mündet [123; 124]. 

Auf diese Weise wird deutlich, dass AML1-ETO nicht nur über eine Blockade der 

Differenzierung zur Pathogenese der AML beitragen kann, sondern dass weitere 

Mechanismen Einfluss auf Proliferation, Selbsterneuerungsfähigkeit, Apoptose und 

Überleben ausüben. 
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1.4.2 PML-RARα 

 

Die Translokation t(15;17), aus der das Fusionsprotein PML-RARα hervorgeht, ist 

charakteristisch für den AML Subtyp FAB M3. In rund 99% der APL-Fälle ist die 

Translokation nachweisbar. Dabei kommt es zur Fusion großer Teile des RARα Gens 

auf Chromosom 17 (17q12) mit annähernd der vollständigen Sequenz von PML auf 

Chromosom 15 (15q22) [89].  

PML ist ein Protein, dessen Funktion noch immer nicht vollständig verstanden wird. 

Eine wichtige Erkenntnis ist, dass einige Strukturen des Proteins an der Bildung von 

sogenannten nuclear bodies im Kern beteiligt sind und auf diese Weise mit Proteinen 

interagieren, die eine entscheidende Funktion bei der Kontrolle der Apoptose haben. 

Zudem rekrutiert PML durch post-translationale Modifikation Proteine an die nuclear 

bodies, von denen einige als transkriptionelle Aktivatoren (z.B. p53) oder Repressoren 

(z.B. Daxx (death-associated protein 6)) fungieren [121]. 

RARα steht für Retinsäurerezeptor α. Genau wie AML1 spielt auch RARα eine 

wichtige Rolle in der Myelopoese. Das RARα-Protein kann in sechs Regionen eingeteilt 

werden (A-F). Die Region C des Proteins enthält zwei Zinkfingermotive. Dieser 

Bereich vermittelt die Bindung des Rezeptors an die DNA. Die Bereiche der 

Promotoren, an die RARα binden kann, werden als retinoic acid response elements 

(RARE) bezeichnet. Wenn keine Retinsäure an den Rezeptor gebunden ist, fungiert 

RARα als transkriptioneller Repressor, indem es durch Rekrutierung von Co-

Repressoren (N-CoR, mSin3) und HDACs die DNA unzugänglicher für den 

Transkriptionsapparat macht. Wenn nun Retinsäure an RARα bindet, bildet RARα einen 

Komplex mit RXRα, einem weiteren Protein aus der Familie der Retinsäurerezeptoren. 

Dieser heterodimere Komplex agiert als Aktivator der Transkription indem Co-

Repressoren und HDACs entfernt werden. Dem Fusionsprotein PML-RARα bleibt die 

Fähigkeit der DNA-Bindung erhalten, allerdings wird die normale Reaktion des 

Rezeptors auf Bindung von Retinsäure behindert [64; 76]. Die physiologische 

Konzentration von Retinsäure ist nicht in der Lage den zur Transkription benötigten 

Prozess der Konformationsänderung in Gang zu setzen. Auf diese Weise unterbleibt die 

Expression von RARα- Zielgenen. Hohe Konzentrationen an Retinsäure führen jedoch 

zu einer physiologischen Funktion des Rezeptors, so dass eine Transkription der in die 
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Zelldifferenzierung involvierten Gene stattfinden kann [37; 44; 65]. So zeigten Grignani 

et al. 1998, dass bei einer Retinsäurekonzentration von 1x10-8 bis 2x10-5M PML-RARα 

völlig von N-CoR dissoziiert. Auf diese Weise ist durch systemische Gabe von ATRA 

eine Zelldifferenzierung in der APL zu erzielen [37].  

                    
Abbildung 1.4 PML-RARα: (a) Der Retinsäurerezeptor α des PML-RARα 
Fusionsproteins bindet im Promoterbereich (RARE) eines Zielgens an die DNA. Durch 
Rekrutierung von Co-Repressoren wird die DNA für den Transkriptionsapparat 
unzugänglich gemacht. Kommt es zur Bindung von Retinsäure (RA) in hoher 
Konzentration (b), werden Co-Repressoren und HDACs freigegeben und so die 
Transkription ermöglicht [37]. 
 

ATRA, auch bekannt unter dem Namen Tretinoin, ist ein natürlicher Metabolit des 

Vitamin A (Retinol). Es entsteht im Rahmen der Oxidation von Vitamin A durch die 

Retinoldehydrogenase und die Retinaldehydrogenase [90]. Retinoide spielen bei vielen 

Wachstums- und Differenzierungsvorgängen eine wichtige Rolle. So ist auch der 

therapeutische Einsatzbereich von ATRA sehr umfassend. Neben dem Einsatz von 

ATRA in der Therapie der Akne zeigten sich günstige Einflüsse auf den Verlauf 

maligner Erkrankungen. So hemmt ATRA beispielsweise das Wachstum des 

hepatozellulären Karzinoms  und es konnte eine antimetastatische Wirkung auf Zellen 

des invasiven Prostatakarzinoms bei Ratten beobachtet werden [34; 35; 85; 92]. Das 

erfolgreichste Einsatzgebiet von ATRA ist jedoch die Promyelozytenleukämie. Bereits 

1988 wurden erste klinische Studien in der Therapie der APL durchgeführt [100; 101]. 

Neben der Aufhebung des Differenzierungsblocks bewirkt die Therapie mit ATRA eine 

signifikante Reduktion der Verbrauchskoagulopathie, eine typische und 

lebensgefährliche Komplikation der APL. Durch den Einsatz von ATRA in der 

Therapie der APL konnte die Prognose der Patienten, die an dieser Form der AML 

erkrankt sind erheblich verbessert werden. 

a b
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Neuere Untersuchungen zu PML-RARα haben ergeben, dass die Zyklin A1-

Transkription durch PML-RARα induziert wird [81]. Das Zyklin A1-Protein wiederum 

interagiert mit RB, E2F und B-Myb [80; 136]. Auf diese Weise kann PML-RARα den 

Zellzyklus beschleunigen. Analog zu AML1-ETO konnte für PML-RARα eine 

Aktivierung des wnt-Signalweges über Plakoglobin nachgewiesen werden. 

 

1.5 Die Rezeptortyrosinkinase Flt3 

 

Flt3 (Fms-like tyrosine kinase 3) gehört zur Gruppe der Klasse-III-

Rezeptortyrosinkinasen (RTKs). RTKs sind transmembranäre Rezeptoren, die sich 

durch Proteintyrosinkinaseaktivität auszeichnen. Die RTKs der Klasse III bestehen aus 

fünf bis sieben extramembranären, immunglobulinähnlichen Domänen und einer 

zytoplasmatischen Tyrosinkinase-Domäne [10; 106; 107]. Flt3 wird vor allem in 

hämatopoetischem Gewebe exprimiert und ist in frühen hämatopoetischen 

Vorläuferzellen anzutreffen, in primitiven Stammzellen kommt sie dagegen nicht vor 

[73]. Der natürliche Flt3-Ligand (FL) führt durch Bindung zur Autophosphorylierung 

des Rezeptors, wodurch über eine Signalkaskade bestimmte Signalwege in der Zelle 

aktiviert werden. Hierzu gehören u.a. der PI3K/AKT- Signalweg und der Ras/MAP-

Kinase-Signalweg [7; 77; 139; 140]. Der STAT5 Signalweg wird durch den normalen 

Liganden kaum aktiviert. Über diese Signalwege werden Gene reguliert, die mit 

Proliferation, Überleben und Differenzierung von hämatopoetischen Zellen verknüpft 

sind. Eine Expression von Flt3 wird in 60 bis 90% der AML-Fälle beschrieben [8; 17; 

25; 105; 118]. In AML-Blasten ist die Expression von Flt3 gegenüber normalen 

hämatopoetischen Vorläuferzellen gesteigert. Es konnte gezeigt werden, dass FL in 

vitro zu Proliferationszunahme und gesteigertem Überleben von primären AML-Blasten 

führt [17; 67; 91; 118].  

Das Flt3-Gen ist eines der häufigsten Ziele von Mutationen in der AML. In 27 bis 35% 

der Fälle ist eine Mutation nachweisbar [135; 137]. Die meisten Flt3-Mutationen sind 

Längenmutationen (Flt3-LM). Sie sind in etwa 24 % aller AML Fälle anzutreffen [32]. 

Häufig sind dies sogenannte interne Tandemduplikationen (ITD) und Insertionen in der 

mRNA-Sequenz der juxtamembranären Domäne von Flt3. Das Vorkommen von Flt3-

ITD ist nicht an einen bestimmten FAB-Typ der AML geknüpft, häufig tritt diese 
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Mutation jedoch bei der APL (FAB-M3) auf [48; 55; 112]. Bei den ITDs handelt es sich 

um Aminosäuresequenzen variierender Länge (ca. 4-50 Aminosäuren), die verdoppelt 

sind, wodurch es zu einer Verlängerung der juxtamembranären Region des Rezeptors 

kommt. Die Mutationen sind in frame, d. h. „im Leserahmen“, hinter der Insertion wird 

die RNA korrekt weiter translatiert [59; 83; 102; 112]. Die Verlängerung der 

juxtamembranären Region mündet in einer konstitutiven Tyrosinkinaseaktivität von 

Flt3 [56]. Die autoinhibitorische Funktion, die der juxtamembranären Domäne 

zugeschrieben wird, geht durch die Verlängerung verloren [36; 56]. Diese Theorie 

wurde durch die Beschreibung der Kristallstruktur von Flt3 bestärkt. Diese zeigt, dass 

die juxtamembranäre Region im inhibierten Zustand von Flt3 verhindert, dass ATP ins 

aktive Zentrum des Enzyms gelangt. Tyrosinreste der juxtamembranären Region 

scheinen eine entscheidende Rolle für die Autoinhibition des Rezeptors zu spielen. Man 

geht davon aus, dass die Phosphorylierung dieser Tyrosinreste in einer Aktivierung von 

Flt3 mündet [36]. 

Es konnte in vitro gezeigt werden, dass Flt3-ITD zu einem 

wachstumsfaktorunabhängigen Wachstum und Überleben von myeloischen Zellen 

führt. Darüber hinaus konnte eine konstitutive Aktivierung der Signalwege von STAT5, 

Ras/MAP und PI3K/AKT beobachtet werden (siehe Abbildung 1.5) [27; 43; 56; 77; 

125]. Auf welche Weise die Mutation von Flt3 zustande kommt, ist bisher nicht 

hinreichend geklärt. Es existiert jedoch die Meinung, dass palindromische Sequenzen 

im Flt3-Gen in Kombination mit einem defekten DNA-Reparaturmechanismus zur 

Entstehung von Flt3-ITD beitragen [56]. In den meisten AML-Fällen werden die ITD- 

und die wt-mRNA co-exprimiert. Der Verlust des wt-Allels ist mit einer schlechten 

Prognose verknüpft [59; 122; 133]. Der Nachweis von Flt3-ITD im Subtyp FAB M3 

zum Zeitpunkt der Diagnose ist mit einer hohen Leukozytenzahl, hohen LDH Leveln 

und einem hohen Prozentsatz an Blasten im Knochenmark verknüpft [30; 54; 55; 59]. 

All dies spiegelt sich in einem erhöhten Risiko für Therapieversagen wider. Diese 

Verknüpfung von ITD-Nachweis und Prognose wurde durch klinische Studien auch für 

die anderen FAB-Subtypen nachgewiesen [2; 30; 48; 112; 122; 133]. 
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Abbildung 1.5 Schematische Darstellung der durch Flt3-ITD beeinflussten Signalwege. 
1. Wnt: Durch Flt3-ITD kommt es zur vermehrten Expression des FRZ4-Rezeptors, die 
Degradation von ß-Catenin durch GSK3-ß wird via wnt inhibiert. 2. STAT5: Flt3-ITD 
aktiviert den STAT5 Signalweg. 3. PI3K: Flt-ITD trifft auf erhöhte PI3K-Level und 
aktiviert diesen Signalweg. AKT blockiert Apoptosewege und induziert über mTOR die 
Proteinsynthese. 4. Ras/MAPK: Flt3-ITD aktiviert den Ras/MAPK-Signalweg. Über 
Ras wird zudem auch der PI3K-Signalweg aktiviert.  
 
Sallmyr et al. beschreiben in einer aktuellen Publikation einen möglichen Grund für die 

schlechte Prognose Flt3-ITD positiver Patienten. Sie haben nachgewiesen, dass in ITD-

positiven Zellen erhöhte Spiegel von Sauerstoffradikalen (ROS) vorliegen, welche zu 

einem erhöhten Vorkommen von DNA- Doppelstrangbrüchen und Reparaturfehlern 

führen. Das erhöhte Vorkommen dieser Sauerstoffradikale scheint via STAT5 vermittelt 

zu werden. Der STAT5 Signalweg vermittelt eine Aktivierung von RAC1, einer 

NADPH-Oxidase, die für die ROS-Produktion essentiell ist. Eine Behandlung mit 
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einem Flt3-Inhibitor verhindert gesteigerte ROS-Spiegel und resultiert in einer 

geringeren Anzahl von Doppelstrangbrüchen und einer gesteigerten Effektivität der 

DNA-Reparaturmechanismen [110]. 

Wie bereits beschrieben, ist der Nachweis einer Mutation des Flt3-Rezeptors mit einer 

schlechteren Prognose verknüpft. Mutationen des Flt3-Rezeptors haben eine hohe 

Prävalenz bei AML-Patienten. Dies zeigt, dass Flt3 ein interessantes Ziel für neue 

molekulartherapeutische Ansätze darstellt. In den letzten Jahren sind zahlreiche 

Tyrosinkinaseinhibitoren entwickelt worden. Einige dieser Substanzen wurden bereits 

in klinischen Studien mit unterschiedlichem Erfolg eingesetzt [58]. Im Rahmen dieser 

Doktorarbeit wurde PKC412 als Tyrosinkinaseinhibitor verwendet. PKC412 (N-

benzoylstaurosporin) gehört zur chemischen Klasse der Indolocarbazole und ist ein 

synthetischer Abkömmling des natürlichen Alkaloids Staurosporin. Wie alle direkten 

Flt3 Inhibitoren imitiert es die Purinringstruktur von Adenosin und ist so ein 

kompetetiver Antagonist an der ATP-Bindungsstelle der Kinasedomäne von Flt3. 

PKC412 wurde ursprünglich als Inhibitor der Proteinkinase C entwickelt. PKC412 

inhibiert jedoch nicht nur Flt3, sondern auch andere Rezeptortyrosinkinasen wie PDGF-

Rß und KIT [63]. Weisberg et al. zeigten 2002, dass PKC412 in Blasten von AML-

Patienten mit einer Mutation von Flt3 die Apoptose induziert. In Tiermodellen einer 

Flt3-induzierten myeloproliferativen Erkrankung konnte ein verlängertes Überleben 

unter PKC412 Therapie beobachtet werden [131]. Damit übereinstimmend zeigten 

Odgerel et al. 2008, dass die Effekte von PKC412 auf die Proliferation von 

leukämischen Zellen vom Vorhandensein einer Mutation von Flt3 abhängig sind [86]. 

In Zelllinien mit mutiertem Flt3 induziert PKC412 eine massive Apoptose, in Zelllinien 

ohne Flt3-Mutation wird hingegen ein Arrest in der G2-Phase des Zellzyklus 

hervorgerufen [86]. In einer klinischen Phase-2-Studie zeigte sich, dass bei 14 von 20 

Patienten mit einer Flt3-Mutation die Therapie mit PKC412 eine Reduktion der 

peripheren Blastenzahl um mehr als 50% bewirkte, in 6 Fällen reduzierte sich auch die 

Blastenzahl im Knochenmark signifikant [120]. Mittlerweile geht man davon aus, dass 

ein Großteil der klinischen Wirkung von PKC412 durch den aktiven Metaboliten 

CGP52541 vermittelt wird [63]. Da mit Flt3-Inhibitoren allein keine andauernde 

Remission erzielt werden kann, werden nun vielversprechende klinische Studien von 
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Flt3-Inhibitoren wie PKC412 in Kombination mit einer Polychemotherapie 

durchgeführt [58]. 

 

1.6 Zyklin D1 und Amino-terminal Enhancer of Split:  

Regulation durch Fusionsproteine in der AML 

 

1.6.1 Zyklin D1 
 

Zykline sind Proteine, die maßgeblich an der Regulation des Zellzyklus beteiligt sind. 

Zyklin D1 gehört zur Gruppe der G1-Zykline und reguliert den Übergang von der G1- 

in die S-Phase. Zyklin D1 bindet und aktiviert die Zyklin-abhängigen Kinasen cdk4 und 

cdk6. Dieser Komplex inaktiviert während der G1-Phase des Zellzyklus das 

Retinoblastoma Protein (pRb) durch Phosphorylierung. Dies führt zur Freisetzung des 

Transkriptionsfaktors E2F aus dem pRb-E2F-Komplex. E2F wiederum induziert die 

Transkription der zum Übergang von der G1- zur S-Phase benötigten Gene, wie zum 

Beispiel Zyklin E [26]. Der Zyklin D1-cdk4/6-Komplex unterstützt zudem die 

vollständige Inaktivierung von pRb durch Zyklin E-cdk2. 

 

 

     
 

Das Zyklin D1 Gen wird in vielen Krebsarten wie beispielsweise Brust-, Dickdarm-, 

Lungen-, Prostata-, Blasen- und Leberkrebs, sowie Plattenepithelkarzinomen von 

Ösophagus und der Kopf/Halsregion amplifiziert, bzw. überexprimiert. Zudem ist der 

genomische Lokus von Zyklin D1 (Chromosom 11q13) bei Nebenschilddrüsentumoren 

 
 
 
 
Abbildung 1.6 Schematische 
Darstellung des Zellzyklus. Die 
höchsten Zyklin D1 Level werden 
während der G1-Phase 
beobachtet. Im Komplex mit den 
cdks 4 und 6 leitet Zyklin D1 den 
Übergang in die S-Phase ein. 
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und bestimmten B-Zell-Lymphomen in chromosomale Aberrationen involviert, die zu 

einer vermehrten Expression von Zyklin D1 führen [41]. 

Es besteht die Theorie, dass diese Dysregulation der Expression von Zyklin D1 am 

Verlust der Restriktionspunktkontrolle beteiligt ist [26]. So konnte gezeigt werden, dass 

eine Überexpression von D-Zyklinen direkten Einfluss auf die Kontrolle des 

Restritionspunktes nimmt [45; 99]. Im Komplex mit cdk4 kann Zyklin D1 zum Beispiel 

Smad3 durch Phosphorylierung inaktivieren [74]. Smad3 (Mothers against 

decapentaplegic homolog 3) hat eine anti-proliferative Funktion, indem es durch 

transkriptionelle Aktivierung zur vermehrten Bildung von Zellzyklusinhibitoren wie 

p27KIP und p15INK4b führt [114]. 

In den letzten Jahren haben einige Untersuchungsergebnisse der Ansicht widersprochen, 

dass eine Überexpression von Zyklin D1 nur über eine cdk-abhängige 

Proliferationsinduktion zur Tumorigenese beiträgt. So zeigte sich, dass eine 

Überexpression von Zyklin D1 in Brustkrebszellen nicht zu einer verstärkten 

Expression von E2F Zielgenen führt. Im Gegensatz zu den Tumoren mit inaktiviertem 

pRb oder einer Zyklin E-Überexpression konnte in den Zyklin D1 überexprimierenden 

Tumoren keine gesteigerte Proliferation festgestellt werden [47; 84; 142]. Weiterhin 

zeigte sich, dass die Zyklin D1-Level nicht mit der Expression von Ki67, einem Marker 

von proliferierenden Zellen, korrelieren [115]. Diese Ergebnisse werden so gedeutet, 

dass das onkogene Potential einer Zyklin D1-Überexpression über andere Wege als über 

die cdk-abhängige, mittels E2F vermittelte Beschleunigung des Zellzyklus ausgeübt 

wird [87; 130].  

In Einklang hiermit konnte gezeigt werden, dass Zyklin D1 die Aktivität 

unterschiedlichster Transkriptionsfaktoren wie DMP1 (cyclin D1-interacting myb-like 

protein 1), den Androgenrezeptor und STAT3 (signal transducer and activator of 

transcription 3) beeinflusst [26]. Auf diese Weise eröffnen sich unterschiedliche 

Signalwege, über die Zyklin D1 sein onkogenes Potential entfalten kann. 

Neuere Untersuchungen von Lamb et al. haben gezeigt, dass C/EBPß 

(CCAAT/enhancer-binding protein ß) an der transkriptionellen Regulation durch Zyklin 

D1 beteiligt ist und ein direkter Effektor der Zyklin D1 Aktivität ist [60]. C/EBPß ist ein 

Transkriptionsfaktor, der durch Regulation der Genexpression die Differenzierung und 

Funktion verschiedener Gewebe maßgeblich steuert [62]. Zyklin D1 fungiert als 
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Antagonist von C/EBPß. Es konnte bereits vorher gezeigt werden, dass eine 

Unterbrechung der Signaltransduktion von C/EBPß zu maligner Transformation 

beitragen kann. Die Interaktion von C/EBPß und Zyklin D1 scheint in die Entstehung 

von humanen Tumoren verwickelt zu sein [26; 60]. 

 
Die Expression von Zyklin D1 wird über Signalwege gesteuert, von denen viele auch in 

die Pathogenese der AML verwickelt sind. So kommt es über Aktivierung des 

Ras/MAPK- und des wnt-Signalweges (siehe Abbildung 1.5) zu einer vermehrten 

Expression von Zyklin D1 [26]. Zudem konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt 

werden, dass es durch die Einwirkung der Fusionsproteine in der AML zu einer 

Aktivierung des wnt-Signalweges mit konsekutiver Expressionssteigerung von Zyklin 

D1 kommt (siehe Abbildung 1.8). Die Untersuchungen haben weiterhin ergeben, dass 

AML1-ETO auch direkt an den Zyklin D1-Promoter binden und ihn aktivieren kann. 

Die Aktivierung des Promoters geschieht dabei TCF-unabhängig [79]. 

 

 

Abbildung 1.7 
Mögliche Effekte von 
Zyklin D1: A: Zyklin 
D1 bewirkt über eine 
Phosphorylierung vom 
Retinoblastomaprotein 
eine Transkription von 
E2F Zielgenen. B: 
Zyklin D1 bewirkt über 
eine Beeinflussung von 
Zyklin E eine 
Transkription von E2F 
Zielgenen. C: Zyklin D1 
kann unabhängig von 
den cdks verschiedene 
Transkriptionsfaktoren 
in der Funktion 
beeinflussen [60]. 
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1.6.2 Amino-terminal Enhancer of Split 
 

AES (Amino-terminal Enhancer of Split) gehört zur Gruppe der TLE-Proteine (TLE = 

Transducin-like Enhancer of Split). Die TLE-Proteine stellen das humane Homolog der 

Groucho-Proteine von Drosophila dar, einer Familie von hoch-konservierten 

transkriptionellen Co-Repressoren. Die Grouchos und auch die TLE-Proteine bestehen 

aus fünf Proteindomänen, AES ist jedoch eine verkürzte Variante. Das AES-Gen codiert 

nur die beiden N-terminalen Domänen der TLEs, die Q- und die GP-Domäne. Die 

homologen murinen Gene heißen Grg (Groucho-related genes), Grg 5 entspricht dabei 

AES. Die „langen“ Grgs fungieren als Co-Repressoren der Transkription. Sie bilden 

Tetramere und binden den Transkriptionsfaktor TCF, der normalerweise über den wnt-

Signalweg durch ß-Catenin aktiviert wird. Durch Rekrutierung von HDACs sorgen die 

Groucho-Proteine für eine starke Repression der Transkription. Anders ist es bei AES 

und Grg5. Sie binden ebenfalls an TCF, jedoch findet keine Rekrutierung von HDACs 

statt. Auf diese Weise verhindern sie eine Repression der Transkription [11; 12]. AES 

trägt so zur Transkription von Zielgenen des wnt-Signalweges bei. Wie bereits erwähnt, 

Abbildung 1.8 Induktion der 
Zyklin D1- Expression durch 
Fusionsproteine via wnt-
Signalweg. Die Fusionsproteine 
aktivieren Plakoglobin (γ-
Catenin), welches im Komplex 
mit TCF (Transkriptionsfaktor) 
zu einer vermehrten Expression 
von Zielgenen wie z.B. Zyklin 
D1 führt. 
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sind diese Gene (u.a Zyklin D1, c-myc) an der Regulation von Zellproliferation, - 

überleben  und - differenzierung beteiligt. 

 

Abbildung 1.9 Regulation 
der Tcf-Aktivität durch 
Grg- und Grg5-Funktion. 
Die Expression von Tcf-
Zielgenen wird nach 
Bindung von ß-Catenin 
aktiviert. Wenn Grg Tcf 
bindet, findet eine 
Repression statt. Bei 
gleichzeitiger Bindung von 
Grg und Grg5 an Tcf 
werden weniger HDACs 
rekrutiert, die Repression 
ist schwächer. Bei 
ausschließlicher Bindung 
von Tcf durch Grg5 findet 
keine Repression statt [12]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Sekkai et al. haben herausgefunden, dass AES ein direktes Zielgen von STAT3 in 

embryonalen Stammzellen ist. Nach Einleitung der Differenzierung der embryonalen 

Stammzellen wird AES durch Entzug von LIF in diesen Zellen herunterreguliert. Es ist 

bekannt, dass STAT3 eine wichtige Rolle in der Vermittlung von 

Selbsterneuerungsfähigkeit und Aufrechterhaltung der Pluripotenz von embryonalen 

Stammzellen zukommt. Zudem ist STAT3 ein Transkriptionsaktivator, der in vielen 

menschlichen Krebsarten eine übermäßige Aktivität zeigt. Man weiß, dass Zielgene von 

STAT3 über Vermittlung von Proliferation, Überleben, Selbsterneuerungsfähigkeit, 

Invasion sowie Angiogenese an der Entstehung von Tumoren beteiligt sind [28]. In der 

Promoterregion von AES wurden drei STAT-bindende Elemente nachgewiesen, im 

Rahmen von Chromatin-IP Experimenten konnte gezeigt werden, dass endogenes 
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STAT3 an den AES-Promoter bindet und die Transkription von AES stimuliert [113]. 

Auf diese Weise ist AES an der Vermittlung der Selbsterneuerungsfähigkeit durch 

STAT3 beteiligt und bildet gleichzeitig eine Verbindung zwischen dem STAT3-

Signalweg und dem wnt-Signalweg.  

Mäuse, die kein AES exprimieren, sind lebensfähig, etwa die Hälfte dieser Tiere weist 

jedoch Wachstumsdefekte auf [47; 128].  

Bereits seit längerer Zeit weiß man, dass TLE/Grg Proteine mit RUNX-

Familienmitgliedern interagieren können. Zu dieser Gruppe gehört auch AML1/Runx1. 

Die Interaktion geschieht über eine C-terminale Peptidsequenz von AML1 (VWRPY) 

und wird hauptsächlich durch die SP Domäne von TLE1 vermittelt. TLE1 ist auf diese 

Weise in der Lage, die durch AML1 induzierte Transaktivierung von 

Zielgenpromotoren zu inhibieren [4; 46]. Die VWRPY-Proteinsequenz fehlt im AML1-

ETO Fusionsprotein. Neuere Experimente haben jedoch ergeben, dass AML1-ETO 

dennoch sowohl mit TLE1 als auch mit TLE4 komplexieren kann [20].  

Eine Mutation, die relativ häufig mit der Translokation t(8,21) vergesellschaftet ist, ist 

die Deletion eines Teiles des langen Arms von Chromosom 9, del(9q). Zu den 

bekannten Genen dieser Region gehören auch TLE1 und TLE4. In del(9q) positiven 

AML-Proben zeigte sich eine verminderte Expression von TLE1 und TLE4. In weiteren 

Experimenten fand man heraus, dass die Höhe der TLE-Spiegel die Zellproliferation 

von AML1-ETO-positiven Zellen beeinflusst. Durch Verlust der TLE-Expression 

kommt es zu einer Verdopplung der Zellteilungsrate, also zu einem Wachtumsvorteil in 

AML1-ETO positiven Zellen. Wenn TLE1 oder TLE4 hingegen überexprimiert wird, 

kommt es zu einem Anstieg der Apoptose. Der Verlust der TLE-Funktion in AML1-

ETO positiven Zellen könnte somit den von AML1-ETO vermittelten 

Wachstumsnachteil, den Zellzyklus-Arrest und die erhöhte Apoptose ausgleichen und 

damit zur Leukämogenese beitragen [20].  

Dies alles verdeutlicht, dass sowohl TLE als auch AES eine kritische Rolle in der 

Vermittlung von Wachstums- und Überlebensvorteilen in menschlichen Zellen spielen 

und dass eine Störung der physiologischen Funktionen zur Entstehung maligner Zellen 

beitragen kann. 
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2 Material und Methoden 
 

2.1 Zelllinien und Kulturbedingungen 

 

2.1.1 Zelllinien 

 

2.1.1.1 NB4-Zellen 

 
Bei der humanen Zelllinie NB4 handelt es sich um Zellen, die 1989 aus dem 

Knochenmark einer 23 Jahre alten Patientin mit einer akuten Promyelozyten Leukämie 

(AML FAB M3) isoliert wurden. Diese Zelllinie trägt die Translokation t(15;17), aus 

der das Fusionsprotein PML-RARα hervorgeht. Die Zelllinie NB4-R2 trägt eine 

Mutation im Retinsäurerezeptors α, die zu einer Resistenz auch gegenüber hochdosierter 

Retinsäure (ATRA) führt.  

Des Weiteren wurde die Zelllinie NB4-Flt3-ITD verwendet. Die ITD Mutation führt zu 

einer konstitutiven Aktivierung Flt3-abhängiger Signale.  

Mittels FACS-Analyse wurde das Vorhandensein von hFlt3-ITD vor dem Start der 

Versuche nachgewiesen. Hierzu wurden die entsprechenden Zellen abzentrifugiert, mit 

PBS gewaschen und anschließend durch Zugabe von eiskaltem, 70-prozentigem 

Ethanol 2h fixiert. Nach abermaligem Waschen mit PBS erfolgte die Zugabe von 5 µl 

des entsprechenden Antikörpers (anti-human-CD135 oder IgG1 als unspezifische 

Kontrolle) und Inkubation für 2h bei 4°C im Dunkeln. Anschließend wurden die 

Ansätze erneut gewaschen und nach Aufnahme in PBS mittels FACS-Analyse wurde 

die Expression bestimmt. Die Zellen standen in der Arbeitsgruppe zur Verfügung. 

 

2.1.1.2 U937-Zellen 

 
Die U937 (ATCC CRL-1593.2) Zelllinie wurde 1974 von Sundstrom und Nilson aus 

Lymphgewebe isoliert. Es handelt sich um eine humane myeloische Zelllinie, die durch 

den Überstand einer Lymphozytenkultur, durch Vitamin D3, Retinsäure, Phorbolester, 

Gamma Interferon und TNF (Tumornekrosefaktor) zur Differenzierung angeregt 

werden kann. Verwendet wurden ebenfalls die Zelllinien U937 (B412) und U937 (PR9). 
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Die U937 (B412) Zelllinie ist induzierbar transfiziert mit dem Fusionsprotein PLZF-

RARα , U937 (PR9) mit dem Fusionsprotein PML-RARα [97]. Die Zellen standen in 

der Arbeitsgruppe zur Verfügung. 

 

2.1.1.3 32D-Zellen 

 
Bei der Zelllinie 32D handelt es sich um murine, myeloische Knochenmarkszellen. 

Diese stammen ursprünglich von C3H/HeJ Mäusen, die mit dem friend murine 

leukemia virus (F-MuLV) infiziert wurden. Neben der Wildtyp-Version wurden von 

dieser Zelllinie zwei weitere Varianten bei den Versuchen eingesetzt. Die Zelllinie 32D 

hFlt3-ITD ist stabil mit einer humanen Mutante der Rezeptortyrosinkinase Flt3 

transfiziert, die Zelllinie 32D hFlt3-wt mit der humanen Wildtypvariante. Die Zellen 

standen in der Arbeitsgruppe zur Verfügung. 

 

2.1.1.4 Patientenproben 

 
Die verwendeten Proben stammen auschließlich von Patienten, die im Rahmen einer 

klinischen Studie behandelt worden sind [14]. Die Patienten haben zur 

wissenschaftlichen Verwendung des Probematerials ihre schriftliche 

Einverständniserklärung gegeben. Die Verwendung der Proben zu wissenschaftlichen 

Zwecken wurde zudem von der zuständigen Ethikkomission genehmigt. Aus den 

Proben wurde zur weiteren Verwendung Protein und RNA isoliert.  

 

2.1.2 Kulturbedingungen 

 
Alle Zelllinien wurden in RPMI 1640 Medium mit 10% fetalem Kälberserum (FCS), 

2% L-Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin bei 37 C und 5% CO2 im 

Begasungsbrutschrank inkubiert. NB4-Flt3wt und NB4-Flt3-ITD Zellen wurden 

zusätzlich mit Neomycin selektioniert. Das Medium für alle verwendeten murinen 

Zellen wurde zusätzlich mit 10% WEHI-Zellüberstand versetzt, der IL-3 enthält. Die 

32D Zelllinien mit Flt3-Konstrukten wurden zusätzlich mit Blasticidin (15 µg/ml) 

selektioniert. 
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PLAT-E-Zellen wurden in DMEM-Medium mit 10% FCS und ansonsten unter den 

gleichen Bedingungen wie alle anderen Zellen kultiviert.  

 

2.1.3 Zellbehandlungen 

 
NB4 Zelllinien: 

Je 3x107 Zellen wurden entweder ATRA (1 µM), Ethanol (1 µM), PKC412 (300 nM) 

oder DMSO (300 nM) im Kulturmedium exponiert. Nach 0, 12, 24 und 48 Stunden 

wurde von jedem Ansatz Protein und RNA isoliert. 

 

32D Zellinien: 

Je 3x107 Zellen wurden entweder Interleukin 3 (1 ng/ml), FL (20 ng/ml), PKC412 (50-

300 nM) oder DMSO (50-300 nM) exponiert. Protein und RNA wurden nach 0, 12, 24 

und 48 Stunden isoliert. Für die Expressionsbestimmung von AES in murinen Zellen 

(siehe 3.2.2) wurden 32D-Flt3-wt /32D-Flt3-ITD Zellen für 6 Stunden mit IL-3 (1 

ng/ml) oder FL (20 ng/ml) behandelt. Im Anschluss wurde die Proteinexpression von 

Amino-terminal Enhancer of Split bestimmt. 

 

U937 Zellinien: 

U937 Zellen wurden mit AML1-ETO in einem induzierbaren Vektor (PMT) transfiziert. 

Nach Induktion der Expression durch Zugabe von Zink wurde ein Teil der Zellen mit 

Trichostatin A, einem Histondeacetylasehemmstoff, behandelt (1 µM für 2h). Im 

Anschluss wurde die mRNA-Expression von AES quantifiziert. 

 

2.2 Vektoren und Plasmide 

 
PMY: Der Vektor wird nach retroviraler Transduktion der Zielzellinien (nur murin) 

stabil in das Genom integriert. Zusätzlich zum einklonierten Gen wird GFP exprimiert, 

was eine einfache Selektion der transfizierten Zellen ermöglicht. 

pcDNA3: eukaryotischer Expressionsvektor. Eine Selektion der transfizierten Zellen 

kann mit Neomycin erfolgen.  
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pRNAT-H1.1/Neo: eukaryotischer Expressionsvektor, der zusätzlich zum einklonierten 

Gen GFP exprimiert, was eine einfache Identifikation der transfizierten Zellen 

ermöglicht. Die Selektion der positiven Zellen erfolgt mittels Neomycin. 

Die Expression der auf PMT und Pr9-Vektoren kodierten Gene wurden jeweils vor den 

Experimenten für 12h mit 100 µM Zinksulfat induziert. 

 

2.3 Oligonukleotide 

 
shRNA AES M1:  

fwd: GAT CCC GTA GTA CAT GAC GTA ATG CCT CTT GAT ATC CGG AGG 

CAT TAC GTC ATG TAC TAT TTT TTC CAA A 

rev: AGC TTT TGG AAA AAA TAG TAC ATG ACG TAA TGC CTC CGG ATA 

TCA AGA GGC ATT ACG TCA TGT ACT ACG G 

 

shRNA AES M2 : 

fwd: GAT CCC GTG ATG GAG TTC AGC TCA GGA GTT GAT ATC CGC TCC 

TGA GCT GAA CTC CAT CAT TTT TTC CAA A 

rev: AGC TTT TGG AAA AAA ATG ATG GAG TTC AGC TCA GGA GCG GAT 

ATC AAC TCC TGA GCT GAA CTC CAT CAC GG 

 

scrambled version (scr 1024):  

fwd: GAT CCC AGA TCC GTA TAG TGT ACC TTA TTG ATA TCC GTA AGG 

TAC ACT ATA CGG ATC TTT 

rev: AGC TTT TGG AAA AAA AGA TCC GTA TAG TGT ACC TTA CGG ATA 

TCA ATA AGG TAC ACT ATA 

 

Taqman-Primer: 

human und murin: 

AES fwd 5`TGT CCT ACG GAT TGA ACA TCG A 3` 

AES rev 5`GGC GCA AAT CCC ATT CAG 3` 

Sonde  5`ATG CAG AAA CAG GCG GAA ATT GTG AAG 3`   
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human: 

GAPDH fwd 5`GAA GGT GAA GGT CGG AGT C 3` 

GAPDH rev 5`GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC 3` 

Sonde  5`CAA GCT TCC CGT TCT CAG CC 3` 

 

Zyklin D1 fwd  5`ACT ACC GCC TCA CAC GCT TC 3` 

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

Sonde   5`CCA GAG TGA TCA AGT GTG ACC CGG ACT 3` 

 

Sequenzierungsprimer: 

T7 (fwd): 5`TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 3` 

BGH (rev): 5`TAG AAG GCA CAG TCG AGG 3` 

 

2.4 shRNA Konstrukte 

 
Zur Herunterregulation von AES in vivo wurde eine shRNA sowie eine Zufallssequenz 

gleicher Länge in den Expressionsvektor pRNAT-H1.1Neo kloniert.  

(Primer wurden über Genescript bezogen).  
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Abbildung 2.1: pRNAT-H1.1/Neo,Vektor für die shRNA-Konstrukte.    
        
Die shRNA Inserts wurden jeweils in einem Gesamtvolumen von insgesamt 50 µl mit je 

220 pmol der forward- und reverse-Oligonukleotide mit Reaktionspuffer (10mM Tris-

HCl, 50mM NaCl, 1mM EDTA) angesetzt und durch Erhitzen und anschließendes 

langsames Abkühlen aneinandergelagert (Thermocycler-Programm: 95°C 4 min gefolgt 

von je 10 min bei 70, 65, 60, 55, 50, 45, 40, 35 und 30°C, gefolgt von 1h 30 min bei 

25°C und weiteren 10 min bei je 20 und 15°C).  

Der Vektor und die shRNA-Inserts wurden in Gegenwart des entsprechenden Puffers 

(NEB2) mit BamH1 und HindIII für 1h bei 37°C verdaut. Nach Gelaufreinigung des 

linearisierten Vektors sowie der Inserts wurde beides im Verhältnis 3:1 über Nacht bei 

16°C mittels Roche-T4-Ligase ligiert. Je 3 µl des Ligationsansatzes wurden durch 

Hitzeschock in chemokompetente DH5α Bakterien transformiert. Vor Ausplattieren auf 

ampicillinhaltigen LB-Platten wurden die Bakterien für eine Stunde bei 37°C in SOC-

Medium inkubiert. Aus ampicillinresistenten Klonen wurden die Plasmide isoliert 

(mittels Quiagen MiniPräp-Kit, nach den Angaben des Herstellers). Der Erfolg der 

Klonierung wurde durch Kontrollrestriktion der Plasmide mit BamH1 und HindIII, 
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gefolgt von Agarose-Gelelektrophorese sowie Sequenzierung der positiven Plasmide 

nachgewiesen. Dazu wurden 1 µl des Plasmids mit 12,5 pmol T7-Primer, 2 µl von 5-

fach BD-Reaktionspuffer sowie 1 µl Bigdye 3.1 (Applied Biosystems) gemischt, mit 

Wasser auf 10 µl aufgefüllt und der Sequenzier-PCR zugeführt. 

 

2.5 Transfektionen 

 
32D Zellen wurden mittels Elektroporation mit den erstellten shRNA Konstrukten 

transfiziert. Hierzu wurden die Zellen auf eine Dichte von 3x106 /ml eingestellt und in 

800 µl PBS resuspendiert. Pro Ansatz wurden 30 µg DNA eingesetzt. Die 

Elektroporation wurde mit dem Elektroporationsimpulsgenerator EPI 2500 

durchgeführt, wobei eine Spannung von 330 V für 6 msec verwendet wurde. Die Zellen 

wurden nach der Elektroporation in 6-Loch-Platten aufgenommen. Nach 48 Stunden 

wurden GFP positive Zellen mittels Fluoreszenz-basierter Durchflusszytometrie isoliert 

und die Selektion mit Neomycin (G418) in entsprechender Dosis aufgenommen. 

 

2.6 Protein-Isolation und Westernblots 

 
Protein-Lysate wurden durch Lyse der Zellen mit  Radioimmunpräzipitations (RIPA)-

Puffer gewonnen. Die Zellen wurden abzentrifugiert, einmal in PBS gewaschen und 

anschließend in einer angemessenen Menge an LYSE-Puffer aufgenommen und 30 min 

auf Eis inkubiert. Die Lysate wurden bei 13000 U/min abzentrifugiert und die 

proteinhaltigen Überstande abgenommen. Die Proteinkonzentration wurde 

photometrisch mittels BCA-Test nach den Angaben des Herstellers (Pierce) bei einer 

Wellenlänge von 280 nm bestimmt.  

20-80 µg Protein wurden mittels Elektrophorese in einem Polyacrylamidgel (4-15% 

Tris-HCL, BIORAD) bei 80-120 Volt aufgetrennt. Das Blotten der Proteine auf eine 

Nitrozellulosemembran erfolgte bei 21 Volt und 4°C über Nacht. Die Membran wurde 

mit 5% entfetteter Milch geblockt und im Anschluss die zu untersuchenden Proteine mit 

Hilfe der in Tabelle 2.1 aufgelisteten Antikörper nachgewiesen. Als Ladekontrolle 

wurde ß-Aktin nachgewiesen. 
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Spezies Erstantikörper Quelle Hersteller Verdünnung Zweitantikör
per 

Human Anti-Zyklin-D1  Kaninchen, 
monoklonal 

LAB VISION 
Corp. 

1/50 anti 
Kaninchen 
Ig-G 

Murin Anti-Zyklin-D1  Maus, 
monoklonal 

Santa Cruz 
Tech. 

1/50 anti Maus 
Ig-G  

 Anti-eIF4E Kaninchen, 
polyklonal 

Cell Signaling 
Tech. 

1/1000 anti 
Kaninchen 
Ig-G 

 Anti-phospho 
eIF4E 

Kaninchen, 
polyklonal 

Cell Signaling 
Tech. 

1/1000 anti 
Kaninchen 
Ig-G 

 Anti-AKT Kaninchen, 
polyklonal 

Cell Signaling 
Tech. 

1/1000 anti 
Kaninchen 
Ig-G 

 Anti-phospho 
AKT 

Kaninchen, 
polyklonal 

Cell Signaling 
Tech. 

1/1000 anti 
Kaninchen 
Ig-G 

 Anti-AES  Kaninchen, 
N/A 

Imgenex Corp. 1/1000 anti 
Kaninchen 
Ig-G 

Tabelle 2.1: Antikörper für die Westernblotanalysen 

 

2.7 RNA-Isolation, Reverse Transkription und Real-Time RT-PCR 

RNA-Isolation: 

Die RNA der verwendeten Zelllinien wurde mit TRIzol Reagens (Total RNA Isolation 

Reagent) laut Protokoll des Herstellers (GIBCO BRL) isoliert: 

 

1. Homogenisation:  

Die Zellen wurden zentrifugiert, das Zellpellet anschließend in 1 ml Trizol 

Reagens pro 1x 107 Zellen aufgenommen und lysiert. 

2. Separationsphase: 

Das Lysat wurde im Anschluss 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es 

wurde 0,2 ml Chloroform hinzugefügt, geschüttelt und erneut für 2-3 Minuten 

inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (12.000 x g für 14 Minuten bei 4°C) 

konnte die obere, RNA-enthaltende Phase abgenommen werden. 

3. RNA Präzipitation: 

Die RNA wurde durch Mischen mit 0,5 ml Isopropanol präzipitiert. Nach 

zehnminütiger Inkubation bei Raumtemperatur und anschließender 
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Zentrifugation (12.000 x g für 10 Minuten bei 4°C) war das RNA-Präzipitat als 

Pellet sichtbar. 

4. RNA Waschen: 

Der Überstand wurde entfernt, das Pellet in 1ml 75% Ethanol gewaschen. Nach 

gründlicher Durchmischung mittels Vortex erfolgte erneut eine Zentrifugation 

(7500 x g für 5 Minuten bei 4°C) 

5. Wiederauflösen der RNA: 

Nach Lufttrocknung konnte das Pellet in 20 µl DEPC RNAse freiem Wasser 

aufgenommen und inkubiert werden (10 Minuten bei 55-60°C). 

 

Im Anschluss wurde die Konzentration der RNA photometrisch bei einer Wellenlänge 

von 260 nm bestimmt. 

 

Reverse Transkription: 

Anhand der zuvor isolierten RNA wurde mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase 

(eine RNA-abhängige DNA-Polymerase) ein DNA Strang erstellt, der zur eingesetzten 

RNA komplementär ist (cDNA = complementary DNA). Die Reverse Transkription 

erfolgte nach dem Protokoll der Firma Promega mit M-MLV (Molony murine leukemia 

virus) reverser Transkriptase unter Verwendung von RNAse-Inhibitoren (RNAse out, 

Promega). 

 

Real-Time RT-PCR: 

Die auf diese Weise gewonnene cDNA wurde im Anschluss unter Verwendung 

spezifischer Primer und Sonden (siehe Punkt 2.3) mittels Real-Time PCR quantifiziert. 

Die Messung der cDNA erlaubt direkte Rückschlüsse auf die mRNA-Expressionslevel 

der untersuchten Gene. 

Alle amplifizierten Sequenzen wurden durch ein Primer- und Sondensystem detektiert. 

Die Sonde ist mit einem Floureszenzfarbstoff markiert, der während der Amplifikation 

durch Abspaltung aktiviert wird. In allen Fällen wurde GAPDH als Referenzgen 

verwendet und die mRNA-Expression mit Hilfe einer Standardkurve errechnet. 

 

 



Material und Methoden 

32 

2.8 Retrovirale Transduktion von primärem Mausknochenmark  

 
Herstellung retroviraler Überstände: 

An Tag 0 wurden 2-3 x 106 PLAT-E Zellen in einer Zellkulturschale in 10 ml DMEM 

Medium mit 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin (P/S) ausgesät. Diese Zellen, die 

stabil die benötigten Virushüllproteine exprimieren, wurden mittels Lipofectamin nach 

Angaben des Herstellers (Invitrogen) mit je 6-8 µg Plasmid-DNA (PMY) an Tag 1 

transfiziert (in 5 ml Medium). 4 Stunden nach Transfektion wurden weitere 5 ml 

Medium zugefügt. Vierundzwanzig Stunden nach der Transfektion wurde der 

Zellüberstand, der die an das Medium abgegebenen Viren enthält, abgenommen und 7 

ml frisches Medium zugegeben. Dies wurde im 12-Stunden Rhythmus bis zum Tag 5-6 

wiederholt. Die Virusüberstände wurden sterilfiltriert und bei 4°C gelagert.  

 

Der „Virus Titer“ berechnet sich wie folgt: 

Titer = % der transduzierten Zellen x ausgesäte Zellen x Zellteilungsfaktor x 

Verdünnungsfaktor = „number of fluorescent transfer units (FTU)“ pro ml 

Virusüberstand 

 

Transduktion von murinen Knochenmarkszellen: 

Der nachfolgende Tierversuch wurde durch das Veterinär- und 

Lebensmittelüberwachungsamt Münster am 15.04.2005 genehmigt 

(Tierversuchsantragsnummer G15/2005). 

Tag 1: Am ersten Tag erfolgte die intraperitoneale Injektion von 5-FU (5-Fluoruracil) in 

einer Menge von 150 µg/g Körpergewicht der Maus. 

Tag 5: Am fünften Tag erfolgte die Isolation der Knochenmarkszellen aus den 

Oberschenkelknochen der injizierten Mäuse. Das Knochenmark wurde mit IMDM 

(Iscove modified Dulbecco medium) mit 10% FCS und 1% P/S aus den Femurknochen 

gespült. Im Anschluss wurden die erythroiden Zellen durch Zugabe eines hypotonen 

Puffers lysiert. Die Separation erfolgte mittels Zentrifugation (5 min bei 1000 U/min) 

und Waschen mit PBS. Die Zellen wurden gezählt und in einer Dichte von 2 x 106 pro 

10 cm Zellkulturschale ausgesät. Das Wachstum der Zellen wurde durch Zusatz von 

Wachstumsfaktoren zum Medium stimuliert (IMDM mit Glutamat, Pyruvat, 20% FCS, 

1% P/S, 10 ng/ml murinem IL-3, 5 ng/ml humanem IL-6 und 50 ng/ml murinem SCF). 
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Tag 7: Am siebten Tag erfolgte die Transduktion der Zellen. Hierzu wurde eine 6-Loch-

Platte mit Nanofectin beschichtet (Inkubation 2h bei Raumtemperatur). Danach wurde 

die Platte mit 1% HSA (humanes Serumalbumin) in PBS für eine halbe Stunde bei 

Raumtemperatur geblockt, um eventuell unbeschichtete Stellen abzudecken. Hierauf 

wurde einmal mit HBSS-Puffer gewaschen und dann je 3 ml Virusüberstand pro well 

zugegeben. Anschließend erfolgt eine halbstündige Zentrifugation bei 3000 U/min und 

4°C, dabei wurden jeweils 3 ml des Virusüberstandes durch frischen Überstand ersetzt. 

Dieser Vorgang wurde insgesamt dreimal durchgeführt. Nach der letzten Zentrifugation 

wurde der Überstand komplett abgenommen und die Knochenmarkszellen auf die 

beschichteten Platten gegeben, 5 min bei Raumtemperatur und 400 g zentrifugiert und 

über Nacht inkubiert. Dieser Transduktionsvorgang wurde an Tag 8 und Tag 9 erneut 

durchgeführt. Im Anschluss erfolgte die Selektion der GFP-positiven Zellen mittels 

Durchflusszytometrie. Aus den GFP-positiven Zellen wurden nun Kolonie-Assays 

angesetzt. 

 

2.9 Klonales Wachstum in Methylcellulose (Kolonie-Assay) 

 
Die mit den shRNA - und Kontrollkonstrukten stabil transfizierten 32D Zellen wurden 

abzentrifugiert, mit IMDM gewaschen und auf eine Dichte von 500 Zellen pro µl 

eingestellt. Pro Triplikat wurden 460 µl dieser Zellsuspension pro 35 mm 

Zellkulturschale in 1 ml Medium (IMDM mit 1% Methylcellulose, 20% FCS, 1 ng/ml 

IL-3 und ggf. 0,6 ng/ml Neomycin) ausgesät. Die Kolonieanzahlen wurde an den 

angegeben Tagen gezählt und photografisch dokumentiert.  

Die Kolonie-Assays mit murinem Knochenmarkszellen wurden mit einer vorgefertigten 

Methylcellulosemischung angefertigt, die neben IL-3 weitere essentielle 

Wachstumsfaktoren (IL-6, mSCF) enthielt. Die verwendete Zellzahl und 

Inkubationsbedingungen war identisch mit den 32D Kolonie-Assays.  

  

2.10 Replating 

 
Bei den Kolonie Assays mit primären Mausknochenmark wurden die Zellen nach 

erfolgreicher Erstauswertung in einem weiteren Assay ausgesät. Dazu wurde der Inhalt 

der Zellkulturschale in PBS gelöst und mehrmals mit PBS gewaschen. Die Zellen 
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wurden gezählt und dann erneut auf ihre Fähigkeit zur Kolonienbildung getestet. Pro 

Zellkulturschale wurden 2 x 103 Zellen ausgesiedelt (Medium siehe 2.9). Diese 

Replatings wurden ebenfalls 3-fach angesetzt. Die Kolonien wurden nach 7-10 Tagen 

gezählt. Dieser Vorgang wurde so lange wiederholt bis kein Kolonienwachstum mehr 

zu beobachten war.  

 

2.11 Tissue Micro Arrays 

 
Der AES-Expressionsgrad von Patientenknochenmark wurde im Rahmen von Tissue 

Micro Arrays an Knochenmarkstanzen untersucht. Diese Tissue Micro Arrays enthielten 

Proben von 143 erstdiagnostizierten, unbehandelten AML-Patienten, als Kontrolle 

dienten 40 Proben physiologischen Knochenmarks (normales Knochenmark, NBM). 

Die Tissue Micro Arrays wurden im Gerhard-Domagk Institut für Pathologie des 

Universitätsklinikums Münster durchgeführt. Zum Nachweis von AES wurde der in 

Tabelle 2.1 aufgelistete anti-AES-Antikörper in einer Verdünnung von 1:250 eingesetzt. 

Die gefärbten Präparate wurden uns wieder zur Verfügung gestellt und je nach 

Expressionsgrad in vier Gruppen eingeteilt. Eine entsprechende Genehmigung zur 

wissenschaftlichen Verwendung der Proben wurde durch die zuständige Ethikkomission 

erteilt. 
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3 Ergebnisse 
 

3.1 Regulation von Zyklin D1 

 

3.1.1 Regulation von Zyklin D1 in der Promyelozyten-Leukämiezelllinie NB4 
 

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Regulation der Zyklin D1 Expression in humanen 

Leukämiezellen untersucht. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Fusionsproteine 

einen Einfluss auf die Expression von Zyklin D1 haben. In diesem Teil der Arbeit ging 

es darum, herauszufinden ob diese Regulation auf transkriptioneller oder translationeller 

Ebene stattfindet.  

In der humanen Leukämiezelllinie NB4 wird das Fusionsprotein PML-RARα 

exprimiert, dessen Wirkung durch all-trans-Retinsäure (ATRA) gehemmt werden kann. 

Daher wurde zum einen Protein und RNA von nativen NB4 Zellen gewonnen, zum 

anderen von mit ATRA vorbehandelten NB4 Zellen. Als Kontrolle dienten Lysate von 

NB4-R2 Zellen, welche nicht auf eine Behandlung mit ATRA ansprechen. 

 
Abbildung 3.1 FACS-Analyse der eingesetzten NB4-Zellen. Native NB4-Zellen und 
NB4-R2-Zellen sowie mit hFlt3-ITD transfizierte NB4-Zellen wurden vor den 
Versuchen auf das Vorhandensein von Flt3 (CD 135) untersucht. Das linke Bild zeigt 
die Auswahl der untersuchten Zellen. Die rechte Seite zeigt die Kurven der 
verschiedenen Zellgruppen bei Nachweis von Flt3: Isotypenkontrolle (pink, blau), NB4-
wt-Zellen (grün), NB4-R2-Zellen (grün), NB4-hFlt3-ITD-Zellen (violett). 
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3.1.1.1 Regulation der Zyklin D1 Expression durch PML-RARα 

 

 
 

Abbildung 3.2 Expression von Zyklin D1 in NB4-Zellen nach Behandlung mit ATRA. 
Quantifizierung der Zyklin D1 mRNA-Expression nach 48h Behandlung mit ATRA 
(rechter Balken) oder Ethanol (linker Balken). Darunter die zugehörige Westernblot-
Analyse der Proteinexpression. Als Positivkontrolle dienten 32D-Zyklin-D1-Zellen, als 
Negativkontrolle wurden mit einem Leervektor transfizierte 32D-Zellen eingesetzt. 
 

Abbildung 3.2 zeigt, dass es auf transkriptioneller Ebene durch Inhibition des 

Fusionsproteins PML-RARα mittels ATRA nicht zu einer signifikanten Veränderung 

der Zyklin D1 Expression kommt. Die zur Kontrolle mit Ethanol behandelten Zellen 

zeigen nach 48 Stunden sogar eine geringfügig niedrigere mRNA-Expression von 

Zyklin D1 als die Zellen, die über den gleichen Zeitraum mit ATRA behandelt worden 

sind. Die Westernblotanalyse zeigt, dass die mit ATRA behandelten Zellen auf 

Proteinebene weniger Zyklin D1 exprimieren als die mit Ethanol behandelte 

Kontrollgruppe. 
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Abbildung 3.3 Expression von Zyklin D1 in NB4-R2-Zellen nach Behandlung mit 
ATRA. Quantifizierung der Zyklin D1 mRNA- und Proteinexpression von 48h mit 
ATRA (rechter Balken) oder Ethanol behandelten NB4-R2-Zellen (linker Balken). 
Positiv- und Negativkontrolle wie in Abb. 3.2. Die unterschiedliche Bandenhöhe der 
Positivkontrolle weißt auf eine posttranslationale Modifikation hin. 
 

Abbildung 3.3 zeigt die Ergebnisse der Untersuchung an den ATRA-resistenten NB4-

R2 Zellen. Die Expression der Zyklin D1 mRNA zeigt wiederum kaum Unterschiede 

zwischen den beiden Behandlungsgruppen. Die Expression auf transkriptioneller Ebene 

ist in den 48 Stunden mit ATRA behandelten Zellen gegenüber den Zellen, die mit 

Ethanol behandelt wurden lediglich leicht gesteigert. Ein deutlicher Unterschied findet 

sich auf dem Proteinlevel. Wie zu erwarten zeigen die NB4-R2 Zellen keine reduzierte 

Proteinexpression durch die Behandlung mit ATRA. Im Vergleich zu den mit Ethanol 

behandelten Zellen kommt es in dieser Gruppe sogar zu einer gesteigerten Zyklin D1 

Expression.  
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3.1.1.2 Regulation der Zyklin D1 Expression durch Flt3-ITD allein und in 

Kombination mit dem Fusionsprotein PML-RARα.  

  

Eine weitere Veränderung, die häufig in humanen Leukämiezellen nachgewiesen wird, 

ist eine Mutation der Rezeptortyrosinkinase Flt3. Untersuchungen haben ergeben, dass 

bei AML-Patienten das Vorliegen des Fusionsproteins PML-RARα häufig mit der ITD-

Mutation von Flt3 vergesellschaftet ist. Im folgenden Teil der Arbeit ging es darum, die 

Regulation von Zyklin D1 durch Flt3 alleine und in Kooperation mit dem 

Fusionsprotein PML-RARα zu untersuchen.  

Die mit hFlt3-ITD transfizierten NB4-Zellen tragen beide Mutationsklassen, sowohl das 

Fusionsprotein PML-RARα als auch die Mutation der Rezeptortyrosinkinase Flt3. 

Durch Zugabe von ATRA, bzw. dem Tyrosinkinaseinhibitor PKC412 kann man 

wahlweise eine der Mutationen „abschalten“. Auf diese Weise kann man die Wirkung 

einer Mutation isoliert analysieren und auch eine eventuelle Kooperation nachweisen. 

Die Zyklin D1 mRNA- und Proteinexpression wurde nach 48-stündiger Behandlung 

von NB4-hFlt3-ITD- und nativen NB4-Zellen mit ATRA oder PKC412 untersucht. 
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Abbildung 3.4 Zyklin D1 Expression: Einfluss der mutierten Rezeptortyrosinkinase 
hFlt3-ITD allein und in Kombination mit dem Fusionsprotein PML-RARα. Taqman- 
und Westernblotanalyse von NB4- Kontroll- und NB4-hFlt3-ITD-Zellen. 
Quantifizierung der Zyklin D1 mRNA-Expression und Proteinexpression von 48h mit 
ATRA (2. Balken und 4. Balken) oder Ethanol (1.Balken und 3. Balken) behandelten 
NB4- und NB4-hFlt3-ITD-Zellen. Positiv- und Negativkontrolle wie in Abb. 3.2. 
 

Wie unter Paragraph 3.1.1.1 bereits beschrieben, kommt es bei den NB4-Kontrollzellen 

durch eine Behandlung mit ATRA zu keiner signifikanten Veränderung der Zyklin D1 

Expression. Anders stellt es sich bei den NB4-hFlt3-ITD-Zellen dar (Abb. 3.4). Man 

erkennt, dass diese Zellen generell mehr Zyklin D1 mRNA exprimieren als die Wildtyp 

NB4-Zellen. Durch die Inhibition des Fusionsproteins PML-RARα ist eine deutliche 

Reduktion der Transkription zu beobachten, das Zyklin D1 mRNA-Level sinkt bis auf 

das Level der Wildtypzellen ab. 

Auf Proteinebene zeigt sich ein deutlicher Unterschied zwischen NB4- und NB4-hFlt3-

ITD-Zellen. Die Expression von Zyklin D1 ist in allen NB4-Zellen mit mutierter 

Rezeptortyrosinkinase  gesteigert. Die Veränderungen der Expression in NB4-Zellen 

(48h Ethanol, 48h ATRA) wurden bereits in Abbildung 3.2 gezeigt. Im Vergleich dazu 

weisen die Zellen mit der mutierten Rezeptortyrosinkinase eine stärkere 
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Proteinexpression auf. Im Rahmen einer 48-stündigen Behandlung mit ATRA kommt es 

im Vergleich zu den für 48 Stunden mit Ethanol behandelten Zellen zu einer deutlichen 

Reduktion der Zyklin D1 Proteinexpression, das Niveau der mit ATRA behandelten 

NB4-Zellen ohne Flt3-ITD wird jedoch nicht erreicht. 

 

 
 
Abbildung 3.5 Zyklin D1 Expression: Einfluss des Fusionsproteins PML-RARα allein 
und in Kombination mit der mutierten Rezeptortyrosinkinase hFlt3-ITD. Taqman- und 
Westernblotanalyse von NB4- und NB4-hFlt3-ITD-Zelllysaten. Hemmung der Wirkung 
von Flt3-ITD durch 48-stündige Behandlung mit dem Tyrosinkinaseinhibitor PKC412. 
48-stündige Behandlung mit DMSO zur Kontrolle. Positiv- und Negativkontrolle wie in 
Abb. 3.2. 
 

Um den Effekt von Flt3-ITD zu untersuchen, wurden die soeben beschriebenen Zellen 

(NB4-Kontroll- und NB4-hFlt3-ITD-Zellen) mit PKC412 und DMSO als Kontrolle 

behandelt. 
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Abbildung 3.5 zeigt, dass kaum ein Unterschied in der Zyklin D1 mRNA-Expression 

beobachtet werden kann. Durch die Behandlung mit PKC412 kommt es in den NB4-

hFlt3-ITD-Zellen hingegen zu einem Absinken der Zyklin D1 mRNA um etwa 40%.  

Auf Proteinebene zeigt sich in den nativen NB4-Zellen, dass eine Behandlung mit 

PKC412 nicht zu einer Supprimierung der Zyklin D1 Expression führt. Durch die 

Behandlung scheint es im Vergleich zur Kontrollgruppe (DMSO für 48 Stunden) sogar 

zu einer Steigerung der Expression zu kommen. Nach 48-stündiger Behandlung mit 

DMSO ist bei beiden Zellgruppen eine vergleichbare Proteinexpression im Westernblot 

nachweisbar. Unter Berücksichtigung der Ladekontrolle Aktin ist jedoch eine vermehrte 

Zyklin D1 Expression der NB4-hFlt3-ITD-Zellen zu postulieren. Die 48-stündige  

Behandlung mit dem Tyrosinkinaseinhibitor PKC412 führt bei den NB4-hFlt3-ITD-

Zellen wie erwartet zu einer deutlichen Reduktion der Zyklin D1 Expression auf 

Proteinebene. 

 

3.1.2 Einfluss von Flt3-ITD auf die Expression von Zyklin D1 und Effektoren des 

PI3K/AKT Signaltransduktionsweges in 32D-Zellen 

 
Es ist bekannt, dass der PI3-Kinase/AKT Signaltransduktionsweg eine wichtige Rolle in 

verschiedenen Aspekten des Zellwachstums, der Zelldifferenzierung und der Apoptose 

spielt. Über diesen Signaltransduktionsweg wird die Höhe von mTOR reguliert, 

welches über eine Inhibition von 4E-BP eine Aktivitätserhöhung von eIF4E bewirkt. 

eIF4E wiederum ist ein Bestandteil des eukaryotic initiation factor (eIF), der durch 

Rekrutierung des Ribosomens zur mRNA die Translation einleitet. Sowohl ein 

aktivierter PI3-Kinase/AKT Signaltransduktionsweg als auch eine Überexpression von 

eIF4E bewirken eine höhere Expression von Zyklin D1. Es konnte gezeigt werden, dass 

neben einer transkriptionellen Regulation von Zyklin D1 auch eine translationelle 

Regulation über Effektoren des PI3-Kinase/AKT Signaltransduktionsweges existiert. 

Durch eine Analyse der Komponenten dieses Signalweges wurde hier untersucht, ob die 

Flt3-ITD Wirkung auf Zyklin D1 über diesen Weg vermittelt wird.  
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Abbildung 3.6 Einfluss der ITD-Mutation von Flt3 auf die Expression von Zyklin D1 
und Effektoren des PI3-Kinase/AKT Signaltransduktionsweges in 32D-Zellen. 
Abgebildet sind Westernblot-Analysen von 32D-Flt3-wt- und 32D-Flt3-ITD-
Zelllysaten. Behandlung mit PKC412 50nM zur Inhibition von Flt3-ITD. Behandlung 
mit FL zur Induktion der über Flt3 vermittelten Signalwege. Weiterhin Behandlung mit 
DMSO und PKC412.  
 
Hierzu wurden murine 32D-Zellen eingesetzt, die mit der Wildtypvariante der 

Rezeptortyrosinkinase transfiziert worden sind (32D hFlt3-wt) und Zellen, die mit der 

ITD-Mutante transfizierten worden sind (32D hFlt3-ITD, siehe Abb. 3.6). Die Zellen 

wurden entweder mit FL oder PKC412 in Kombination mit FL behandelt. Als Kontrolle 

wurden mit DMSO und FL behandelte, sowie unbehandelte Zellen untersucht. Nach 48 

Stunden wurde jeweils Protein isoliert. Im Westernblot wurden Antikörper gegen Flt3, 

gegen Zyklin D1 und gegen zwei Effektoren des PI3/AKT Signaltransduktionsweges 

(AKT und eIF4E) eingesetzt. Hierbei wurden die aktiven phosporylierten und die 

inaktiven unphosphorylierten Versionen von AKT und eIF4E unterschieden. Als 

Ladekontrolle diente wiederum Aktin. 

 

Effekt auf eIF4E: Bei den Proteinlysaten der 32D-hFlt3-wt-Zellen lässt sich eine 

deutliche Bande nachweisen. Eine Veränderung der Translation durch eine der 

durchgeführten Behandlungen ist jedoch nicht zu beobachten. Dies ist auch bei den 
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32D-hFlt3-ITD-Zellen zu erkennen. Nachdem die Zellen PKC412 exponiert wurden, ist 

jedoch eine niedrigere eIF4E Expression zu verzeichnen. 

Eine 48-stündige Inkubation mit FL führt in beiden Zellgruppen zu einem gesteigerten 

Vorkommen von phosphoryliertem eIF4E im Vergleich zur jeweils unbehandelten 

Kontrollgruppe. Eine Unterdrückung der Phosphorylierung von eIF4E durch Zugabe 

von PKC412 ist jedoch nicht zu beobachten. 

 

Effekt auf AKT: 32D-hFlt3-wt-Zellen, die FL exponiert wurden, zeigen ein erhöhtes 

Vorkommen an AKT. Zudem ist die Phosphorylierung von AKT gesteigert. Nach 

Behandlung mit PKC412 zeigen die 32D-hFlt3-ITD-Zellen niedrigere AKT-Level als 

die unbehandelten Zellen. Ebenso ist eine Reduktion der Phosphorylierung von AKT zu 

verzeichnen. Dies ist bei den Wildtypzellen nicht zu erkennen.  

 

Effekt auf Zyklin D1: Wie bereits gezeigt, kommt es durch die 50-nanomolare Gabe 

von PKC412 nur bei den ITD-Zellen zu einer Reduktion der Zyklin D1 Expression. In 

der Gruppe der 32D-hFlt3-wt-Zellen bewirkt die FL Gabe eine Stimulation der Zyklin 

D1 Translation. Durch die Gabe von FL ist bei den ITD-Zellen keine weitere Steigerung 

der Zyklin D1 Expression zu erzielen. 
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3.2 Regulation von Amino-terminal Enhancer of Split  

 

3.2.1 Einfluss von Fusionsproteinen auf die Expression von AES 
 

 
 
Abbildung 3.7 Einfluss von Fusionsproteinen auf die Expression von AES. Abgebildet 
sind Ergebnisse eines mRNA Microarrays. Die Fusionsgene wurden in einem durch 
Zn+ induzierbaren Vektor in U937 Zellen transfiziert. Als Kontrolle dienten mit einem 
Leervektor (PMT) transfizierte U937 Zellen. Die AES-Expression dieser Zellen wurde 
= 1 gesetzt.  
 
Im Rahmen von Vorarbeiten wurde mittels Microarray-Analysen nach Zielgenen von 

der Fusionsproteine PML-RARα, PLZF-RARα und AML1-ETO gesucht (Abb. 3.7). 

Der Einfluss der Fusionsproteine auf die transkriptionelle Regulation der Zielgene 

wurde quantifiziert. Als Kontrolle diente hier die AES-Expression in U937-Zellen, die 

mit PMT als Leervektor transfiziert wurden (U937-PMT).  

Die abgebildeten Microarray-Daten belegen, dass es durch die untersuchten 

Fusionsproteine zu einer sehr starken Induktion der mRNA-Expression von Amino-

terminal Enhancer of Split kommt. PML-RARα, PLZF-RARα und AML1-ETO führen 

zu einer mehr als fünfzigfachen transkriptionellen Hochregulation von Amino-terminal 

Enhancer of Split. PML-RARα bewirkt dabei die größte Expressionssteigerung (ca. 60-

fach). 
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Abbildung 3.8 Induktion von Amino-terminal Enhancer of Split auf Proteinebene durch 
Fusionsproteine. Abgebildet ist eine Westernblot-Analyse von Lysaten transfizierter 
U937-Zellen. Die Fusionsgene wurden in einem induzierbaren Vektor (PMT) in die 
Zellen transfiziert und mit Zink induziert. Als Kontrolle diente U937-PMT. 
 

Um den Einfluss von PML-RARα und AML1-ETO auf die AES-Regulation auch auf 

Proteinebene zu untersuchen, wurden U937-Zellen mit AML1-ETO und PML-RARα 

transfiziert und anschließend Proteinlysate hergestellt. Als Kontrolle dienten Lysate von 

U937-PMT. Wie in Abbbildung 3.8 gezeigt, ist die Steigerung der AES-Expression 

durch die Fusionsproteine ebenfalls sehr deutlich auf Proteinebene nachzuweisen. In der 

Kontrolle U937-PMT ist nur eine vergleichsweise geringe Menge AES nachweisbar. 

 

 
Abbildung 3.9 Beeinflussung der AES-Expression durch AML1-ETO. Dargestellt ist 
das Ergebnis einer Taqman-Analyse, gezeigt als Mittelwert von drei Versuchen. Die 
AES-Expression von U937-PMT-Zellen wurde als Bezugspunkt (=1) festgelegt. Alle 
Zellen wurden durch Gabe von Zn+ induziert. Die Hälfte der AML1-ETO 
exprimierenden Zellen wurde anschließend zusätzlich für 2 Stunden mit 1µM TSA 
(HDAC-Hemmer) behandelt.  
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Zur weiteren Analyse des Einflusses des Fusionsproteins AML1-ETO auf die 

Transkription von Amino-terminal Enhancer of Split in den verwendeten Zelllinien 

wurde eine Taqman-Analyse durchgeführt (siehe Abb. 3.9). Die AES mRNA-

Expression von mit AML1-ETO transfizierten U937-Zellen wurde bestimmt. In einer 

Versuchsgruppe wurde die Wirkung von AML1-ETO durch die 2-stündige Behandlung 

mit TSA (Trichostatin A, ein Histondeacetylasehemmstoff) gehemmt. Als Bezugsgröße 

dienten U937-PMT-Zellen, hier wurde die Expression von Amino-terminal Enhancer of 

Split gleich eins gesetzt. 

Wie man in Abbildung 3.9 erkennen kann, ist die mRNA von AES in den Zellen, die 

AML1-ETO exprimieren gegenüber der Kontrollgruppe mehr als 2-fach gesteigert  

(p = 0,0003). Bei Behandlung mit TSA und der damit verbundenen Hemmung der 

transkriptionellen Wirkung des Fusionsproteins, zeigt sich eine AES mRNA-

Expression, die sogar niedriger ausfällt als in der Kontrollgruppe (0,8-fach, p = 0,016). 

 

 
 

Abbildung 3.10 real-time RT-PCR Analyse der AES mRNA-Expression von NB4- 
Zellen. Gezeigt ist der Mittelwert aus drei Versuchen und die zugehörige 
Standardabweichung. Die PML-RARα-exprimierenden NB4-Zellen wurden mit ATRA 
(10-6 molar) behandelt.  
 
Im Folgenden wurde untersucht, wie sich die Expression der AES-mRNA durch 

Inhibition der Wirkung des Fusionsproteins PML-RARα verändert. Dazu wurden NB4-

Zellen kultiviert und mit ATRA behandelt, um die Wirkung des Fusionsproteins 

aufzuheben. Nach 0, 3, 6, 9 und 12 Stunden wurde mRNA isoliert und mit Hilfe einer 

real-time RT-PCR die Höhe der AES mRNA-Expression bestimmt. 
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In Abbildung 3.10 ist zu erkennen, dass die Hemmung vom PML-RARα durch ATRA 

in einer Abnahme der AES mRNA-Expression mündet. Hierbei sinkt die Expression 

von AES kontinuierlich mit der Dauer der ATRA-Behandlung, nach 24h Behandlung 

erreicht sie ca. 50% der initialen Expression. 

 

3.2.2 Expression von AES in 32D Zellen 
 

 
 
Abbildung 3.11 Expression von Amino-terminal Enhancer of Split in 32D-Zellen. Die 
Abbildung zeigt eine Westernblot-Analyse mit Zelllysaten von 32D-Flt3-wt- und 32D-
Flt3-ITD-Zellen. Stimulation der Zellen durch Gabe von FL (20ng/ml) und IL-3 
(1ng/ml). 
 

Die Abbildung 3.11 zeigt, dass Amino-terminal Enhancer of Split in 32D-Zellen stark 

exprimiert wird. Wie der Westernblot zeigt, ist die Expression von AES in 32D-Zellen 

durch die ITD-Mutation der Rezeptortyrosinkinase Flt3 nicht weiter induziert. Die 

Expression ist unabhängig davon, ob die Zellen die Normalversion Flt3 oder die 

mutierte Variante Flt3-ITD tragen. Weder nach Zugabe von FL als natürlichem 

Liganden der Rezeptortyrosinkinase, noch durch IL-3 als Wachstumsfaktor ist in einer 

der zwei Zelllinien eine zusätzliche Steigerung der Expression zu beobachten. 
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Abbildung 3.12 Kolonienwachstum von stabil mit AES transfizierten 32D-Zellen. Die 
Abbildung zeigt eine Gegenüberstellung der relativen Kolonienzahl von stabil mit AES 
transfizierten 32D-Zellen und 32D-Zellen, die mit pc-DNA3 als Leervektor transfiziert 
wurden. Die Kolonien wurden während des Wachstums unterschiedlichen FCS-
Konzentrationen (5, 10, 20%) ausgesetzt. Die maximale Kolonienzahl in 32D-pcDNA3 
und 32D-AES wurde jeweils gleich 100 gesetzt. 
 

Nachdem nachgewiesen wurde, dass Amino-terminal Enhancer of Split in 32D-Zellen 

stark exprimiert wird, wurde im nächsten Schritt untersucht, welchen Einfluss AES auf 

das Kolonienwachstum von 32D-Zellen hat. Hierzu wurden 32D-Zellen stabil mit 

pcDNA3-AES transfiziert und in Methylcellulose ausgesät. Zur Kontrolle wurden mit 

pcDNA3 als Leervektor transfizierte 32D-Zellen eingesetzt. Das Kolonienwachstum 

wurde nun unter unterschiedlichen FCS-Konzentrationen betrachtet. Abbildung 3.12 

zeigt, dass das Kolonienwachstum mit steigender FCS Konzentration zunimmt, 

unabhängig davon mit welchem Konstrukt die 32D-Zellen transfiziert wurden. Es ist zu 

erkennen, dass eine AES-Überexpression in 32D-Zellen nicht zu einem 

Wachstumsvorteil führt, bei niedrigeren FCS-Konzentrationen zeigen die 32D-AES-

Zellen sogar eine verhältnismäßig niedrigere Kolonienzahl als die Kontrollgruppe. 
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3.2.3 Expression von AES in murinem Gewebe 

 
 
Abbildung 3.13 Expression von Amino-terminal Enhancer of Split in murinem 
Gewebe. Westernblot-Analyse mit RIPA-Lysaten von Organen von balb/c-Mäusen.  
 
Anhand einer Westernblotanalyse (Abb. 3.13) wurde untersucht, wo und in welchem 

Ausmaß AES in verschiedenen Mausorganen exprimiert wird. Dazu wurden RIPA-

Lysate der Organe von balb/c-Mäusen eingesetzt (RIPA-Lysate der Organe lagen in der 

Arbeitsgruppe vor). Eine besonders hohe Expression zeigt sich auf Proteinebene in der 

Leber und im Hoden. Weniger stark ausgeprägt kommt AES auch in Milz und Lunge 

vor, in der Niere konnte es nicht nachgewiesen werden.   

 

3.2.4 Expression von AES in humanen Zelllinien 
 

 
 

Abbildung 3.14 Expression von Amino-terminal Enhancer of Split in humanen 
Leukämiezelllinien. Westernblot- Analyse für AES in NB4- und U937-Zelllysaten. 
 
Die Westernblot-Analyse in Abbildung 3.14 zeigt, dass Amino-terminal Enhancer of 

Split auch in der humanen Leukämiezelllinie NB4 und in U937-Zellen exprimiert wird. 

U937- Zellen weisen dabei eine stärkere Expression auf. 
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3.2.5 Expression von AES in Knochenmark von AML-Patienten 
 

 

 
 

Abbildung 3.15 Expression von Amino-terminal Enhancer of Split in Knochenmark 
von AML-Patienten. Abgebildet ist eine Westernblot-Analyse von RIPA-Lysaten, die 
aus Patientenknochenmark gewonnen wurden. Mit angegeben ist der Status der 
Rezeptortyrosinkinase Flt3 in den Patientenblasten. Als Negativkontrolle diente 
Knochenmark eines gesunden Spenders, als Positivkontrolle das Lysat von stabil mit 
AES transfizierten 32D-Zellen. 
 
Der Westernblot in Abbildung 3.15 zeigt, dass AES im Knochenmark von AML-

Patienten in unterschiedlichem Ausmaß exprimiert wird, in Knochenmark des gesunden 

Menschen jedoch nicht. Die Höhe der Expression von AES auf Proteinebene hängt 

dabei in diesen wenigen Patientenproben nicht vom Vorhandensein der ITD-Mutation 

der Rezeptortyrosinkinase Flt3 in den AML-Blasten ab.  
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Abbildung 3.16 AES-Expression in Tissue Micro Arrays von normalem Knochenmark 
und Knochenmark von AML-Patienten. A: mit einem Antikörper gegen AES markierte 
Schnitte von Knochenmarkstanzen. Links normales Knochenmark (NBM = normal 
bone marrow), rechts Knochenmark von AML-Patienten. B: exemplarischer Ausschnitt 
je eines Normalbefundes (NBM) und einer AML, links in der Übersichtsvergrößerung, 
rechts im Detail. C: statistische Auswertung des Expressionsgrades von AES in den 
Biopsaten, eingeteilt in vier Gruppen: keine Expression (0), leichte Expression (I), 
mittelgradige Expression (II) und hohe Expression (III) (weiß = NBM, schwarz = AML) 
 
Diese bisher beschriebenen Ergebnisse konnten im Wesentlichen durch Tissue Micro 

Arrays (Abbildung 3.16) einer größeren Anzahl an Knochenmarkproben von AML-

Patienten bestätigt werden. Die Tissue Micro Arrays zeigen, dass Amino-terminal 

Enhancer of Split zwar auch in normalem Knochenmark nachgewiesen werden kann, 

allerdings ist die Expression deutlich schwächer ausgeprägt als in den AML-Proben. So 

ist in ca. 50% der Gewebeproben von normalem Knochenmark kein AES nachweisbar, 

eine starke Expression findet sich nur in weniger als 10% der Fälle. Bei 

Knochenmarksproben von AML-Patienten ist hingegen zu ca. 95% AES nachweisbar, 

in 80% der Fälle sogar eine mittel- oder hochgradige Expression.  
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3.3 Die Rolle von AES in Wachstum, Proliferation und Selbsterneuerung  

 

3.3.1 Auswirkungen der Überexpression von AES in primären 

Mausknochenmarkzellen 

 

 
 

Abbildung 3.17 Auswirkungen der Überexpression von Amino-terminal Enhancer of 
Split auf primäre Mausknochenmarkzellen. Murines Knochenmark wurde mit PMY und 
PMY-AES transduziert und in Methylcellulose ausgesäht. Die Kolonienzahl wurde 
nach 7-9 Tagen bestimmt. Auf der linken Seite der Abbildung ist eine Kolonie von mit 
PMY-AES transduzierten primären Mausknochenmarkszellen zu sehen. Unter dem 
Floureszenzmikroskop zeigt sich, dass GFP exprimiert wird. Das Balkendiagramm gibt 
die relative Kolonienanzahl und die Standardabweichung aus drei unabhängigen 
Ansätzen wider (p= 0,0018). Die Kolonienzahl der mit dem Leervektor transfizierten 
Zellen wurde = 100 gesetzt. 
 

Zur weiteren Analyse des Einflusses von Amino-terminal Enhancer of Split auf 

Proliferation und Wachstum wurden Kolonie Assays mit primären 

Mausknochenmarkzellen durchgeführt. Hierbei wurde das Wachstum von mit PMY-

AES retroviral transduzierten primären Mausknochenmarkszellen mit dem einer 

Kontrollgruppe (mit PMY transfizierte Zellen) verglichen. Der Erfolg der retroviralen 

Transduktion konnte anhand von co-transduziertem GFP mittels 

Floureszenzmikroskopie beurteilt werden. 

Das Balkendiagramm in Abbildung 3.17 zeigt, dass die stabil mit AES transduzierten 

Zellen ungefähr 60% mehr Kolonien bilden als die Kontrollgruppe. 
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Abbildung 3.18 Die Rolle von Amino-terminal Enhancer of Split in der 
Zelldifferenzierung. Mit PMY-AES transduzierte primäre Mausknochenmarkszellen 
(schwarze Balken), mit PMY als Leervektor  transduzierte Zellen (weißer Balken). 
CFU-GEMM: unreife Zellen, CFU-GM: die Zellen dieser Kolonien können in 
Granulozyten oder Monozyten differenzieren, CFU-M: differenzierte, reife Zellen. 
 

Die zuvor beschriebenen Kolonien wurden im weiteren Verlauf nach dem Reifegrad der 

Zellen differenziert. Im Vergleich mit der Kontrollgruppe stellt sich heraus, dass Amino-

terminal Enhancer of Split vor allem zum Wachstum von Kolonien unreifer Zellen führt 

(siehe Abb 3.18). Der größte Unterschied besteht in den Analysen in der Gruppe der 

CFU-GEMM (Colony-forming unit Granulozyten, Erythrozyten, Monozyten und 

Megakaryozyten, Zellen, die noch in alle myeloischen Reihen differenzieren können). 

Die mit AES transduzierten Zellen bilden doppelt so viele dieser unreifen Kolonien (p = 

0,002). 

Auch in der Gruppe CFU-GM besteht ein deutlicher Unterschied, die mit AES 

transfizierten Zellen bilden ungefähr 70% mehr Kolonien (p = 0,049). Beim 

Kolonienwachstum von bereits reiferen Zellen (CFU-M) findet sich kein signifikanter 

Unterschied (p = 0,43). Hier führt AES nicht zu einer deutlichen Proliferationszunahme. 
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Abbildung 3.19 Der Einfluss von Amino-terminal Enhancer of Split auf die 
Selbsterneuerungsfähigkeit von primären Mausknochenmarkszellen. Abgebildet sind 
sieben replating-Zyklen mit primären Mausknochenmarkszellen. Weiß dargestellt ist 
die Kolonienanzahl der Kontrollgruppe (PMY), schwarz dargestellt sind die retroviral 
stabil mit AES transduzierten  Mausknochenmarkszellen (PMY-AES). Die Zellen 
wurden jeweils an Tag acht aus den Kolonien geerntet und erneut ausgesät. Da im 
siebten Zyklus keine Kontrollzellen mehr gewachsen sind, wurde kein weiteres 
replating durchgeführt. Gezeigt ist der Mittelwert aus drei unabhängigen Ansätzen und 
die zugehörige Standardabweichung. 
 

Zur Untersuchung der Einwirkung von Amino-terminal Enhancer of Split auf die 

Fähigkeit der Selbsterneuerung von Zellen wurde ein replating der Kolonien 

durchgeführt (siehe Abb. 3.19). Bei der Kontrollgruppe nimmt die Kolonienanzahl von 

Runde zu Runde des erneuten replatings ab, ab der siebten Aussaat wachsen keine 

Kolonien mehr. Auch die Kolonienanzahl der stabil transduzierten Zellen nimmt von 

Durchgang zu Durchgang ab, es bestehen jedoch wesentliche Unterschiede. So werden 

durch die mit AES stabil transduzierten Zellen nach jeder Aussaat wesentlich mehr 

Kolonien gebildet als in der Kontrollgruppe. Dieser Unterschied nimmt proportional 

gesehen von Zyklus zu Zyklus weiter zu. Nach dem vierten Zyklus stellt sich bei der 

Anzahl der Kolonien der mit AES transduzierten Zellen eine Art Plateauphase ein. Die 

Kolonienanzahl nimmt nicht wesentlich weiter ab. 
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3.3.2 Auswirkungen der Herunterregulation von AES durch shRNA 

 

                       
 
Abbildung 3.20 Nachweis der Wirksamkeit des shRNA-Konstruktes für Amino-
terminal Enhancer of Split. Das Balkendiagramm auf der linken Seite zeigt die 
Ergebnisse einer Taqman-Analyse zur AES-mRNA Expression. Hierzu wurden die 
Expression in 32D-wt-Zellen als Bezugswert ( = 100%, linker Balken) festgelegt. Eine 
Gruppe von 32D-Zellen wurde stabil mit einem scrambled-Konstrukt transfiziert 
(shRNA Kontrolle, weiß), eine weitere Gruppe wurde mit der shRNA für AES 
transfiziert (AES, schwarz). Dargestellt ist der Mittelwert aus vier Messungen und die 
zugehörige Standardabweichung (p = 0,016). Rechts zu sehen ist die Westernblot-
Analyse zur Untersuchung der Translation. Als Kontrolle (Ktr) wurden auch hier Lysate 
der mit dem scrambled-Konstrukt transfizierten Zellen eingesetzt. Dazu im Vergleich 
zwei Versionen des shRNA-Konstruktes für AES (1,2). 
 

Um die Wirkungen von Amino-terminal Enhancer of Split besser charakterisieren zu 

können, wurden mehrere shRNA-Expressionsvektoren für AES kloniert und in 32D-

Zellen transfiziert. Hierdurch soll eine Herabregulation der AES-Expression erzielt 

werden. Zur Kontrolle der Wirkung wurde eine Zufalls-shRNA-Sequenz gleicher Länge 

ebenfalls in 32D-Zellen transfiziert. Beide Konstrukte wurden zudem mit nicht-

transfizierten 32D-Zellen verglichen. Die Abbildung 3.20 zeigt, dass die Konzentration 

der AES-mRNA in den mit dem Kontrollkonstrukt transfizierten Zellen ungefähr so 

hoch ist wie in den 32D-wt-Zellen. Die AES-Expression in den Zellen mit shRNA 

gegen Amino-terminal Enhancer of Split ist demgegenüber jedoch um mehr als 50% 

reduziert. Noch deutlicher erkennbar ist die Reduktion auf Proteinebene. Beide AES-

shRNA Konstrukte reduzieren die Expression von AES im Vergleich zum 

Kontrollkonstrukt somit auf mRNA und Protein-Ebene. 
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Abbildung 3.21 Auswirkung der Herunterregulation von Amino-terminal Enhancer of 
Split auf das Kolonienwachstum von 32D-Zellen. Das Balkendiagramm zeigt die 
Kolonienanzahl der mit der Zufalls-shRNA-Sequenz transfizierten 32D-Zellen 
(Kontrolle) im Vergleich zu den mit der shRNA für AES transfizierten 32D-Zellen 
(schwarz). Dargestellt ist der Mittelwert aus vier Experimenten sowie die zugehörige 
Standardabweichung. Die Photos zeigen die Koloniemorphologie im Vergleich. Zudem 
zeigen die Floureszenzmikroskopiebilder, dass GFP exprimiert wird. Damit ist auch die 
Expression der shRNA nachgewiesen. 
 
Nachdem nachgewiesen wurde, dass die shRNA-Konstrukte eine Herunterregulation 

von AES bewirken, wurden 32D-Zellen mit AES- und Kontroll-shRNA-Konstrukten 

stabil transfiziert. Diese Zellen wurden nun zur Analyse des Wachstumsverhaltens 

mittels Kolonie-Assays verwendet.  

Erste Unterschiede zeigen sich dabei bereits in der Morphologie der Kolonien. So sind 

die Kolonien der mit AES-shRNA transfizierten Zellen wesentlich kleiner als die der 

Kontrollzellen. Die Quantifizierung der Kolonien ergab zudem, dass die mit der AES-

shRNA transfizierten Zellen nur etwa 40% der Kolonienzahl der Kontrollgruppe bilden 

(p = 0,004) (siehe Abbildung 3.21). 
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4 Diskussion 
 

4.1 Zyklin D1 

 

Zyklin D1 ist ein wichtiger Regulator des Zellzyklus. Mit Aktivierung von cdk4 und 

cdk 6 leitet Zyklin D1 den Übergang von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus ein. 

Eine Dysregulation der Expression von Zyklin D1 kann die Vorgänge des Zellzyklus 

erheblich beeinflussen. So wird über die Aktivierung der cdks via Zyklin D1 nicht nur 

die Progression des Zellzyklus durch Inhibition von pRb beeinflusst, ebenso ist der 

Komplex aus Zyklin D1 und cdk4 in der Lage, die Bildung von Zellzyklusinhibitoren 

zu unterbinden. 

Es konnte gezeigt werden, dass Zyklin D1 auch Funktionen außerhalb der direkten 

Zellzykluskontrolle ausübt. So nimmt Zyklin D1 Einfluss auf die Aktivität einiger 

Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel STAT3 und DMP1 und beeinflusst auf diese 

Weise die Expression von potentiellen Onkogenen [26]. Des Weiteren ist bekannt, dass 

Zyklin D1 die Aktivität von C/EBPß beeinflussen kann und durch diese Interaktion zur 

Tumorentwicklung beitragen kann [60]. 

In einigen humanen Krebsarten ist eine Überexpression von Zyklin D1 bereits 

beschrieben, wobei dies in vielen Fällen durch chromosomale Alterationen 

hervorgerufen wird [40]. Im Fall von Mantelzell-Lymphomen liegt der aberranten 

Zyklin D1-Expression die chromosomale Translokation t(11;14) zugrunde.  

Ergebnisse aus unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass es durch die Fusionsproteine 

in der AML zu einer gesteigerten Aktivierung des wnt-Signalweges kommt. Diese 

Aktivierung führt zu einer Stabilisierung von ß-catenin. In diesem Zustand bindet ß-

Catenin an zytosolische Transkriptionsfaktoren und führt auf diese Weise auch zur 

gesteigerten Transkription von Zyklin D1 [49; 96]. Zyklin D1 ist neben c-myc eines der 

Hauptzielgene von wnt. 

Unsere Untersuchungen haben sich u.a. mit dem Einfluss von PML-RARα auf die 

Expression von Zyklin D1 befasst. Unsere These besagt, dass PML-RARα zu einer 

Hochregulation der Zyklin D1 Expression führt und dass diese Regulation maßgeblich 

auf transkriptioneller Ebene geschieht. Hierzu haben wir NB4-Zellen mit ATRA 

behandelt, um die Wirkung des Fusionproteins PML-RARα aufzuheben. In meinen 
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Versuchen mit den NB4-Wildtypzellen konnte ich eine Herunterregulation der Zyklin 

D1 Transkription nach ATRA Gabe jedoch nicht nachweisen. Die Zyklin D1 

Transkription nach 48-stündiger Behandlung mit ATRA war sogar etwas stärker 

ausgeprägt als nach 48-stündiger Behandlung mit Ethanol. Stattdessen ist eine starke 

Reduktion der Zyklin D1 Expression auf Proteinebene zu beobachten (siehe Abb. 3.2). 

Wie erwartet, ist bei Behandlung von NB4-R2 Zellen mit ATRA keine Herabregualtion 

der Zyklin D1 Expression zu erzielen (siehe Abb 3.3). Abbildung 3.4 zeigt, dass es in 

NB4-ITD Zellen durch die 48-stündige Behandlung mit ATRA durchaus zu einer 

deutlichen Herabregulation der Zyklin D1 Expression auf transkriptioneller Ebene 

kommt. Ebenso führt diese Behandlung jedoch auch zu einer deutlichen Senkung der 

Zyklin D1 Translation. 

Fang Yu et al. haben kürzlich publiziert, dass es durch eine ATRA-Behandlung zu einer 

vermehrten Expression von Apr3 (apoptosis related protein 3) in HL-60-Zellen kommt. 

Die Überexpression der membrangebunden Form von Apr3 führt zu einer deutlichen 

Reduktion der Zyklin D1 Expression auf mRNA- und Proteinebene und zu einem G1/S-

Phase-Arrest [138]. Dies ist ein Effekt, der auch ohne das Vorliegen von PML-RARα 

auftritt. Für NB4-Zellen wurde dieser Effekt im Rahmen der Arbeit nicht beschrieben. 

Für die Fusionsproteine in der AML konnte nachgewiesen werden, dass sie zu einer 

vermehrten Aktivität von MNK1 führen. Dies wiederum führt zur Phosphorylierung 

von eIF4E und induziert so die Translation von Zyklin D1 [98]. Auf diese Weise könnte 

erklärt werden, dass eine Inhibition von PML-RARα durch ATRA auch zu einer 

niedrigeren Zyklin D1 Translation führen kann. 

Ein weiteres Ziel der Arbeit war es nachzuweisen, dass Flt3-ITD an der Regulation der 

Zyklin D1 Expression beteiligt ist und dass maßgeblich die Translation von Zyklin D1 

beeinflusst wird. 

Im Rahmen der Experimente konnte nachgewiesen, dass NB4-Zellen, die eine ITD 

Mutation tragen, eine stärkere Expression von Zyklin D1 auf Proteinebene vorweisen 

(siehe Abb. 3.4). Für die mRNA-Expression konnte dies nicht nachgewiesen werden.  

Des Weiteren habe ich NB4-ITD-Zellen mit PKC412, einem Tyrosinkinaseinhibitor 

behandelt. Durch diese Behandlung soll die Wirkung von Flt3-ITD und die Aktivierung 

der nachfolgenden Signalkaskaden unterbunden, bzw. minimiert werden. Es ist zu 

beobachten, dass es nach 48-stündiger Behandlung zu einer deutlichen Reduktion der 
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Zyklin D1 Expression gekommen ist. Besonders deutlich ist die Herabregulation auf 

Proteinebene zu erkennen. Diese Ergebnisse zeigen, dass Flt3-ITD eine Induktion von 

Zyklin D1 auf Translationsebene bewirkt. Diese Erkenntnisse stimmen mit den 

Forschungsergebnissen anderer Gruppen überein. Wie bereits in der Einleitung 

beschrieben, konnte nachgewiesen werden, dass Flt3-ITD zu einer Aktivierung 

verschiedener Signalwege wie z.B. PI3K/AKT, STAT5 und RAS/MAPK führt. Über 

diese Wege wird eine Induktion der Zyklin D1 Translation vermittelt [27; 43; 56; 77; 

125].  

Den Einfluss von Flt3-ITD habe ich auch an 32D-Zellen untersucht. Hier habe ich nicht 

nur Zyklin D1 in der Westernblotanalyse nachgewiesen, sondern habe auch Flt3, AKT 

und eIF4E als einzelne Stationen des PI3K/AKT-Signalweges betrachtet. 

Die Ergebnisse zeigen, dass die Stimulation von Flt3-wt durch den natürlichen 

Liganden FL zu einer vermehrten Expression der untersuchten Proteine des PI3K/AKT 

Signalweges führt. Ebenso bewirkt die Aktivierung von Flt3 eine vermehrte 

Phosphorylierung, also Aktivierung von eIF4E und AKT. Dies mündet in einer 

vermehrten Expression von Zyklin D1. Die Behandlung der 32D-hFlt3-wt Zellen mit 

PKC412 zeigt hingegen keine Wirkung, es ist kein Absinken der Expression der 

untersuchten Proteine zu beobachten. Die Proteinexpression der Wildtypzellen, die mit 

FL stimuliert worden sind, ist genauso hoch wie die der Zellen mit Flt3-ITD.  

Mit den Flt3-ITD Zellen verhält es sich anders. Durch Zugabe von FL ist keine 

Steigerung der Expression der untersuchten Proteine zu erkennen. Durch Gabe von 

PKC412 und somit Hemmung der Aktivität von Flt3-ITD kommt es jedoch zur 

deutlichen Reduktion der Translation und der Phosphorylierung. 

Diese Ergebnisse sagen aus, dass die Zellen mit der Flt3-ITD-Mutation im Vergleich zu 

den Wildtypzellen eine gesteigerte Expression von eIF4E, AKT und Zyklin D1 

vorweisen. ITD bewirkt eine konstitutionelle Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges. 

Aktiviertes AKT initiiert die Phosphorylierung von 4E-BP1. Hierdurch kommt es zur 

Loslösung des inhibierenden 4E-BP1 von eIF4E und somit zur Bildung des 

Translations-initiationskomplexes eIF4F und somit zur gesteigerten Translation von 

Zyklin D1 [6]. Weiterhin ist durch die Westernblotanalysen zu erkennen, dass Flt3-ITD 

durch Gabe von FL nicht weiter stimuliert werden kann. Es ist davon auszugehen, dass 
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die Rezeptortyrosinkinase durch Autophosphorylierung bereits konstitutiv aktiviert ist 

und dass daher eine weitere Stimulation folgenlos bleibt. 

Die Gabe von PKC412 50nM führt in den 32D-Flt3-ITD-Zellen zu einer deutlichen 

Abnahme der Genexpression aller untersuchten Proteine. Dies bestätigt unsere These, 

da die Wirkung der ITD-Mutation und somit die Aktivierung der Signalwege durch 

Gabe von PKC412 gebremst wird. Diese deutliche Reduktion der Expression ist in den 

32D-Flt3-wt-Zellen - wie bereits berichtet - nicht zu beobachten. PKC412 bewirkt nur 

bei Vorhandensein der ITD-Mutation eine deutliche Reduktion der Aktivität des 

Rezeptors, in dem es die Autophosphorylierung unterbindet und die Stimulation durch 

Flt3 so auf ein physiologisches Maß reduziert. So wurde auch von Odgerel et al. 2007 

beschrieben, dass PKC412 nur bei leukämischen Zellen mit einer Mutation von Flt3 

eine Wirkung zeigt [86]. 

Ein möglicher weiterer Mediator der Onkogenität von Flt3-ITD ist eIF4E. Die 

künstliche Überexpression von eIF4E allein kann zur malignen Transformation in 

Zelllinien und im Tiermodell führen [61; 109]. Indem die verstärkte Expression von 

eIF4E zu höheren Leveln von eIF4F führt, könnte eIF4E über die Förderung der 

Translation bestimmter mRNAs wie Zyklin D1, c-myc und VEGF an der malignen 

Transformation der Zelle beteiligt sein [71]. De Benedetti und Graff haben 2004 

beschrieben, dass in vielen Tumoren erhöhte Level von eIF4E anzutreffen sind [21].  

Der Einfluss von Flt3-ITD allein und in Kombination mit PML-RARα auf die 

Transkription von Zyklin D1 in NB4-Zellen lässt sich anhand unserer Ergebnisse nicht 

eindeutig beurteilen. Es ist zu erkennen, dass Flt3-ITD positive NB4-Zellen eine höhere 

Zyklin D1 Expression auf mRNA- und Proteinebene aufweisen als normale NB4-

Zellen. ITD-positive Zellen, die mit ATRA behandelt wurden, zeigen im Vergleich zu 

nativen NB4-Zellen eine leichtgradig verminderte mRNA-Expression von Zyklin D1. 

Nur mit DMSO behandelte NB4-ITD Zellen zeigen deutlich niedrigere Zyklin D1 

mRNA-Level als normale NB4 Zellen. Auf Proteinebene ist durch Behandlung mit 

ATRA bei beiden Zellgruppen ein Reduktion der Expression zu erzielen, mit PKC 

erwartungsgemäß nur bei den ITD-Zellen. 

In Zusammenschau deutet dies darauf hin, dass ein Zusammenwirken der beiden 

Mutationen bezüglich der Zyklin D1 Regulation existiert. Da die Regulation von Zyklin 

D1 durch das Fusionsprotein PML-RARα und durch Flt3-ITD wie bereits dargestellt 
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nicht maßgeblich über dieselben Signalwege vermittelt wird, sind hier synergistische 

Effekte anzunehmen. 

Mit diesen Untersuchungen ist nachgewiesen worden, dass die Zyklin D1 Expression 

durch Flt3-ITD gesteigert wird und dass dies, zumindest teilweise, über den PI3K/AKT-

Signalweg vermittelt wird. Die Beeinflussung der Expression von Zyklin D1 durch ITD 

geschieht dabei auf Proteinebene. Die Regulation der Zyklin D1 Expression durch das 

Fusionsprotein PML-RARα erfolgt durch Induktion der Transkription. Ein 

Zusammenwirken der Mutationsklassen bezüglich der Induktion von Zyklin D1 ist nicht 

eindeutig nachgewiesen worden. Aufgrund der erläuterten Mechanismen ist es jedoch 

möglich, dass eine solche Kooperation existiert. Insgesamt ist festzuhalten, dass die hier 

untersuchten Mutationen zu gesteigerter Expression von Zyklin D1 führen. 

Die Rolle von Zyklin D1 in der AML bleibt weiterhin nicht vollständig geklärt. Im 

Gegensatz zu anderen malignen Erkrankungen ist eine Überexpression von Zyklin D1 

in Proben von AML-Patienten bisher nicht beschrieben worden. Dass Zyklin D1 

onkogenes Potential besitzt, ist unbestritten. Nicht unbestritten ist jedoch die Theorie, 

dass die onkogene Wirkung nur durch eine Überexpression vermittelt wird. Von A.B. 

Gladden et al. wurde postuliert, dass nicht die reine Überexpression, sondern auch die 

Lokalisierung des Proteins im Nukleus für die onkogene Aktivität ausschlaggebend sei 

[33]. Wie bereits beschrieben, transloziert der aktivierte Komplex aus Zyklin D1 und 

CDK4 in den Zellkern, wo durch die initiale Phosphorylierung von Rb die 

Zellzyklusprogression in Gang gesetzt wird. Damit Zyklin D1 wieder aus dem Zellkern 

ausgeschleust und abgebaut werden kann, bedarf es einer Poly-Ubiquitinierung. Dies 

wird durch eine Phosphorylierung des c-terminalen Threonins durch GSK-3b (glycogen 

synthase kinase 3 beta) initiiert [22]. 
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In der letzten Zeit wurden mehrere Mechanismen entdeckt, die einer Ausschleusung von 

Zyklin D1 aus dem Zellkern entgegenwirken. Alt et al. haben eine Mutante von Zyklin 

D1 beschrieben (cyclin D1-T286A), die nicht phosphoryliert werden kann und 

dauerhaft im Zellkern verbleibt. Es konnte gezeigt werden, dass diese Mutante 

unabhängig von anderen Onkogenen eine Transformation von Zellen in vitro bewirkt 

[3]. Zwei andere Arbeitsgruppen haben eine neue Isoform von Zyklin D1 beschrieben, 

die durch alternatives Spleißen entsteht. Dieser Isoform, Zyklin D1-b, fehlt sowohl die 

Bindungsstelle für GSK-3b, als auch die Bindungsstelle für Crm1, welches 

normalerweise für den nukleären Export von Zyklin D1 verantwortlich ist. Dies 

resultiert in einem dauerhaften Verbleib von Zyklin D1 im Zellkern, beeinflusst jedoch 

nicht dessen Funktion. Die Expression von Zyklin D1-b konnte interessanter Weise nur 

in malignem Gewebe nachgewiesen werden [69; 117]. 

Abbildung 4.1: Regulation der Lokalisation von Zyklin D1: Während der G1-Phase 
tritt der Komplex aus Zyklin D1 und CDK4 in den Nukleus über und phosphoryliert 
Rb und leitet so den Übergang zur S-Phase ein. GSK-3b gelangt während der 
Übertritts in die S-Phase in den Zellkern und phosphoryliert Zyklin D1 an Thr-286, 
der erste Schritt der Ausschleusung aus dem Zellkern, Ubiquitinierung und Proteolyse 
von Zyklin D1 [22]. 



Diskussion 

63 

Auch der bereits erwähnte PI3K/AKT-Signalweg ist in die Regulation der Lokalisation 

von Zyklin D1 involviert. Eine übermäßige Aktivität von AKT, - vermittelt durch 

Überexpression oder durch Inaktivierung von PTEN, einem direkten Gegenspieler von 

AKT -, mündet in einer verminderten Expression von GSK-3b [9]. All dies zeigt, dass 

Zyklin D1 eine wichtige Rolle in der Entstehung von Krebs zuzuschreiben ist. Welche 

Wirkungen von Zyklin D1 entscheidend für die maligne Transformation von Zellen 

sind, oder ob eine Überexpression von Zyklin D1 zur malignen Transformation 

vorliegen muss, wird weiterhin kontrovers diskutiert und ist gegebenenfalls auch vom 

jeweiligen Zelltypus abhängig. 

Diese Untersuchungen haben gezeigt, wie sich in der AML dominierende Mutationen 

auf Zyklin D1, einem wichtigen Regulator des Zellzyklus, auswirken. Möglicherweise 

trägt eine Dysregulation von Zyklin D1 zur Pathogenese der AML bei.  

 

4.2 Amino-terminal Enhancer of Split 

 

Bereits seit einigen Jahren weiß man, dass eine Dysregulation des wnt-Signalweges eine 

große Rolle bei der Entstehung vieler Karzinome spielt [94]. In jüngerer Vergangenheit 

hat sich gezeigt, dass dieser Signalweg auch in die Regulation von 

Stammzellfunktionen involviert ist und seine Dysregulation daher zur Leukämogenese 

beitragen könnte [53; 111]. Neuere Ergebnisse aus unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass 

zumindest ein Teil der leukämogenen Wirkung der Fusionsproteine in der AML über 

eine Aktivierung des wnt-Signalweges vermittelt wird. Ein wichtiger Schritt ist dabei 

die Überexpression von Plakoglobin. Die Suche nach weiteren Zielgenen der 

Fusionsproteine AML1-ETO, PML-RARα und PLZF-RARα mittels Microarray ergab, 

dass auch die Expression von Amino-terminal Enhancer of Split massiv induziert wird. 

Der Mechanismus, über den AES eine Aktivierung der Transkription der TCF/LEF 

(lymphocyte enhancing factor)-Zielgene bewirkt, wurde bereits unter Punkt 1.6.2 

beschrieben. Die Aktivierung durch Amino-terminal Enhancer of Split ist dabei 

unabhängig von der Wirkung von ß-catenin und Plakoglobin. Untersuchungen anderer 

Arbeitsgruppen haben zudem ergeben, dass Amino-terminal Enhancer of Split auch mit 

anderen Transkriptionsfaktoren (z.B. Runx2 ) interagiert [129]. 
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Die Induktion von Amino-terminal Enhancer of Split durch die drei genannten 

Fusionsproteine konnte auf Transkriptions - und Translationsebene nachgewiesen 

werden. Wie unter Punkt 1.4.1 beschrieben, bewirkt AML1-ETO eine Repression der 

Genexpression durch Rekrutierung von Histondeacetylasen. Nach Induktion der AML1-

ETO Expression durch Zn+ haben wir die HDAC-Funktion durch Zugabe von TSA 

geblockt. Wie erwartet konnte gegenüber der Kontrolle keine Induktion von Amino-

terminal Enhancer of Split durch das Fusionsprotein mehr festgestellt werden (siehe 

Abb 3.9). Ebenso zeigte sich nach Behandlung von PML-RARα exprimierenden Zellen 

mit ATRA eine zeitabhängige Reduktion der AES-Expression auf mRNA-Ebene (siehe 

Abb 3.10).  

Die Fusionsproteine, deren Funktion als transkriptionelle Repressoren in der AML 

bekannt ist, führen über die Induktion von Amino-terminal Enhancer of Split zu einer 

vermehrten Expression von Wnt-Zielgenen. Ob diese Induktion ein indirekter Effekt ist, 

oder ob sie durch Interaktion der Fusionsproteine mit anderen Transkriptionsfaktoren 

hervorgerufen wird, ist noch unklar. Eine solche Protein-Protein-Interaktion ist bereits 

für AML1-ETO mit z.B. LEF-1, C/EBPα und PU-1 beschrieben worden [79; 126; 132]. 

Denkbar ist jedoch auch, dass die Induktion direkt durch das Fusionsprotein 

hervorgerufen wird. So weiß man bereits von einigen Genen (z.B. M-CSF oder Bcl-2), 

dass sie direkt durch AML1-ETO aktiviert werden [57]. 

Als nächstes haben wir untersucht, in welchen Geweben und Zelllinien Amino-terminal 

Enhancer of Split exprimiert wird. Ein besonders hohes Expressionsniveau zeigte sich 

im Hoden, ein Gewebe mit einer hohen physiologischen Proliferationsrate. Dies passt 

zur Erkenntnis, dass Amino-terminal Enhancer of Split den wnt-Signalweg aktiviert. 

Des Weiteren konnte eine hohe Expression in Lebergewebe nachgewiesen werden. 

Hohe AES-Level finden sich auch in verschiedenen immortalisierten Zelllinien. Dies 

überrascht nicht, da man davon ausgeht, dass die Fähigkeit zur Selbsterneuerung von 

hämatopoetischen Zellen mit dem wnt-Signalweg im Zusammenhang steht [82; 103]. Es 

ist denkbar, dass die Aktivierung der wnt-Signalkaskade an der Immortalisierung der 

Zellen beteiligt ist. Auch in 32D-Zellen zeigte sich eine hohe Expression von Amino-

terminal Enhancer of Split. Dabei ist die Expression von Amino-terminal Enhancer of 

Split in 32D-hFlt3-wt und -ITD-Zellen nicht vom Mutationsstatus der 

Rezeptortyrosinkinase Flt3 abhängig. Die Expression konnte weder durch Zugabe von 
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IL-3 noch durch Zugabe von FL gesteigert werden. Es scheint, dass Amino-terminal 

Enhancer of Split in Zellen, in denen der Wnt-Signalweg bereits aktiviert ist (z.B. durch 

Flt3-ITD) nicht noch weiter induziert werden kann. All dies ist konform mit der 

Annahme, dass undifferenzierte, c-kit-positive hämatopoetische Stammzellen hohe 

AES-mRNA Level zeigen und bereits einer Zellreihe zugehörige Zellen hingegen nur 

eine niedrige AES-Expression vorweisen. Die Expression von Amino-terminal 

Enhancer of Split scheint dabei auf die Zellen beschränkt zu sein, die sich durch eine 

Zugehörigkeit zur myeloischen und leukozytischen Reihe auszeichnen, z.B. GR1- und 

CD45-positive Zellen. 

Ausgehend von der Vorstellung, dass Amino-terminal Enhancer of Split an der 

Leukämogenese beteiligt ist, wurde die Expression von AES im Knochenmark von 

AML-Patienten mittels Westernblot-Analyse und Tissue Micro Array untersucht. Wie 

in Abb. 3.15 zu sehen ist, scheint Amino-terminal Enhancer of Split im Knochenmark 

von Gesunden nicht exprimiert zu werden, oder zumindest nicht in dem Maße, dass es 

mittels Westernblot nachgewiesen werden konnte. Der Grad der AES-Expression 

scheint hierbei nicht durch Flt3-ITD beeinflusst zu werden.  

Die Tissue Micro Arrays zeigen, dass die Expression von AES im 

Patientenknochenmark unterschiedlich stark ausgeprägt ist. Dabei wurde die AES-

Expression in Knochenmarksproben von 143 AML-Patienten analysiert. Hierbei zeigten 

sich hohe und sehr hohe Expressions-Level in ca. 80% der Patientenproben und ein 

signifikanter Unterschied zur Expression in gesundem Knochenmark (n = 40). Lediglich 

in 50% dieser Proben zeigte sich eine schwache AES-Expression (siehe Abbildung 

3.16). Auswertungen in der Vergangenheit haben ergeben, dass Plakoglobin in den 

„unreiferen“ FAB-Klassen (M0-M3) signifikant stärker exprimiert wird als in den 

Klassen M4-M6 [79]. Das lässt vermuten, dass dies auch für die AES-Expression der 

Fall sein könnte. 

Zur weiteren Analyse der Wirkung einer AES-Expression wurden primäre 

Mausknochenmarkzellen stabil mit Amino-terminal Enhancer of Split transduziert. Wie 

bereits berichtet, kommt es in unsterblichen Zellen, die eine hohe AES-Expression 

vorweisen durch weitere Stimulation nicht zu einer gesteigerten AES-Expression. 

Weitere Untersuchungen, die in dieser Arbeit nicht dargestellt sind, haben ergeben, dass 

mit Amino-terminal Enhancer of Split stabil transfizierte 32D-Zellen kein gesteigertes 
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Wachstum im Colony Assay zeigen. Dies gilt jedoch nicht für primäre 

Mausknochenmarkzellen. Die Überexpression von Amino-terminal Enhancer of Split 

führt hier zu einer Zunahme der Kolonienzahl um ca. 60%. Die Ergebnisse zeigen, dass 

eine AES-Überexpression vor allem in unreifen Zellen (CFU-GEMM) zu einer 

gesteigerten Proliferation führt, beziehungsweise dass der Proliferationsvorteil mit 

steigendem Differenzierungsgrad der Zelle abnimmt. Zudem führt die Überexpression 

von Amino-terminal Enhancer of Split in primären Mausknochenmarkzellen zu einer 

gesteigerten Selbsterneuerungsfähigkeit (siehe Abb.3.18 und 3.19). Diese Ergebnisse 

stimmen mit den Erkenntnissen überein, dass AES-Expression ein Merkmal von Zellen 

mit hohem Selbsterneuerungspotential ist. So haben Sekkai et al. nachgewiesen, dass 

embryonale Stammzellen, die durch Zugabe von LIF (leukemia inhibitor factor) an der 

Differenzierung gehindert werden eine hohe AES-Expression zeigen [113]. Wurde die 

Differenzierung der embryonalen Stammzellen durch 48-stündigen Entzug von LIF 

induziert, sanken die AES-Level. Überexpression von AES führt zu gesteigerter 

Proliferation und erhöhter Selbsterneuerungsfähigkeit, beides Eigenschaften von 

malignen Zellen, die über eine Induktion von Wnt-Zielgenen vermittelt werden [53; 71; 

82; 103; 111; 134]. 

Ergänzend zur Überexpression wurde zur weiteren Charaktersierung der AES-Funktion 

mittels RNAi-Ansatz eine Herunterregulation von Amino-terminal Enhancer of Split 

bewirkt. Hierzu wurden 32D-Zellen, die Amino-terminal Enhancer of Split in hohem 

Maße exprimieren, mit einem shRNA-Vektor transfiziert. Im Vergleich zur Kontrolle 

zeigten die 32D-Zellen mit herunterregulierter AES-Expression ein massiv vermindertes 

Kolonienwachstum. Zudem bildeten diese Zellen wesentlich kleinere Kolonien als die 

Kontrollzellgruppe. Diese Ergebnisse bestärken die Erkenntnisse, dass die AES-

Expression mit einer gesteigerten Proliferation verknüpft ist. 
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Abbildung 4.2 Induktion von Zielgenen durch die Fusionsproteine in der AML. Die 
Abbildung zeigt ein Modell, welches Kooperation verschiedener Mechanismen 
beeinhaltet. 
 

Wang et al. haben gezeigt, dass eine fehlende Grg5-Expression nicht letal in der Maus 

ist, jedoch zu einer transienten Wachstumsstörung führt. Die Grg5-Knockout-Mäuse 

zeigten ein gestörtes Wachstum der langen Röhrenknochen, die Zahl der 

proliferierenden Chondrozyten war im Schnitt um 25% reduziert [128]. 

Mit Amino-terminal Enhancer of Split konnte ein neues Zielgen der Fusionsproteine in 

der AML identifiziert werden. Die durch die Fusionsproteine induzierte Überexpression 

von Amino-terminal Enhancer of Split führt über die Aufhebung der durch TLE1-4 

vermittelten Repression der Transkription zu einer gesteigerten Expression von 

TCF/LEF Zielgenen (siehe Abbildung 4.2). Die Aktivierung der Transkription über 

diesen Mechanismus ist nicht von der Aktivierung des Wnt-Signalweges abhängig. 

Ergänzend kann die Transkription durch Bindung von Plakoglobin, ebenso ein Zielgen 

der Fusionsproteine, weiter verstärkt werden. Die Überexpression der Wnt-Zielgene 

führt zu verstärkter Proliferation und erhöhter Selbsterneuerungsfähigkeit in primär 

nicht unsterblichen Zellen, eine Aktivierung des Wnt-Signalweges ist mit dem Prozess 
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der Immortalisierung, bzw. der Aufrechterhaltung der Pluripotenz in hämaotpoetischen 

Stammzellen verknüpft [53; 82; 103; 111].  

Über diese Mechanismen kann eine Überexpression von Amino-terminal Enhancer of 

Split an der Leukämogenese beteiligt sein. Eine alleinige Überexpression von Amino-

terminal Enhancer of Split ruft jedoch keine Leukämie hervor wie 

Transplantationsversuche aus unserer Arbeitsgruppe ergaben. Dies passt wiederum zum 

2-hit-Modell der Leukämogenese und bestätigt die Erkenntnis, dass das Vorhandensein 

von Fusionsproteinen allein keine AML verursacht. 

Dass Amino-terminal Enhancer of Split auch in AML-Zellen ohne balancierte 

Translokation auftritt, gibt einen Hinweis darauf, dass die Regulation der AES-

Expression durch die Fusionsproteine lediglich ein Baustein zum Verständnis der AES-

Funktion ist. Es müssen weitere Mechanismen existieren, die in die Regulation der 

Wnt-Zielgene durch Amino-terminal Enhancer of Split involviert sind. So zeigten 

Hasson et al., dass Grouchos/TLEs zwei MAPK-Konsensus-Sequenzen enthalten 

welche durch den EGFR-Signalweg via MAPK in vitro phosphoryliert werden. Sekkai 

et al. haben herausgefunden, dass STAT3 direkt an den AES-Promoter bindet und so 

die Transkription induziert. So ist AES ein wichtiger Knotenpunkt im crosstalk 

zwischen STAT3 und dem Wnt-Signalweg. All dies sind Aspekte der möglichen 

Regulation von Amino-terminal Enhancer of Split, die jedoch noch weiterer 

Untersuchung bedürfen. 

Die hier dargestellten Untersuchungen haben ergeben, dass Amino-terminal Enhancer 

of Split ein wichtiges Effektorprotein des Wnt-Signalweges in der AML darstellt und 

auf diese Weise an der Leukämogenese beteiligt sein könnte. Somit könnte sich Amino-

terminal Enhancer of Split im Rahmen von weiteren Untersuchungen als interessantes 

Ziel für neuartige therapeutische Ansätze in der AML darstellen. 

 

4.3 Zyklin D1 und AES: Effektoren in der Pathogenese der AML 

 
Durch die im Rahmen der Arbeit durchgeführten Experimente konnte gezeigt werden, 

dass Zyklin D1 und Amino-terminal Enhancer of Split eine wichtige Rolle in der 

Pathogenese der AML spielen können. 

Eine Überexpression von Zyklin D1, wie sie bereits für viele humane Tumore 

nachgewiesen wurde, führt zu einer gesteigerten Proliferation der Zelle. Wie in dieser 
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Arbeit gezeigt wird, kommt es durch die Überexpression von AES ebenfalls zu einer 

gesteigerten Proliferation. Eine Hemmung der AES-Expression führt hingegen zu 

verminderter Kolonienbildung.  

AES und Zyklin D1 sind wichtige Protagonisten des wnt-Signalweges. AES bewirkt als 

ein Mediator dieses Weges eine De-Repression der Transkription von wnt-Zielgenen. 

Zyklin D1 wiederum ist eins der wichtigsten Zielgene diese Signalweges. Auf diese 

Weise sind beide Proteine in die Vermittlung von Proliferation, Stammzellfunktion und 

Selbsterneuerungsfähigkeit eingebunden. 

Die Experimente dieser Arbeit und andere Vorarbeiten haben ergeben, dass genetische 

Veränderungen in der AML die Expression der beiden Proteine beeinflussen. So konnte 

gezeigt werden, dass sowohl Zyklin D1 als auch AES durch die Fusionsproteine in der 

AML vermehrt exprimiert werden.  

All dies deutet darauf hin, dass die Regulation dieser beiden Effektoren in der AML 

gestört ist. AES und Zyklin D1 sind jedoch für die physiologischen Prozesse einer Zelle 

wie Proliferation, Selbsterneurungsfähigkeit und Überleben essentiell. Es ist daher 

anzunehmen, dass eine Dysregulation von Zyklin D1 und AES an der malignen 

Transformation von Zellen beteiligt ist. Beide Proteine stellen somit ein interessantes 

Ziel weiterer wissenschaftlicher Forschung dar. 
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