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Zusammenfassung
Die Rolle von Zyklin D1 und Amino-terminal Enhancer of Split in der molekularen
Pathogenese der Akuten Myeloischen Leukdmie (AML)
Marcel-Philipp Henrichs

Die Akute Myeloische Leukédmie (AML) ist eine maligne Erkrankung des hdmatopoetischen
Systems und gekennzeichnet durch das unkontrollierte, klonale Wachstum unreifer
hdmatopoetischer Vorlduferzellen. Zu den am héufigsten bei der AML nachweisbaren
genetischen  Alterationen gehdren Mutationen der Rezeptortyrosinkinase FIt3 und
chromosomale Translokationen. Diese beeinflussen Proliferation, Differenzierung und
Selbsterneuerungsfahigkeit sowie die Signaltransduktionswege in hidmatopoetischen Zellen
und fithren somit zur Enstehung der AML.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass PML-RARa und FIt3-ITD die
Expression von Zyklin DI, einem wichtigen Regulator des Zellzyklus, induzieren. Das
Fusionsprotein PML-RARa induziert die Translation von Zyklin D1 wihrend FIt3-ITD
vornehmlich zur Induktion der Transkription fiihrt. Zudem ergaben die Untersuchungen, dass
die Induktion von Zyklin D1 durch FIt3-ITD iber den PI3-Kinase/AKT
Signaltransduktionsweg geschieht.

Amino-terminal Enhancer of Split (AES) gehort zu den Transducin-like Enhancer of Split
(TLE), einer Gruppe von transkriptionellen Co-Repressoren. AES ist jedoch eine verkiirzte
Form und fiihrt 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 iiberexprimiert wird. Die Ergebnisse zeigen, dass eine Uberexpression von
AES zu gesteigerter Proliferation und Selbsterneuerungsfahigkeit in 32D Zellen fiihrt. Eine

Herunterregulation miindet in vermindertem Kolonienwachstum.

Genehmigungsbescheid der Tierversuche vom 15.04.2005 (G15/2005)
Tag der miindlichen Priifung: 04.11.2009
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Akute Myeloische Leukéimie — Einfiihrung

Die Hédmatopoese ist ein sehr genau gesteuerter Prozess, bei dem sich aufgrund einer
Stimulation durch verschiedene Wachstumsfaktoren aus einigen wenigen
hidmatopoetischen Stammzellen durch Zellteilung und Differenzierung die Zellen der
verschiedenen Zellreihen entwickeln: Erythrozyten, Granulozyten und Thrombozyten.
Die Akute Myeloische Leukdmie (AML) ist eine Erkrankung dieses blutbildenden
Systems. Durch unkontrollierte Proliferation und schnelle Expansion maligne
transformierter myeloischer Vorlduferzellen im Knochenmark kommt es zu einer
Ausschwemmung der unreifen Blasten ins Blut und einer Einschrinkung der
physiologischen Hamatopoese. Dies fiihrt zu einer Knochenmarksinsuffizienz mit
Andmie, Thrombozytopenie und Granulozytopenie.

Die AML ist meist eine Erkrankung des Erwachsenenalters. Die jdhrliche 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 Fiinf-Jahres-Uberlebensrate von Patienten unter 65
Jahren wird in klinischen Studien mit etwa 40% und in einer grofl angelegten
amerikanischen epidemiologischen Untersuchung mit 32,7% angegeben [19; 68; 104].
Mit zunehmendem Alter verschlechtert sich die Prognose drastisch. Die Fiinf-Jahres-
Uberlebensrate  der iiber 75-Jihrigen betrigt nur noch etwa 2%. Die
Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeiten fiir fiinf Jahre liegen in Europa und den USA
bei etwa 20% [104; 116].

Die genaue Atiologie der AML ist bisher noch nicht vollstindig geklirt, man wei3
jedoch um Faktoren, die die Entstehung der Leukdmie begiinstigen. Dazu zdhlen unter
anderem ionisierende Strahlen (Nuklearwaffenangriffe, berufliche Exposition,
Strahlentherapie), Chemikalien (Benzol ist zB. mnach Nr. 1303 der
Berufskrankheitenverordnung als leukdmogene Substanz anerkannt) und eine Therapie
mit Zytostatika (vor allem alkylierende Substanzen und Topoisomerase-II-Inhibitoren).
Etwa 10-15% aller Akuten Myeloischen Leukimien entstehen sekundér aus einem

hiufig langjdhrig bestehendem myelodysplastischen Syndrom (MDS).
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Durch intensive Erforschung der molekularbiologischen Zusammenhinge der AML
konnten in den letzten Jahren entscheidende Fortschritte bei der Untersuchung
charakteristischer genetischer Verdnderungen erzielt werden, die dieser Erkrankung zu
Grunde liegen und im Folgenden weiter erldutert werden. Diese Erkenntnisse haben in
der Vergangenheit bereits zur Entwicklung neuer Therapiekonzepte gefiihrt. So besteht
die Hoffnung, dass das zunehmende Verstehen der molekularpathologischen
Zusammenhdnge in der AML zu einer deutlichen Verbesserung der meist noch immer

schlechten Prognose der Patienten fiihrt.

1.2 Diagnose und Klassifikation

Ein Patient mit einer AML présentiert sich mit den Symptomen infolge der
Knochenmarksinsuffizienz ~ (Miidigkeit ~und  Abgeschlagenheit, verstérkte
Blutungsneigung, vermehrte Infektionen). Die Knochenmarkszytologie ist die
entscheidende Untersuchung zur Diagnosestellung. Ausschlaggebend ist der
Infiltrationsgrad des Knochenmarks durch unreife Vorlduferzellen (Blasten). Ab einem
Infiltrationsgrad von 30% (20% nach WHO, siehe unten) spricht man von einer akuten
Leukdmie. Aufgrund morphologischer, zytochemischer und immunphénotypischer
Eigenschaften der Blasten kann man die AML von der Akuten Lymphatischen
Leukdmie (ALL) abgrenzen. Ein wichtiges Kriterium ist dabei der zytochemische
Nachweis der Myeloperoxidase (MPO). Falls dieser Nachweis nicht gelingt, kann die
Diagnose meist anhand der Immunphénotypisierung erfolgen. Charakteristisch ist
hierbei der Nachweis myeloischer Oberflichenmarker bei fehlendem Nachweis
lymphatischer Oberflachenmarker. Die AML ist eine heterogene Erkrankung. Abhéngig
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 Leukamie
FAB | Name Vorkommen MPO | NBE | PAS | Zytogenetik
MO Akute myeloische inv (3g26),
Leukamie, minimal | 8% - - - 1(3;3)
differenziert (1%)
M1 Akute o
Myeloblastenleukamie 15% *h- ) )
M2 Akute
Myeloblastenleukédmie mit | 25% ++ - - t(8;21) (40%)
Ausreifung
M3 Akute o t(6;9) (1%)
Promyelozytenleukémie 10% R *h- (15;17) (98%)
M4 Akute myelomonozytare t(11;17) (1%)
Leukamie 20% +H+ | ++ - t(5;17) (1%)
11923 (20%)
M4eo | Akute myelomonozytare inv(3926),
Leukamie mit abnormen t(3;3) (3%)
Eosinophilen 5-10% +++ ++ - 1(6;9) (1%)
inv(16),
t(16;16) (80%)
M5 Akute o 11923 (20%)
Monozytenleukémie 10% *h- | 1(8;16) (2%)
M6 Erythroleukédmie 3-4% - - +++
M7 Akute
Megakaryozyten- 2-4% - - ++ t(1;22) (5%)
Leukamie

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 fiir die WHO eine neue
Klassifikation erarbeitet (siche Tabelle 1.2). In diese Einteilung flieBen zusitzlich 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 fiir die Therapie mitentscheidend sein werden. So wird
beriicksichtigt, ob eine rekurrente Translokation vorliegt und ob es sich um eine
sekundére Leukdmie nach Chemotherapie oder MDS handelt. Weiterhin wurde der zur
Diagnose notwendige Blastenanteil im Knochenmark von 30% auf 20% gesenkt.

Eine optimale, fiir alle Patienten wirksame und auch vertrdgliche Therapie existiert
bisher nicht, obwohl in den letzten Jahren im Rahmen von grofangelegten klinischen
Studien deutliche Verbesserungen erzielt werden konnten. Priméres Ziel ist das

Erreichen einer kompletten Remission (CR) mittels Polychemotherapie.
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WHO-Klassifikation der Akuten Myeloischen Leukamie

AML mit rekurrenten Translokationen:
AML mit £(8;21) (g22;922), AML1/ETO

Akute Promyelozytenleukdmie (AML mit
t(15;17)(922;911-22) und Varianten, PML-RARa)

AML mit abnormen Eosinophilen im Knochenmark
(inv(16)(p13922) oder 1(16;16)(p13;q11),
CBFR/MYH11)

AML mit 11923 (MLL)-Abnormalitaten

AML mit Dysplasie in mehreren Linien:
mit vorangegangenem MDS

ohne vorangegangenes MDS

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

Andere

AML uncharakterisiert:

Minimal differenzierte AML

AML ohne Reifungszeichen

AML mit Ausreifung

Akute myelomonozytare Leukamie
Akute monozytére Leukamie
Akute erythroide Leukdmie

Akute megakaryozytare Leukdmie
Akute Basophilenleukamie

Akute Panmyelose mit Myelofibrose

Akute biphanotypische Leukamien

Tabelle 1.2 WHO-Klassifikation der AML

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

extramedulliren 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 Uberleben 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 Berlicksichtigung von Risikofaktoren entschieden werden
und weiter in klinischen Studien getestet werden, da verschiedene klinische Studien
bisher keinen eindeutigen Vorteil im Gesamtiiberleben 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 Promyelozytenleukdmie (APL, FAB M3) dar. Bei dieser Form der
AML wird all-frans Retinsdure (ATRA) eingesetzt. ATRA Dbewirkt eine
Ausdifferenzierung der Promyelozyten, wird bei dieser Erkrankung zusammen mit der
klassischen Chemotherapie eingesetzt und kann auch bei alleiniger Verwendung zu

einer kompletten Remission fithren, obwohl es kein Zytostatikum ist (sieche auch 1.4.2).

1.3 Aspekte der molekularen Pathogenese der Akuten Myeloischen Leukimie

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 Verdanderungen Fusionsgene
entstehen, die die Gene einiger fiir 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
Storungen im Ablauf der Transkription entsteht.

Ein weiterer wichtiger Schritt war die Entdeckung von aktivierenden Mutationen von
Tyrosinkinaserezeptoren in AML-Blasten. Diese mutierten Tyrosinkinaserezeptoren
filhren liber die gesteigerte Aktivitit von Signaltransduktionswegen zu verstirktem
Zellwachstum und verminderter Apoptose. Durch diese Erkenntnisse ging man davon
aus, dass Storungen 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. FIt3-ITD,

sieche 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 primir dazu dient, Wachstums- und Uberlebensvorteil zu
vermitteln. Eine weitere Mutation wie z.B. AMLI-ETO behindert primdr die
hiamatopoetische Differenzierung, hat aber nur wenig Einfluss auf Wachstum und

Uberleben [32; 51; 93].

Klasse | Mutationen Klasse |l Mutationen

FIt3TD PML/RARa
und K ~ ot j L {E7

therapeutischer Ansatz therapeutischer Ansatz
z.B. PTK Inhibitoren z.B. ATRA

Abbildung 1.1 Modell der Entstehung der AML. Es miissen zwei Mutationen
unterschiedlicher Klasse kooperieren, um eine AML hervorzurufen [32]. Die optimale
zielgerichtete Therapie miisste daher eine Kombinationstherapie sein, um die Wirkung
der Mutationen beider Klassen unterbinden zu konnen (PTK = Protein-Tyrosinkinase)

Dieses Modell zur Pathogenese der AML ist jedoch aus heutiger Sicht simplifizierend.
So ist bekannt, dass beispielsweise AMLI-ETO nicht nur einen Differenzierungsblock
bewirkt, sondern auch Einfluss auf die Signaltransduktion nimmt und so z.B. zu
erhohter Selbsterneuerungsfihigkeit der Leukdmiezellen fiihrt (siehe auch 1.4.1) [79].
Ebenso weil man, dass durch FIt3-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 fithren kann und dass eine erfolgreiche Therapie die Behandlung beider

Mutationsklassen umfassen muss.
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1.4  Die Rolle der Fusionsproteine

Charakteristisch fiir die AML sind Translokationen, die zur Expression von
Fusionsproteinen fithren. Diese Translokationen involvieren auch
Transkriptionsfaktoren, die normalerweise die Expression von Differenzierungsgenen
beeinflussen und so die hdmatopoetische Reifung entscheidend regulieren. Durch die
Wirkung der Fusionsproteine kommt es beispielsweise zum Abschalten von Zielgenen,
die eine wichtige Rolle in der Differenzierung von hdmatopoetischen Zellen spielen.

Die Repression dieser Gene fiihrt zum Differenzierungsblock in der AML.

Abbildung 1.2 Schematische Darstellung der Granulopoese. Durch die Wirkung der
Fusionsproteine kommt es zu einem Differenzierungsstop und zur Anhdufung von
Blasten im Knochenmark. (Abbildung: Thomas Cauvet)

Die Wirkung der Fusionsproteine geht jedoch iiber die Vermittlung des
Differenzierungsblockes hinaus, sie tragen durch weitere Interaktionen zur Pathogenese

der AML bei (siehe 1.4.1 und 1.4.2).

14.1 AMLI-ETO

Die am haufigsten 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 AMLI1, lokalisiert auf
Chromosom 21, mit einem Grofiteil 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 CBFp bildet AMLI/Runx]l einen heterodimeren
Transkriptionsfaktor, der die Expression spezifischer hamatopoetischer Gene (z.B. IL-3,
CSF1-Rezeptor, Myeloperoxidase und den Wachstumsfaktor GM-CSF [24]) reguliert.
AMLI1/Runx1 bindet an die DNA und rekrutiert Histonacetyltransferasen (HATSs), die
die DNA durch Azetylierung von Histonen und eine daraus resultierende
Konformationsédnderung fiir die Transkription zugidnglicher machen.

ETO ist ein nukleédres Zinkfingerprotein. Es bildet einen Komplex mit Co-Repressoren
wie HuN-CoR, mSin A und B und Histondeacetylasen (HDAC1) [31; 70; 127]. Durch
die Aktivitdit der HDACs bewirkt der Komplex eine Konformititsdnderung im
Chromatin. Dies macht die DNA unzugénglicher fiir 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. AMLI1-ETO bindet die DNA an denselben Stellen wie AMLI1/Runxl1,
allerdings kommt es nun durch Wirkung von ETO zur Repression der Zielgene von
AMLI1/Runx]l (sieche Abbildung 1.3). Auf diese Weise ldsst sich der
Differenzierungsblock der AML-Blasten erkldren. Klinisch gesehen ist der Nachweis

von AMLI1-ETO mit einer giinstigen Prognose verkniipft.
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Abbildung 1.3 Wirkung von AMLI-ETO: A: Das Wildtyp-AMLI1-Protein hat die
Fahigkeit, an die DNA zu binden und HATs zu rekrutieren, was in einer
transkriptionellen Aktivierung resultiert. B: Das Fusionsprotein AMLI-ETO bindet
auch an die DNA, rekrutiert durch ETO jedoch einen Co-Repressorkomplex, der die
Vermittlerelemente Sin3A und N-CoR, sowie HDAC enthélt. Diese Interaktion fiihrt
zur Repression einer Reihe von Genen, die normalerweise durch AMLI1 aktiviert
werden [23].

Die Wirkungen von AMLI-ETO gehen jedoch weit iiber den Differenzierungsblock
hinaus. So bewirkt AML1-ETO nicht nur eine Repression, sondern auch eine Induktion
von Genen, die an der Zelldifferenzierung beteiligt sind. Hierzu gehdren die Gene Ap-1
(Aktivatorprotein 1), UBP43 (Ubiquitin spezifische Protease 18) und auch der M-CSF
Rezeptor. Der zugrunde liegende Mechanismus konnte bisher nicht vollstindig geklart
werden. Weiterhin beeinflusst AMLI-ETO die Expression und Funktion zahlreicher
Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel MEF (myeloid ELF-like factor), PU.1
(Transkriptionsfaktor der ets-Familie) und C/EBPa (ccaat-enhancer-binding protein o).
So konnte nachgewiesen werden, dass AML1-ETO direkt mit MEF interagiert, welches

als ets-Protein an der Regulation von Genen der Hamatopoese beteiligt ist [72]. PU.1 ist
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einer der wichtigsten ets-Transkriptionsfaktoren und wesentlich fiir die normale
Myelopoese. Die transkriptionelle Aktivitdt von PU.1 wird durch AML1-ETO blockiert
[126]. C/EBPa ist ein essentieller Regulator der granulozytdren Differenzierung. Zum
einen filhrt AML1-ETO zur verminderten Transkription von C/EBPo, zum anderen
interagiert AML1-ETO direkt mit C/EBPa und inaktiviert auf diese Weise dessen
Funktion [13; 15; 29; 88].

In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass AML1-ETO, PML-RARa und
PLZF-RARa via Induktion von Plakoglobin zur Aktivierung des wnt-Signalweges
filhren und so in die Expressionsregulation von Onkogenen wie z.B. Zyklin D1 mit
eingreifen. Die Induktion von Plakoglobin geschieht hierbei nicht iiber eine direkte
Bindung der Fusionsproteine an den Promoter [79]. Neuere Publikationen bringen den
wnt-Signalweg  mit  Proliferation und  Selbsternerneuerungsfahigkeit  von
hamatopoetischen Vorlduferzellen in Verbindung [5; 82; 103].

Weiterhin nimmt AMLI1-ETO Einfluss auf die Expression von pl4ARF, ein wichtiger
Tumorsuppressor. pl4ARF ist als ein bedeutender Stabilisator der p53 Funktion
wesentlich an Prozessen der Proliferationskontrolle und Apoptose beteiligt [95; 141].
AMLI1-ETO ist in der Lage, die Expression von pl4ARF direkt zu inhibieren [66].
Niedrige Level von pl4ARF bei AML-Patienten scheinen mit einer schlechten
Prognose verkniipft zu sein [78].

Zusitzlich zur Beeinflussung von Proliferation, Uberleben und Apoptose von Zellen des
hidmatopoetischen Systems vermittelt AMLI1-ETO eine verstérkte
Selbsterneuerungsfahigkeit. So zeigten Tonks et al, dass AMLI-ETO zum
Differenzierungsblock in der Erythro- und in der Granulopoese fiihrt, gleichzeitig aber
in einer vermehrten Selbsterneuerungfihigkeit von erythrozytiren und granulozytiren
Vorlduferzellen miindet [123; 124].

Auf diese Weise wird deutlich, dass AML1-ETO nicht nur tiber eine Blockade der
Differenzierung zur Pathogenese der AML beitragen kann, sondern dass weitere
Mechanismen Einfluss auf Proliferation, Selbsterneuerungsfihigkeit, Apoptose und

Uberleben ausiiben.
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1.4.2 PML-RARa

Die Translokation t(15;17), aus der das Fusionsprotein PML-RARa hervorgeht, ist
charakteristisch fiir den AML Subtyp FAB M3. In rund 99% der APL-Fille ist die
Translokation nachweisbar. Dabei kommt es zur Fusion grofler Teile des RARa Gens
auf Chromosom 17 (17q12) mit anndhernd der vollstdindigen Sequenz von PML auf
Chromosom 15 (15922) [89].

PML ist ein Protein, dessen Funktion noch immer nicht vollstindig 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].

RARa steht fiir Retinsdurerezeptor o. Genau wie AMLI1 spielt auch RARa eine
wichtige Rolle in der Myelopoese. Das RARa-Protein kann in sechs Regionen eingeteilt
werden (A-F). Die Region C des Proteins enthdlt zwei Zinkfingermotive. Dieser
Bereich vermittelt die Bindung des Rezeptors an die DNA. Die Bereiche der
Promotoren, an die RARa binden kann, werden als retinoic acid response elements
(RARE) bezeichnet. Wenn keine Retinsdure an den Rezeptor gebunden ist, fungiert
RARa als transkriptioneller Repressor, indem es durch Rekrutierung von Co-
Repressoren (N-CoR, mSin3) und HDACs die DNA unzuginglicher fiir den
Transkriptionsapparat macht. Wenn nun Retinsdure an RARa bindet, bildet RARa einen
Komplex mit RXRa, einem weiteren Protein aus der Familie der Retinsdurerezeptoren.
Dieser heterodimere Komplex agiert als Aktivator der Transkription indem Co-
Repressoren und HDACs entfernt werden. Dem Fusionsprotein PML-RARa bleibt die
Féhigkeit der DNA-Bindung erhalten, allerdings wird die normale Reaktion des
Rezeptors auf Bindung von Retinsdure behindert [64; 76]. Die physiologische
Konzentration von Retinsdure ist nicht in der Lage den zur Transkription benétigten
Prozess der Konformationsdnderung in Gang zu setzen. Auf diese Weise unterbleibt die
Expression von RARa- Zielgenen. Hohe Konzentrationen an Retinséure fiihren 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 Retinsdurekonzentration von 1x10°® bis 2x10°M PML-RAR«
vollig von N-CoR dissoziiert. Auf diese Weise ist durch systemische Gabe von ATRA

eine Zelldifferenzierung in der APL zu erzielen [37].

LA

Abbildung 1.4 PML-RARa: (a) Der Retinsdurerezeptor o des PML-RARa
Fusionsproteins bindet im Promoterbereich (RARE) eines Zielgens an die DNA. Durch
Rekrutierung von Co-Repressoren wird die DNA fiir den Transkriptionsapparat
unzuginglich gemacht. Kommt es zur Bindung von Retinsdure (RA) in hoher
Konzentration (b), werden Co-Repressoren und HDACs freigegeben und so die
Transkription ermdglicht [37].

ATRA, auch bekannt unter dem Namen Tretinoin, ist ein natiirlicher 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 Differenzierungsvorgingen 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 giinstige Einfliisse auf den Verlauf
maligner Erkrankungen. So hemmt ATRA beispielsweise das Wachstum des
hepatozelluldren 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 Promyelozytenleukdmie. Bereits
1988 wurden erste klinische Studien in der Therapie der APL durchgefiihrt [100; 101].
Neben der Aufhebung des Differenzierungsblocks bewirkt die Therapie mit ATRA eine
signifikante  Reduktion der Verbrauchskoagulopathie, eine typische und
lebensgefdhrliche 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.
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Neuere Untersuchungen zu PML-RARa haben ergeben, dass die Zyklin Al-
Transkription durch PML-RARa induziert wird [81]. Das Zyklin A1-Protein wiederum
interagiert mit RB, E2F und B-Myb [80; 136]. Auf diese Weise kann PML-RARa den
Zellzyklus beschleunigen. Analog zu AMLI-ETO konnte fiir PML-RARa eine

Aktivierung des wnt-Signalweges iiber Plakoglobin nachgewiesen werden.

1.5  Die Rezeptortyrosinkinase FIt3

Fit3 (Fms-like tyrosine kinase 3) gehort zur Gruppe der Klasse-III-
Rezeptortyrosinkinasen (RTKs). RTKs sind transmembrandre Rezeptoren, die sich
durch Proteintyrosinkinaseaktivitit auszeichnen. Die RTKs der Klasse III bestehen aus
fiinf bis sieben extramembranidren, immunglobulindhnlichen Doménen und einer
zytoplasmatischen Tyrosinkinase-Doméne [10; 106; 107]. Flt3 wird vor allem in
hiamatopoetischem Gewebe exprimiert und 1ist in frilhen hé&matopoetischen
Vorléduferzellen anzutreffen, in primitiven Stammzellen kommt sie dagegen nicht vor
[73]. Der natiirliche Flt3-Ligand (FL) fiihrt durch Bindung zur Autophosphorylierung
des Rezeptors, wodurch iiber eine Signalkaskade bestimmte Signalwege in der Zelle
aktiviert werden. Hierzu gehoren u.a. der PI3K/AKT- Signalweg und der Ras/MAP-
Kinase-Signalweg [7; 77; 139; 140]. Der STATS Signalweg wird durch den normalen
Liganden kaum aktiviert. Uber diese Signalwege werden Gene reguliert, die mit
Proliferation, Uberleben und Differenzierung von himatopoetischen Zellen verkniipft
sind. Eine Expression von FIt3 wird in 60 bis 90% der AML-Félle beschrieben [8; 17;
25; 105; 118]. In AML-Blasten ist die Expression von FIt3 gegeniiber normalen
hidmatopoetischen Vorlduferzellen gesteigert. Es konnte gezeigt werden, dass FL in
vitro zu Proliferationszunahme und gesteigertem Uberleben von priméiren AML-Blasten
fithrt [17; 67; 91; 118].

Das FIt3-Gen ist eines der hdufigsten Ziele von Mutationen in der AML. In 27 bis 35%
der Fille ist eine Mutation nachweisbar [135; 137]. Die meisten Flt3-Mutationen sind
Langenmutationen (FIt3-LM). Sie sind in etwa 24 % aller AML Fille anzutreffen [32].
Haufig sind dies sogenannte interne Tandemduplikationen (ITD) und Insertionen in der
mRNA-Sequenz der juxtamembrandren Doméne von FIt3. Das Vorkommen von FIt3-

ITD ist nicht an einen bestimmten FAB-Typ der AML gekniipft, hdufig tritt diese
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Mutation jedoch bei der APL (FAB-M3) auf [48; 55; 112]. Bei den ITDs handelt es sich
um Aminosduresequenzen variierender Lange (ca. 4-50 Aminosduren), die verdoppelt
sind, wodurch es zu einer Verldngerung der juxtamembrandren 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 Verldngerung der
juxtamembrandren Region miindet in einer konstitutiven Tyrosinkinaseaktivitidt von
Flt3 [56]. Die autoinhibitorische Funktion, die der juxtamembraniren Doméne
zugeschrieben wird, geht durch die Verldngerung verloren [36; 56]. Diese Theorie
wurde durch die Beschreibung der Kristallstruktur von FIt3 bestédrkt. Diese zeigt, dass
die juxtamembrandre Region im inhibierten Zustand von FIt3 verhindert, dass ATP ins
aktive Zentrum des Enzyms gelangt. Tyrosinreste der juxtamembrandren Region
scheinen eine entscheidende Rolle fiir die Autoinhibition des Rezeptors zu spielen. Man
geht davon aus, dass die Phosphorylierung dieser Tyrosinreste in einer Aktivierung von
F1t3 miindet [36].

Es konnte in  vitro  gezeigt werden, dass FIt3-ITD zu einem
wachstumsfaktorunabhéngigen Wachstum und Uberleben von myeloischen Zellen
fiihrt. Dartiber hinaus konnte eine konstitutive Aktivierung der Signalwege von STATS,
Ras/MAP und PI3K/AKT beobachtet werden (siche Abbildung 1.5) [27; 43; 56; 77;
125]. Auf welche Weise die Mutation von FIt3 zustande kommt, ist bisher nicht
hinreichend geklart. Es existiert jedoch die Meinung, dass palindromische Sequenzen
im FIt3-Gen in Kombination mit einem defekten DNA-Reparaturmechanismus zur
Entstehung von FIt3-ITD beitragen [56]. In den meisten AML-Fillen werden die ITD-
und die wt-mRNA co-exprimiert. Der Verlust des wt-Allels ist mit einer schlechten
Prognose verkniipft [59; 122; 133]. Der Nachweis von FIt3-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 verkniipft [30; 54; 55; 59].
All dies spiegelt sich in einem erhdhten Risiko fiir Therapieversagen wider. Diese
Verkniipfung von ITD-Nachweis und Prognose wurde durch klinische Studien auch fiir

die anderen FAB-Subtypen nachgewiesen [2; 30; 48; 112; 122; 133].

14



Einleitung

FRz4 Frizzled 4

FRZ4 Extrazellular STATS signal
transducer
and activator
of
transcription
5

3-Kinase

pAKT phosphoryliertes
mTOR mammalian

rapamycin

a FoxO
Forkhead Box

Gruppe O

\l/ PI3K  Phosphatidylinositol-

b Bad
proapoptotisches
Protein der bcl-2
Familie

elF4E eukaryotic

translation initiation
factor 4E

Ras = Rat sarcoma
Zyklin D1 . .
L A)I-éS Ll MAPK = mitogen activated

protein kinase

Nukleus

Abbildung 1.5 Schematische Darstellung der durch FIt3-ITD beeinflussten Signalwege.
1. Wnt: Durch FIt3-ITD kommt es zur vermehrten Expression des FRZ4-Rezeptors, die
Degradation von B-Catenin durch GSK3-8 wird via wnt inhibiert. 2. STATS: FIt3-ITD
aktiviert den STATS Signalweg. 3. PI3K: FIt-ITD trifft auf erhohte PI3K-Level und
aktiviert diesen Signalweg. AKT blockiert Apoptosewege und induziert tiber mTOR die
Proteinsynthese. 4. Ras/MAPK: FIt3-ITD aktiviert den Ras/MAPK-Signalweg. Uber
Ras wird zudem auch der PI3K-Signalweg aktiviert.

Sallmyr et al. beschreiben in einer aktuellen Publikation einen mdglichen Grund fiir die
schlechte Prognose FIt3-ITD positiver Patienten. Sie haben nachgewiesen, dass in ITD-
positiven Zellen erhohte Spiegel von Sauerstoffradikalen (ROS) vorliegen, welche zu
einem erhohten Vorkommen von DNA- Doppelstrangbriichen und Reparaturfehlern
fiihren. Das erhohte Vorkommen dieser Sauerstoffradikale scheint via STATS vermittelt
zu werden. Der STATS Signalweg vermittelt eine Aktivierung von RACI, einer

NADPH-Oxidase, die fiir 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 Doppelstrangbriichen und einer gesteigerten Effektivitit der
DNA-Reparaturmechanismen [110].

Wie bereits beschrieben, ist der Nachweis einer Mutation des Flt3-Rezeptors mit einer
schlechteren Prognose verkniipft. Mutationen des FIt3-Rezeptors haben eine hohe
Priavalenz bei AML-Patienten. Dies zeigt, dass FIt3 ein interessantes Ziel flir neue
molekulartherapeutische Ansétze 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) gehdrt zur chemischen Klasse der Indolocarbazole und ist ein
synthetischer Abkommling des natiirlichen Alkaloids Staurosporin. Wie alle direkten
FIt3 Inhibitoren imitiert es die Purinringstruktur von Adenosin und ist so ein
kompetetiver Antagonist an der ATP-Bindungsstelle der Kinasedomidne von FIt3.
PKC412 wurde urspriinglich als Inhibitor der Proteinkinase C entwickelt. PKC412
inhibiert jedoch nicht nur Flt3, sondern auch andere Rezeptortyrosinkinasen wie PDGF-
RB und KIT [63]. Weisberg et al. zeigten 2002, dass PKC412 in Blasten von AML-
Patienten mit einer Mutation von FIt3 die Apoptose induziert. In Tiermodellen einer
Flt3-induzierten myeloproliferativen Erkrankung konnte ein verlingertes Uberleben
unter PKC412 Therapie beobachtet werden [131]. Damit iibereinstimmend zeigten
Odgerel et al. 2008, dass die Effekte von PKC412 auf die Proliferation von
leukdmischen Zellen vom Vorhandensein einer Mutation von FIt3 abhingig sind [86].
In Zelllinien mit mutiertem FIt3 induziert PKC412 eine massive Apoptose, in Zelllinien
ohne FIlt3-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 FIt3-Mutation die Therapie mit PKC412 eine Reduktion der
peripheren Blastenzahl um mehr als 50% bewirkte, in 6 Fillen reduzierte sich auch die
Blastenzahl im Knochenmark signifikant [120]. Mittlerweile geht man davon aus, dass
ein Grofteil 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

durchgefiihrt [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 maf3geblich an der Regulation des Zellzyklus beteiligt sind.
Zyklin D1 gehort zur Gruppe der G1-Zykline und reguliert den Ubergang von der G1-
in die S-Phase. Zyklin D1 bindet und aktiviert die Zyklin-abhangigen Kinasen cdk4 und
cdk6. Dieser Komplex inaktiviert wihrend der Gl-Phase des Zellzyklus das
Retinoblastoma Protein (pRb) durch Phosphorylierung. Dies fiihrt zur Freisetzung des
Transkriptionsfaktors E2F aus dem pRb-E2F-Komplex. E2F wiederum induziert die
Transkription der zum Ubergang von der G1- zur S-Phase benétigten Gene, wie zum
Beispiel Zyklin E [26]. Der Zyklin DI-cdk4/6-Komplex unterstiitzt zudem die
vollstdndige Inaktivierung von pRb durch Zyklin E-cdk?2.

ZyklinE ™~
cdk2 -

Zyklin D Zyklin Alcdk2

cdka/ Abbildung 1.6 Schematische
Darstellung des Zellzyklus. Die
hochsten Zyklin D1 Level werden
wiahrend der G1-Phase
Zyklin Alcdki beobachtet. Im Komplex mit den

cdks 4 und 6 leitet Zyklin D1 den

Ubergang in die S-Phase ein.

S Phase
G1Phase .

Das Zyklin D1 Gen wird in vielen Krebsarten wie beispielsweise Brust-, Dickdarm-,
Lungen-, Prostata-, Blasen- und Leberkrebs, sowie Plattenepithelkarzinomen von
Osophagus und der Kopf/Halsregion amplifiziert, bzw. iiberexprimiert. Zudem ist der

genomische Lokus von Zyklin D1 (Chromosom 11q13) bei Nebenschilddriisentumoren
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und bestimmten B-Zell-Lymphomen in chromosomale Aberrationen involviert, die zu
einer vermehrten Expression von Zyklin D1 fiihren [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 Uberexpression 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 fiihrt [114].

In den letzten Jahren haben einige Untersuchungsergebnisse der Ansicht widersprochen,
dass eine Uberexpression von Zyklin D1 nur iiber eine cdk-abhiingige
Proliferationsinduktion zur Tumorigenese beitrdgt. So zeigte sich, dass eine
Uberexpression von Zyklin D1 in Brustkrebszellen nicht zu einer verstirkten
Expression von E2F Zielgenen fiihrt. Im Gegensatz zu den Tumoren mit inaktiviertem
pRb oder einer Zyklin E-Uberexpression konnte in den Zyklin D1 iiberexprimierenden
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-Uberexpression iiber andere Wege als iiber
die cdk-abhingige, mittels E2F vermittelte Beschleunigung des Zellzyklus ausgeiibt
wird [87; 130].

In Einklang hiermit konnte gezeigt werden, dass Zyklin D1 die Aktivitit
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 erdffnen sich unterschiedliche
Signalwege, liber die Zyklin D1 sein onkogenes Potential entfalten kann.

Neuere Untersuchungen von Lamb ef al. haben gezeigt, dass C/EBPB
(CCAAT/enhancer-binding protein 3) an der transkriptionellen Regulation durch Zyklin
D1 beteiligt ist und ein direkter Effektor der Zyklin D1 Aktivitét ist [60]. C/EBPS ist ein
Transkriptionsfaktor, der durch Regulation der Genexpression die Differenzierung und

Funktion verschiedener Gewebe malgeblich steuert [62]. Zyklin DI fungiert als
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Antagonist von C/EBPB. Es konnte bereits vorher gezeigt werden, dass eine
Unterbrechung der Signaltransduktion von C/EBPB zu maligner Transformation
beitragen kann. Die Interaktion von C/EBPS und Zyklin D1 scheint in die Entstehung

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

Abbildung 1.7

A
@ ® @ Mogliche Effekte von
@ Zyklin DI1: A: Zyklin
BEG D1 bewirkt iiber eine
ielgene

Phosphorylierung vom
Retinoblastomaprotein

B
@ o ® (P eine Transkription von
@_ E2F  Zielgenen. B:
@_E"_—q—‘ Zyklin D1 bewirkt iiber
E2F Zielgene]  oine Beeinflussung von
Cc Zyklin E eine

Transkription von E2F
f‘ : ) F Zielgenen. C: Zyklin D1
unbekannte Gene| kann unabhingig von
den cdks verschiedene

Transkriptionsfaktoren

n der Funktion
beeinflussen [60].

Die Expression von Zyklin D1 wird liber Signalwege gesteuert, von denen viele auch in
die Pathogenese der AML verwickelt sind. So kommt es iiber Aktivierung des
Ras/MAPK- und des wnt-Signalweges (siche 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
AMLI1-ETO auch direkt an den Zyklin D1-Promoter binden und ihn aktivieren kann.
Die Aktivierung des Promoters geschieht dabei TCF-unabhéngig [79].
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Abbildung 1.8 Induktion der
Zyklin D1- Expression durch
Fusionsproteine  via _ wnt-
Signalweg. Die Fusionsproteine
aktivieren  Plakoglobin  (y-
Catenin), welches im Komplex
mit TCF (Transkriptionsfaktor)
zu einer vermehrten Expression
plakoglobin von Zielgenen wie z.B. Zyklin
D1 fiihrt.

™~

plakoglobin Cyclin D1
I ) c-Myc
PPARG

1.6.2 Amino-terminal Enhancer of Split

Induktion plakoglobin

Zellkern

AES (Amino-terminal Enhancer of Split) gehort 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 fiinf Proteindominen, AES ist jedoch eine verkiirzte Variante. Das AES-Gen codiert
nur die beiden N-terminalen Doménen der TLEs, die Q- und die GP-Doméne. Die
homologen murinen Gene heilen 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 iiber den wnt-
Signalweg durch B-Catenin aktiviert wird. Durch Rekrutierung von HDACs sorgen die
Groucho-Proteine fiir 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

tragt so zur Transkription von Zielgenen des wnt-Signalweges bei. Wie bereits erwahnt,
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sind diese Gene (u.a Zyklin D1, c-myc) an der Regulation von Zellproliferation, -

iiberleben und - differenzierung beteiligt.

Abbildung 1.9 Regulation
der Tecf-Aktivitdt durch
Grg- und Grg5-Funktion.

Die Expression von Tcf-
Zielgenen  wird  nach
Bindung von B-Catenin
starke Repression der Transkription Repression der Transkription aktiviert. Wenn Grg Tef
bindet, findet eine
Repression  statt.  Bei
gleichzeitiger Bindung von
Grg und Grg5 an Tcf
werden weniger HDACs

rekrutiert, die Repression
ist schwécher. Bei

ausschlieflicher  Bindung
von Tcf durch Grg5 findet
keine Repression statt [12].

keine Repression der Transkription Transaktivierung

langer Repressor Grg,
gebunden an HDAC

lét:rgzgr De-Repressor.

DNA bindender Transkriptionsfaktor
TCF

transkriptioneller Aktivator
R-Catenin G Cataniin

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
Selbsterneuerungsfahigkeit und Aufrechterhaltung der Pluripotenz von embryonalen
Stammzellen zukommt. Zudem ist STAT3 ein Transkriptionsaktivator, der in vielen
menschlichen Krebsarten eine libermaflige Aktivitit zeigt. Man weil3, dass Zielgene von
STAT3 iiber Vermittlung von Proliferation, Uberleben, Selbsterneuerungsfihigkeit,
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 Selbsterneuerungsfihigkeit durch
STAT3 beteiligt und bildet gleichzeitig eine Verbindung zwischen dem STAT3-
Signalweg und dem wnt-Signalweg.

Mause, die kein AES exprimieren, sind lebensfahig, etwa die Halfte dieser Tiere weist
jedoch Wachstumsdefekte auf [47; 128].

Bereits seit ldngerer Zeit weil man, dass TLE/Grg Proteine mit RUNX-
Familienmitgliedern interagieren konnen. Zu dieser Gruppe gehort auch AML1/Runx].
Die Interaktion geschieht iiber eine C-terminale Peptidsequenz von AML1 (VWRPY)
und wird hauptsichlich durch die SP Doméne von TLE1 vermittelt. TLE1 ist auf diese
Weise in der Lage, die durch AMLI induzierte Transaktivierung von
Zielgenpromotoren zu inhibieren [4; 46]. Die VWRPY-Proteinsequenz fehlt im AMLI1-
ETO Fusionsprotein. Neuere Experimente haben jedoch ergeben, dass AMLI1-ETO
dennoch sowohl mit TLE1 als auch mit TLE4 komplexieren kann [20].

Eine Mutation, die relativ hdufig 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 gehoren auch TLEI 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 Hohe der TLE-Spiegel die Zellproliferation
von AMLI-ETO-positiven Zellen beeinflusst. Durch Verlust der TLE-Expression
kommt es zu einer Verdopplung der Zellteilungsrate, also zu einem Wachtumsvorteil in
AMLI1-ETO positiven Zellen. Wenn TLE1 oder TLE4 hingegen iiberexprimiert wird,
kommt es zu einem Anstieg der Apoptose. Der Verlust der TLE-Funktion in AML1-
ETO positiven Zellen konnte somit den von AMLI-ETO vermittelten
Wachstumsnachteil, den Zellzyklus-Arrest und die erhdhte Apoptose ausgleichen und
damit zur Leukdmogenese beitragen [20].

Dies alles verdeutlicht, dass sowohl TLE als auch AES ecine kritische Rolle in der
Vermittlung von Wachstums- und Uberlebensvorteilen in menschlichen Zellen spielen
und dass eine Storung 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 Leukédmie
(AML FAB M3) isoliert wurden. Diese Zelllinie tragt die Translokation t(15;17), aus
der das Fusionsprotein PML-RARa hervorgeht. Die Zelllinie NB4-R2 tragt eine
Mutation im Retinsdurerezeptors a, die zu einer Resistenz auch gegeniiber hochdosierter
Retinsdure (ATRA) fiihrt.

Des Weiteren wurde die Zelllinie NB4-FIt3-ITD verwendet. Die ITD Mutation fiihrt zu
einer konstitutiven Aktivierung Flt3-abhiangiger Signale.

Mittels FACS-Analyse wurde das Vorhandensein von hFIt3-ITD vor dem Start der
Versuche nachgewiesen. Hierzu wurden die entsprechenden Zellen abzentrifugiert, mit
PBS gewaschen und anschlieBend durch Zugabe von eiskaltem, 70-prozentigem
Ethanol 2h fixiert. Nach abermaligem Waschen mit PBS erfolgte die Zugabe von 5 pl
des entsprechenden Antikorpers (anti-human-CD135 oder IgG; als unspezifische
Kontrolle) und Inkubation fiir 2h bei 4°C im Dunkeln. AnschlieBend wurden die
Ansitze erneut gewaschen und nach Aufnahme in PBS mittels FACS-Analyse wurde

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

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 Uberstand einer Lymphozytenkultur, durch Vitamin D3, Retinsiure, Phorbolester,

Gamma Interferon und TNF (Tumornekrosefaktor) zur Differenzierung angeregt

werden kann. Verwendet wurden ebenfalls die Zelllinien U937 (B412) und U937 (PRY).
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Die U937 (B412) Zelllinie ist induzierbar transfiziert mit dem Fusionsprotein PLZF-
RARa , U937 (PR9) mit dem Fusionsprotein PML-RARa [97]. Die Zellen standen in
der Arbeitsgruppe zur Verfiigung.

2.1.1.3 32D-Zellen

Bei der Zelllinie 32D handelt es sich um murine, myeloische Knochenmarkszellen.
Diese stammen urspriinglich von C3H/HeJ Méiusen, 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
hFIt3-ITD ist stabil mit einer humanen Mutante der Rezeptortyrosinkinase FIt3
transfiziert, die Zelllinie 32D hFIt3-wt mit der humanen Wildtypvariante. Die Zellen

standen in der Arbeitsgruppe zur Verfligung.

2.1.1.4 Patientenproben

Die verwendeten Proben stammen auschliefllich von Patienten, die im Rahmen einer
klinischen Studie behandelt worden sind [14]. Die Patienten haben zur
wissenschaftlichen Verwendung des Probematerials ihre schriftliche
Einverstindniserklarung gegeben. Die Verwendung der Proben zu wissenschaftlichen
Zwecken wurde zudem von der zustindigen Ethikkomission genehmigt. Aus den

Proben wurde zur weiteren Verwendung Protein und RNA isoliert.

2.1.2 Kaulturbedingungen

Alle Zelllinien wurden in RPMI 1640 Medium mit 10% fetalem Kélberserum (FCS),
2% L-Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin bei 37C und 5% CO, im
Begasungsbrutschrank inkubiert. NB4-Flt3wt und NB4-FIt3-ITD Zellen wurden
zusitzlich mit Neomycin selektioniert. Das Medium fiir alle verwendeten murinen
Zellen wurde zusitzlich mit 10% WEHI-Zelliiberstand versetzt, der IL-3 enthilt. Die
32D Zelllinien mit FIt3-Konstrukten wurden zusdtzlich mit Blasticidin (15 pg/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 pM), Ethanol (I pM), 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. Fiir die Expressionsbestimmung von AES in murinen Zellen
(siche 3.2.2) wurden 32D-FIt3-wt /32D-FIt3-ITD Zellen fiir 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 uM fiir 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. Zusétzlich zum einklonierten Gen wird GFP exprimiert,
was eine einfache Selektion der transfizierten Zellen ermoglicht.

pcDNA3: eukaryotischer Expressionsvektor. Eine Selektion der transfizierten Zellen

kann mit Neomycin erfolgen.
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pRNAT-HI1.1/Neo: eukaryotischer Expressionsvektor, der zusdtzlich zum einklonierten

Gen GFP exprimiert, was eine einfache Identifikation der transfizierten Zellen

ermoglicht. Die Selektion der positiven Zellen erfolgt mittels Neomycin.

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

Experimenten fiir 12h mit 100 uM 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 ATGTACTATTTT TTC CAA A

revi AGC TTT TGG AAA AAA TAG TAC ATG ACG TAA TGC CTC CGG ATA
TCA AGA GGC ATT ACGTCATGT ACT ACG G

shRNA AES M2 :

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

rev:

TGA GCT GAA CTC CAT CAT TTT TTC CAA A
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:

rev.

GAT CCC AGA TCC GTA TAG TGT ACC TTA TTG ATA TCC GTA AGG
TAC ACT ATA CGG ATC TTT
AGC TTT TGG AAA AAA AGA TCC GTA TAG TGT ACC TTA CGG ATA
TCA ATA AGG TAC ACT ATA

Tagman-Primer:

human und murin:
AES fwd 5'TGT CCT ACG GAT TGA ACATCG 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 fiwd 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 5SACT ACC GCCTCA CACGCTTC 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 Lange in den Expressionsvektor pPRNAT-H1.1Neo kloniert.

(Primer wurden iiber Genescript bezogen).
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BarmH |
AspT181
Kpnl
Hind 11l

pRNAT-H1.1/Neo

(6127 bp)
§
3
]
ééﬁ.
<

T7 Primer SamAl Aapi 161 Hinalll BGH reverse primer site
—  GGATCCGAGCTOGGTACCAAGCTTAAGTTTAAACCOCTGATCAGLCTCGACTGTGCCTTCTAGT

Kpnl

Abbildung 2.1: pPRNAT-H1.1/Neo.Vektor fiir die shRNA-Konstrukte.

Die shRNA Inserts wurden jeweils in einem Gesamtvolumen von insgesamt 50 ul mit je
220 pmol der forward- und reverse-Oligonukleotide mit Reaktionspuffer (10mM Tris-
HCI, 50mM NaCl, ImM EDTA) angesetzt und durch Erhitzen und anschlieBendes
langsames Abkiihlen 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 fiir 1h bei 37°C verdaut. Nach Gelaufreinigung des
linearisierten Vektors sowie der /nserts wurde beides im Verhéltnis 3:1 {iber Nacht bei
16°C mittels Roche-T4-Ligase ligiert. Je 3 pl des Ligationsansatzes wurden durch
Hitzeschock in chemokompetente DH50 Bakterien transformiert. Vor Ausplattieren auf
ampicillinhaltigen LB-Platten wurden die Bakterien fiir eine Stunde bei 37°C in SOC-
Medium inkubiert. Aus ampicillinresistenten Klonen wurden die Plasmide isoliert
(mittels Quiagen MiniPrap-Kit, nach den Angaben des Herstellers). Der Erfolg der

Klonierung wurde durch Kontrollrestriktion der Plasmide mit BamH1 und HindIIl,
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gefolgt von Agarose-Gelelektrophorese sowie Sequenzierung der positiven Plasmide
nachgewiesen. Dazu wurden 1 pl des Plasmids mit 12,5 pmol T7-Primer, 2 ul von 5-
fach BD-Reaktionspuffer sowie 1 pl Bigdye 3.1 (Applied Biosystems) gemischt, mit
Wasser auf 10 pl aufgefiillt und der Sequenzier-PCR zugefiihrt.

2.5 Transfektionen

32D Zellen wurden mittels Elektroporation mit den erstellten shRNA Konstrukten
transfiziert. Hierzu wurden die Zellen auf eine Dichte von 3x10° /ml eingestellt und in
800 ul PBS resuspendiert. Pro Ansatz wurden 30 pug DNA eingesetzt. Die
Elektroporation wurde mit dem Elektroporationsimpulsgenerator EPI 2500
durchgefiihrt, wobei eine Spannung von 330 V fiir 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 Radioimmunprézipitations (RIPA)-
Puffer gewonnen. Die Zellen wurden abzentrifugiert, einmal in PBS gewaschen und
anschlieBend in einer angemessenen Menge an LY SE-Puffer aufgenommen und 30 min
auf Eis inkubiert. Die Lysate wurden bei 13000 U/min abzentrifugiert und die
proteinhaltigen ~ Uberstande abgenommen. Die Proteinkonzentration — wurde
photometrisch mittels BCA-Test nach den Angaben des Herstellers (Pierce) bei einer
Wellenlidnge von 280 nm bestimmt.

20-80 pg 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 iiber Nacht. Die Membran wurde
mit 5% entfetteter Milch geblockt und im Anschluss die zu untersuchenden Proteine mit
Hilfe der in Tabelle 2.1 aufgelisteten Antikorper nachgewiesen. Als Ladekontrolle

wurde 3-Aktin nachgewiesen.
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Spezies Erstantikbrper Quelle Hersteller Verdlinnung Zweitantikor

per

Human [Anti-Zyklin-D1 |Kaninchen, LAB VISION(1/50 anti
monoklonal Corp. Kaninchen

Ig-G
Murin Anti-Zyklin-D1  |Maus, Santa Cruz|1/50 anti  Maus

monoklonal Tech. Ig-G

Anti-elF4E Kaninchen, Cell  Signaling|1/1000 anti
polyklonal Tech. Kaninchen

Ig-G

Anti-phospho  |[Kaninchen, Cell  Signaling|1/1000 anti
elF4E polyklonal Tech. Kaninchen

Ig-G

Anti-AKT Kaninchen, Cell  Signaling|1/1000 anti
polyklonal Tech. Kaninchen

Ig-G

Anti-phospho  |[Kaninchen, Cell Signaling|1/1000 anti
AKT polyklonal Tech. Kaninchen

Ig-G

Anti-AES Kaninchen, Imgenex Corp. |1/1000 anti
N/A Kaninchen

Ig-G

Tabelle 2.1: Antikorper fir 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 anschlieBend 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 hinzugefiigt, geschiittelt und erneut fiir 2-3 Minuten
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (12.000 x g fiir 14 Minuten bei 4°C)
konnte die obere, RN A-enthaltende Phase abgenommen werden.

3. RNA Prizipitation:

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

zehnminiitiger  Inkubation bei  Raumtemperatur und anschlieBender
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Zentrifugation (12.000 x g fiir 10 Minuten bei 4°C) war das RNA-Prizipitat als
Pellet sichtbar.
4. RNA Waschen:

Der Uberstand wurde entfernt, das Pellet in 1ml 75% Ethanol gewaschen. Nach
griindlicher Durchmischung mittels Vortex erfolgte erneut eine Zentrifugation
(7500 x g fiir 5 Minuten bei 4°C)

5. Wiederaufldsen der RNA:

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

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

Im Anschluss wurde die Konzentration der RNA photometrisch bei einer Wellenldnge

von 260 nm bestimmt.

Reverse Transkription:

Anhand der zuvor isolierten RNA wurde mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase
(eine RNA-abhéngige DNA-Polymerase) ein DNA Strang erstellt, der zur eingesetzten
RNA komplementér ist (¢(DNA = 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 Riickschliisse 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 wihrend der Amplifikation
durch Abspaltung aktiviert wird. In allen Fillen wurde GAPDH als Referenzgen

verwendet und die mRNA-Expression mit Hilfe einer Standardkurve errechnet.
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2.8  Retrovirale Transduktion von primiarem Mausknochenmark

Herstellung retroviraler Uberstinde:

An Tag 0 wurden 2-3 x 10° PLAT-E Zellen in einer Zellkulturschale in 10 ml DMEM
Medium mit 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin (P/S) ausgesit. Diese Zellen, die
stabil die benétigten Virushiillproteine exprimieren, wurden mittels Lipofectamin nach
Angaben des Herstellers (Invitrogen) mit je 6-8 ug Plasmid-DNA (PMY) an Tag 1
transfiziert (in 5 ml Medium). 4 Stunden nach Transfektion wurden weitere 5 ml
Medium zugefiigt. Vierundzwanzig Stunden nach der Transfektion wurde der
Zelliiberstand, der die an das Medium abgegebenen Viren enthilt, abgenommen und 7
ml frisches Medium zugegeben. Dies wurde im 12-Stunden Rhythmus bis zum Tag 5-6

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

Der ,,Virus Titer* berechnet sich wie folgt:
Titer = % der transduzierten Zellen x ausgesite Zellen x Zellteilungsfaktor x
Verdiinnungsfaktor = ,,number of fluorescent transfer wunits (FTU)* pro ml

Virusuberstand

Transduktion von murinen Knochenmarkszellen:

Der  nachfolgende  Tierversuch  wurde  durch  das  Veterindr-  und
Lebensmitteliiberwachungsamt Miinster 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 pg/g Korpergewicht der Maus.

Tag 5: Am fiinften Tag erfolgte die Isolation der Knochenmarkszellen aus den
Oberschenkelknochen der injizierten Miuse. Das Knochenmark wurde mit IMDM
(Iscove modified Dulbecco medium) mit 10% FCS und 1% P/S aus den Femurknochen
gesplilt. 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 gezihlt und in einer Dichte von 2 x 10° pro
10 cm Zellkulturschale ausgeséit. 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 fiir eine halbe Stunde bei
Raumtemperatur geblockt, um eventuell unbeschichtete Stellen abzudecken. Hierauf
wurde einmal mit HBSS-Puffer gewaschen und dann je 3 ml Virusiiberstand pro well
zugegeben. Anschlielend erfolgt eine halbstiindige Zentrifugation bei 3000 U/min und
4°C, dabei wurden jeweils 3 ml des Virusiiberstandes durch frischen Uberstand ersetzt.
Dieser Vorgang wurde insgesamt dreimal durchgefiihrt. Nach der letzten Zentrifugation
wurde der Uberstand komplett abgenommen und die Knochenmarkszellen auf die
beschichteten Platten gegeben, 5 min bei Raumtemperatur und 400 g zentrifugiert und
iiber Nacht inkubiert. Dieser Transduktionsvorgang wurde an Tag 8 und Tag 9 erneut
durchgefiihrt. 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 pl
eingestellt. Pro Triplikat wurden 460 pl 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) ausgesdt. Die Kolonieanzahlen wurde an den
angegeben Tagen gezédhlt 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 primdren Mausknochenmark wurden die Zellen nach
erfolgreicher Erstauswertung in einem weiteren Assay ausgesit. Dazu wurde der Inhalt

der Zellkulturschale in PBS gelost und mehrmals mit PBS gewaschen. Die Zellen
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wurden gezédhlt und dann erneut auf ihre Fahigkeit zur Kolonienbildung getestet. Pro
Zellkulturschale wurden 2 x 10° Zellen ausgesiedelt (Medium siche 2.9). Diese
Replatings wurden ebenfalls 3-fach angesetzt. Die Kolonien wurden nach 7-10 Tagen
gezéhlt. 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 fiir Pathologie des
Universititsklinikums Miinster durchgefiihrt. Zum Nachweis von AES wurde der in
Tabelle 2.1 aufgelistete anti-AES-Antikorper in einer Verdiinnung von 1:250 eingesetzt.
Die gefirbten Priparate wurden uns wieder zur Verfligung gestellt und je nach
Expressionsgrad in vier Gruppen eingeteilt. Eine entsprechende Genehmigung zur
wissenschaftlichen Verwendung der Proben wurde durch die zustindige Ethikkomission

erteilt.
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3 Ergebnisse

3.1  Regulation von Zyklin D1

3.1.1 Regulation von Zyklin D1 in der Promyelozyten-Leukamiezelllinie NB4

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Regulation der Zyklin D1 Expression in humanen
Leukdmiezellen 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 Leukdmiezelllinie NB4 wird das Fusionsprotein PML-RARa
exprimiert, dessen Wirkung durch all-trans-Retinsdure (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.

Data, 002 =

1000
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Counts

400 900 B00 1000 o4
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10% 104
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Abbildung 3.1 FACS-Analyse der eingesetzten NB4-Zellen. Native NB4-Zellen und
NB4-R2-Zellen sowie mit hFIt3-ITD transfizierte NB4-Zellen wurden vor den
Versuchen auf das Vorhandensein von FIt3 (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 (griin), NB4-R2-Zellen (griin), NB4-hF1t3-ITD-Zellen (violett).
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3.1.1.1 Regulation der Zyklin D1 Expression durch PML-RARa
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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 zugehorige 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-RARa mittels ATRA nicht zu einer signifikanten Verdanderung
der Zyklin D1 Expression kommt. Die zur Kontrolle mit Ethanol behandelten Zellen
zeigen nach 48 Stunden sogar eine geringfiigig niedrigere mRNA-Expression von
Zyklin D1 als die Zellen, die iiber 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 DI 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 Bandenhdhe der
Positivkontrolle weilit 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 gegeniiber 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 FIt3-ITD allein und in

Kombination mit dem Fusionsprotein PML-RARa.

Eine weitere Verdnderung, die hdufig in humanen Leukdmiezellen nachgewiesen wird,
ist eine Mutation der Rezeptortyrosinkinase FIt3. Untersuchungen haben ergeben, dass
bei AML-Patienten das Vorliegen des Fusionsproteins PML-RARa hdufig mit der ITD-
Mutation von FIt3 vergesellschaftet ist. Im folgenden Teil der Arbeit ging es darum, die
Regulation von Zyklin DI durch FIt3 alleine und in Kooperation mit dem
Fusionsprotein PML-RARa zu untersuchen.

Die mit hFIt3-ITD transfizierten NB4-Zellen tragen beide Mutationsklassen, sowohl das
Fusionsprotein PML-RARa als auch die Mutation der Rezeptortyrosinkinase FIt3.
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-stiindiger Behandlung
von NB4-hFIt3-ITD- und nativen NB4-Zellen mit ATRA oder PKC412 untersucht.
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Abbildung 3.4 Zyklin D1 Expression: Einfluss der mutierten Rezeptortyrosinkinase
hFI1t3-ITD allein und in Kombination mit dem Fusionsprotein PML-RARa. Tagman-
und Westernblotanalyse von NB4- Kontroll- und NB4-hFIt3-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-hF1t3-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 Veranderung der Zyklin D1
Expression. Anders stellt es sich bei den NB4-hFIt3-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-RARa 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-hFIt3-
ITD-Zellen. Die Expression von Zyklin DI ist in allen NB4-Zellen mit mutierter
Rezeptortyrosinkinase gesteigert. Die Verdnderungen 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 stdrkere
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Proteinexpression auf. Im Rahmen einer 48-stiindigen Behandlung mit ATRA kommt es
im Vergleich zu den fiir 48 Stunden mit Ethanol behandelten Zellen zu einer deutlichen
Reduktion der Zyklin D1 Proteinexpression, das Niveau der mit ATRA behandelten
NB4-Zellen ohne FIt3-ITD wird jedoch nicht erreicht.

NB4 & NB4 ITD
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Abbildung 3.5 Zyklin D1 Expression: Einfluss des Fusionsproteins PML-RARa allein
und in Kombination mit der mutierten Rezeptortyrosinkinase hF1t3-ITD. Tagman- und
Westernblotanalyse von NB4- und NB4-hFl1t3-ITD-Zelllysaten. Hemmung der Wirkung
von FIt3-ITD durch 48-stiindige Behandlung mit dem Tyrosinkinaseinhibitor PKC412.
48-stiindige Behandlung mit DMSO zur Kontrolle. Positiv- und Negativkontrolle wie in
Abb. 3.2.

Um den Effekt von FIt3-ITD zu untersuchen, wurden die soeben beschriebenen Zellen
(NB4-Kontroll- und NB4-hFIt3-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-
hF1t3-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 fiihrt. Durch die
Behandlung scheint es im Vergleich zur Kontrollgruppe (DMSO fiir 48 Stunden) sogar
zu einer Steigerung der Expression zu kommen. Nach 48-stiindiger Behandlung mit
DMSO ist bei beiden Zellgruppen eine vergleichbare Proteinexpression im Westernblot
nachweisbar. Unter Beriicksichtigung der Ladekontrolle Aktin ist jedoch eine vermehrte
Zyklin D1 Expression der NB4-hFIt3-ITD-Zellen zu postulieren. Die 48-stiindige
Behandlung mit dem Tyrosinkinaseinhibitor PKC412 fiihrt bei den NB4-hFIt3-ITD-
Zellen wie erwartet zu einer deutlichen Reduktion der Zyklin D1 Expression auf

Proteinebene.

3.1.2 Einfluss von FIt3-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. Uber diesen Signaltransduktionsweg wird die Héhe von mTOR reguliert,
welches iiber eine Inhibition von 4E-BP eine Aktivitdtserhohung von elF4E bewirkt.
elFAE wiederum ist ein Bestandteil des eukaryotic initiation factor (elF), der durch
Rekrutierung des Ribosomens zur mRNA die Translation einleitet. Sowohl ein
aktivierter PI3-Kinase/AKT Signaltransduktionsweg als auch eine Uberexpression von
elF4E bewirken eine hohere Expression von Zyklin D1. Es konnte gezeigt werden, dass
neben einer transkriptionellen Regulation von Zyklin D1 auch eine translationelle
Regulation iiber Effektoren des PI3-Kinase/AKT Signaltransduktionsweges existiert.
Durch eine Analyse der Komponenten dieses Signalweges wurde hier untersucht, ob die

FIt3-ITD Wirkung auf Zyklin D1 {iber diesen Weg vermittelt wird.
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Abbildung 3.6 Einfluss der ITD-Mutation von FIt3 auf die Expression von Zyklin D1
und Effektoren des PI3-Kinase/AKT Signaltransduktionsweges in 32D-Zellen.
Abgebildet sind Westernblot-Analysen von 32D-FIt3-wt- und 32D-FIt3-ITD-
Zelllysaten. Behandlung mit PKC412 50nM zur Inhibition von FIt3-ITD. Behandlung
mit FL zur Induktion der liber FIt3 vermittelten Signalwege. Weiterhin Behandlung mit
DMSO und PKC412.

Hierzu wurden murine 32D-Zellen eingesetzt, die mit der Wildtypvariante der
Rezeptortyrosinkinase transfiziert worden sind (32D hFIt3-wt) und Zellen, die mit der
ITD-Mutante transfizierten worden sind (32D hFIt3-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 Antikdrper gegen Flt3,
gegen Zyklin D1 und gegen zwei Effektoren des PI3/AKT Signaltransduktionsweges
(AKT und elF4E) eingesetzt. Hierbei wurden die aktiven phosporylierten und die
inaktiven unphosphorylierten Versionen von AKT und eIF4E unterschieden. Als

Ladekontrolle diente wiederum Aktin.
Effekt auf elF4E: Bei den Proteinlysaten der 32D-hFIt3-wt-Zellen ldsst sich eine

deutliche Bande nachweisen. Eine Verdnderung der Translation durch eine der

durchgefiihrten Behandlungen ist jedoch nicht zu beobachten. Dies ist auch bei den
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32D-hFIt3-ITD-Zellen zu erkennen. Nachdem die Zellen PKC412 exponiert wurden, ist
jedoch eine niedrigere eIF4E Expression zu verzeichnen.

Eine 48-stiindige Inkubation mit FL fiihrt in beiden Zellgruppen zu einem gesteigerten
Vorkommen von phosphoryliertem elF4E im Vergleich zur jeweils unbehandelten
Kontrollgruppe. Eine Unterdriickung der Phosphorylierung von elF4E durch Zugabe
von PKC412 ist jedoch nicht zu beobachten.

Effekt auf AKT: 32D-hFIt3-wt-Zellen, die FL exponiert wurden, zeigen ein erhdhtes
Vorkommen an AKT. Zudem ist die Phosphorylierung von AKT gesteigert. Nach
Behandlung mit PKC412 zeigen die 32D-hFIt3-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-hFIt3-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
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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-RARa, PLZF-RARa und AMLI-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-RARa, PLZF-RARa und AMLI1-ETO fiihren
zu einer mehr als flinfzigfachen transkriptionellen Hochregulation von Amino-terminal
Enhancer of Split. PML-RARa bewirkt dabei die grofite 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-RARa und AMLI1-ETO auf die AES-Regulation auch auf
Proteinebene zu untersuchen, wurden U937-Zellen mit AML1-ETO und PML-RARa
transfiziert und anschlieBend 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.
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Abbildung 3.9 Beeinflussung der AES-Expression durch AMLI-ETO. Dargestellt ist
das Ergebnis einer Tagman-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 Hilfte der AMLI-ETO
exprimierenden Zellen wurde anschliefend zusitzlich fiir 2 Stunden mit 1uM TSA
(HDAC-Hemmer) behandelt.
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Zur weiteren Analyse des Einflusses des Fusionsproteins AMLI-ETO auf die
Transkription von Amino-terminal Enhancer of Split in den verwendeten Zelllinien
wurde eine Tagman-Analyse durchgefiihrt (sieche Abb. 3.9). Die AES mRNA-
Expression von mit AMLI-ETO transfizierten U937-Zellen wurde bestimmt. In einer
Versuchsgruppe wurde die Wirkung von AML1-ETO durch die 2-stiindige Behandlung
mit TSA (Trichostatin A, ein Histondeacetylasehemmstoff) gehemmt. Als Bezugsgrofie
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
AMLI1-ETO exprimieren gegeniiber 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 ausfillt als in der Kontrollgruppe (0,8-fach, p = 0,016).
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Abbildung 3.10 real-time RT-PCR Analyse der AES mRNA-Expression von NB4-
Zellen. Gezeigt ist der Mittelwert aus drei Versuchen und die zugehorige
Standardabweichung. Die PML-RARa-exprimierenden NB4-Zellen wurden mit ATRA
(10°® molar) behandelt.

Im Folgenden wurde untersucht, wie sich die Expression der AES-mRNA durch
Inhibition der Wirkung des Fusionsproteins PML-RARa verdndert. 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 Hohe der AES mRNA-Expression bestimmt.
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In Abbildung 3.10 ist zu erkennen, dass die Hemmung vom PML-RARa durch ATRA
in einer Abnahme der AES mRNA-Expression miindet. 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
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Abbildung 3.11 Expression von Amino-terminal Enhancer of Split in 32D-Zellen. Die
Abbildung zeigt eine Westernblot-Analyse mit Zelllysaten von 32D-FIt3-wt- und 32D-
FIt3-ITD-Zellen. Stimulation der Zellen durch Gabe von FL (20ng/ml) und IL-3
(Ing/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 FIt3 nicht weiter induziert. Die
Expression ist unabhéngig davon, ob die Zellen die Normalversion FIt3 oder die
mutierte Variante FIt3-ITD tragen. Weder nach Zugabe von FL als natiirlichem
Liganden der Rezeptortyrosinkinase, noch durch IL-3 als Wachstumsfaktor ist in einer

der zwei Zelllinien eine zusétzliche Steigerung der Expression zu beobachten.
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Abbildung 3.12 Kolonienwachstum von stabil mit AES transfizierten 32D-Zellen. Die
Abbildung zeigt eine Gegeniiberstellung der relativen Kolonienzahl von stabil mit AES
transfizierten 32D-Zellen und 32D-Zellen, die mit pc-DNA3 als Leervektor transfiziert
wurden. Die Kolonien wurden wéhrend 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 nichsten Schritt untersucht, welchen Einfluss AES auf
das Kolonienwachstum von 32D-Zellen hat. Hierzu wurden 32D-Zellen stabil mit
pcDNA3-AES transfiziert und in Methylcellulose ausgesdt. 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,
unabhéngig davon mit welchem Konstrukt die 32D-Zellen transfiziert wurden. Es ist zu
erkennen, dass eine AES-Uberexpression in 32D-Zellen nicht zu einem
Wachstumsvorteil fiihrt, bei niedrigeren FCS-Konzentrationen zeigen die 32D-AES-

Zellen sogar eine verhéltnisméBig niedrigere Kolonienzahl als die Kontrollgruppe.

48



Ergebnisse

3.2.3 Expression von AES in murinem Gewebe
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Abbildung 3.13 Expression von Amino-terminal Enhancer of Split in murinem
Gewebe. Westernblot-Analyse mit RIPA-Lysaten von Organen von balb/c-Méusen.

Anhand einer Westernblotanalyse (Abb. 3.13) wurde untersucht, wo und in welchem
Ausmall AES in verschiedenen Mausorganen exprimiert wird. Dazu wurden RIPA-
Lysate der Organe von balb/c-Madusen 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 ausgeprigt 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
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Abbildung 3.14 Expression von Amino-terminal Enhancer of Split in humanen
Leukémiezelllinien. Westernblot- Analyse fiir AES in NB4- und U937-Zelllysaten.

Die Westernblot-Analyse in Abbildung 3.14 zeigt, dass Amino-terminal Enhancer of
Split auch in der humanen Leukdmiezelllinie NB4 und in U937-Zellen exprimiert wird.

U937- Zellen weisen dabei eine stirkere Expression auf.
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3.2.5 Expression von AES in Knochenmark von AML-Patienten
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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 FIt3 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 Ausmaf} exprimiert wird, in Knochenmark des gesunden
Menschen jedoch nicht. Die Hohe der Expression von AES auf Proteinebene hingt
dabei in diesen wenigen Patientenproben nicht vom Vorhandensein der ITD-Mutation

der Rezeptortyrosinkinase FIt3 in den AML-Blasten ab.
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Abbildung 3.16 AES-Expression in 7Tissue Micro Arrays von normalem Knochenmark
und Knochenmark von AML-Patienten. A: mit einem Antikorper 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 UbersichtsvergroBerung,
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) (weill = NBM, schwarz = AML)

Diese bisher beschriebenen Ergebnisse konnten im Wesentlichen durch Tissue Micro
Arrays (Abbildung 3.16) einer grofBeren Anzahl an Knochenmarkproben von AML-
Patienten bestitigt 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 schwécher ausgeprégt 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 Fille. Bei
Knochenmarksproben von AML-Patienten ist hingegen zu ca. 95% AES nachweisbar,

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

3.3.1 Auswirkungen der Uberexpression von AES in  primiren

Mausknochenmarkzellen
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Abbildung 3.17 Auswirkungen der Uberexpression von Amino-terminal Enhancer of
Split auf primire Mausknochenmarkzellen. Murines Knochenmark wurde mit PMY und
PMY-AES transduziert und in Methylcellulose ausgesdht. Die Kolonienzahl wurde
nach 7-9 Tagen bestimmt. Auf der linken Seite der Abbildung ist eine Kolonie von mit
PMY-AES transduzierten priméren Mausknochenmarkszellen zu sehen. Unter dem
Floureszenzmikroskop zeigt sich, dass GFP exprimiert wird. Das Balkendiagramm gibt
die relative Kolonienanzahl und die Standardabweichung aus drei unabhdngigen
Ansidtzen 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 primiren
Mausknochenmarkzellen durchgefiihrt. Hierbei wurde das Wachstum von mit PMY-
AES retroviral transduzierten primédren 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 ungefahr 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 primdre Mausknochenmarkszellen
(schwarze Balken), mit PMY als Leervektor transduzierte Zellen (weiller Balken).
CFU-GEMM: unreife Zellen, CFU-GM: die Zellen dieser Kolonien koénnen 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 fiihrt
(siche Abb 3.18). Der grofte 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 kdnnen).
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 ungefihr 70% mehr Kolonien (p = 0,049). Beim
Kolonienwachstum von bereits reiferen Zellen (CFU-M) findet sich kein signifikanter

Unterschied (p = 0,43). Hier fithrt AES nicht zu einer deutlichen Proliferationszunahme.
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Abbildung 3.19 Der FEinfluss von Amino-terminal Enhancer of Split auf die
Selbsterneuerungsfdhigkeit von priméren Mausknochenmarkszellen. Abgebildet sind
sieben replating-Zyklen mit primdren Mausknochenmarkszellen. Weil3 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 ausgeséit. Da im
siebten Zyklus keine Kontrollzellen mehr gewachsen sind, wurde kein weiteres
replating durchgefiihrt. Gezeigt ist der Mittelwert aus drei unabhéngigen Ansitzen und
die zugehorige Standardabweichung.

Zur Untersuchung der Einwirkung von Amino-terminal Enhancer of Split auf die
Féhigkeit der Selbsterneuerung von Zellen wurde ein replating der Kolonien
durchgefiihrt (siche 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
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Abbildung 3.20 Nachweis der Wirksamkeit des shRNA-Konstruktes fiir Amino-
terminal Enhancer of Split. Das Balkendiagramm auf der linken Seite zeigt die
Ergebnisse einer Tagman-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, wei3), eine weitere Gruppe wurde mit der shRNA fiir AES
transfiziert (AES, schwarz). Dargestellt ist der Mittelwert aus vier Messungen und die
zugehorige 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 fiir AES (1,2).

Um die Wirkungen von Amino-terminal Enhancer of Split besser charakterisieren zu
konnen, wurden mehrere shRNA-Expressionsvektoren fiir 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 Lange
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 ungefahr so
hoch ist wie in den 32D-wt-Zellen. Die AES-Expression in den Zellen mit shRNA
gegen Amino-terminal Enhancer of Split ist demgegeniiber 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.

55



Ergebnisse

shRNA

600 T Phasen-
E 500 L kontrast
o
° 400
x~
= 300
(4]
N
c 200
g GFP

100

Kontrolle AES

shRNA

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 fiir AES transfizierten 32D-Zellen
(schwarz). Dargestellt ist der Mittelwert aus vier Experimenten sowie die zugehdrige
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) (siche 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 Ubergang von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus ein.
Eine Dysregulation der Expression von Zyklin D1 kann die Vorginge des Zellzyklus
erheblich beeinflussen. So wird iiber 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 auBlerhalb der direkten
Zellzykluskontrolle ausiibt. So nimmt Zyklin D1 Einfluss auf die Aktivitidt 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 Aktivitidt von C/EBPB beeinflussen kann und durch diese Interaktion zur
Tumorentwicklung beitragen kann [60].

In einigen humanen Krebsarten ist eine Uberexpression von Zyklin D1 bereits
beschrieben, wobei dies in vielen Féllen 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 fiihrt zu einer Stabilisierung von B-catenin. In diesem Zustand bindet B-
Catenin an zytosolische Transkriptionsfaktoren und fiithrt 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-RARa auf die
Expression von Zyklin D1 befasst. Unsere These besagt, dass PML-RARa zu einer
Hochregulation der Zyklin D1 Expression fiihrt und dass diese Regulation maB3geblich
auf transkriptioneller Ebene geschieht. Hierzu haben wir NB4-Zellen mit ATRA
behandelt, um die Wirkung des Fusionproteins PML-RARa 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-stiindiger Behandlung mit ATRA war sogar etwas stirker
ausgeprigt als nach 48-stiindiger Behandlung mit Ethanol. Stattdessen ist eine starke
Reduktion der Zyklin D1 Expression auf Proteinebene zu beobachten (siche Abb. 3.2).
Wie erwartet, ist bei Behandlung von NB4-R2 Zellen mit ATRA keine Herabregualtion
der Zyklin D1 Expression zu erzielen (siche Abb 3.3). Abbildung 3.4 zeigt, dass es in
NB4-ITD Zellen durch die 48-stiindige Behandlung mit ATRA durchaus zu einer
deutlichen Herabregulation der Zyklin D1 Expression auf transkriptioneller Ebene
kommt. Ebenso fiihrt diese Behandlung jedoch auch zu einer deutlichen Senkung der
Zyklin D1 Translation.

Fang Yu ef al. haben kiirzlich publiziert, dass es durch eine ATRA-Behandlung zu einer
vermehrten Expression von Apr3 (apoptosis related protein 3) in HL-60-Zellen kommt.
Die Uberexpression der membrangebunden Form von Apr3 fiihrt 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-RARa
auftritt. Fiir NB4-Zellen wurde dieser Effekt im Rahmen der Arbeit nicht beschrieben.
Fiir die Fusionsproteine in der AML konnte nachgewiesen werden, dass sie zu einer
vermehrten Aktivitdit von MNKI1 fiihren. Dies wiederum fiihrt zur Phosphorylierung
von elF4E und induziert so die Translation von Zyklin D1 [98]. Auf diese Weise konnte
erklart werden, dass eine Inhibition von PML-RARo durch ATRA auch zu einer
niedrigeren Zyklin D1 Translation fiihren kann.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war es nachzuweisen, dass FIt3-ITD an der Regulation der
Zyklin D1 Expression beteiligt ist und dass mafigeblich die Translation von Zyklin D1
beeinflusst wird.

Im Rahmen der Experimente konnte nachgewiesen, dass NB4-Zellen, die eine ITD
Mutation tragen, eine stirkere Expression von Zyklin D1 auf Proteinebene vorweisen
(siche Abb. 3.4). Fiir 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 FIt3-ITD und die Aktivierung
der nachfolgenden Signalkaskaden unterbunden, bzw. minimiert werden. Es ist zu

beobachten, dass es nach 48-stiindiger 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 FIt3-ITD eine Induktion von
Zyklin D1 auf Translationsebene bewirkt. Diese Erkenntnisse stimmen mit den
Forschungsergebnissen anderer Gruppen iiberein. Wie bereits in der Einleitung
beschrieben, konnte nachgewiesen werden, dass FIt3-ITD zu einer Aktivierung
verschiedener Signalwege wie z.B. PI3K/AKT, STAT5 und RAS/MAPK fiihrt. Uber
diese Wege wird eine Induktion der Zyklin D1 Translation vermittelt [27; 43; 56; 77,
125].

Den Einfluss von FIt3-ITD habe ich auch an 32D-Zellen untersucht. Hier habe ich nicht
nur Zyklin D1 in der Westernblotanalyse nachgewiesen, sondern habe auch Fit3, AKT
und elF4E als einzelne Stationen des PI3K/AKT-Signalweges betrachtet.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Stimulation von Flt3-wt durch den natiirlichen
Liganden FL zu einer vermehrten Expression der untersuchten Proteine des PI3K/AKT
Signalweges fiihrt. Ebenso bewirkt die Aktivierung von FIt3 eine vermehrte
Phosphorylierung, also Aktivierung von elF4E und AKT. Dies miindet in einer
vermehrten Expression von Zyklin D1. Die Behandlung der 32D-hFIt3-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 F1t3-ITD.

Mit den FIt3-ITD Zellen verhilt 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 Aktivitit von FIt3-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 DI
vorweisen. ITD bewirkt eine konstitutionelle Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges.
Aktiviertes AKT initiiert die Phosphorylierung von 4E-BP1. Hierdurch kommt es zur
Loslosung des inhibierenden 4E-BP1 von eIF4E und somit zur Bildung des
Translations-initiationskomplexes elF4F und somit zur gesteigerten Translation von
Zyklin D1 [6]. Weiterhin ist durch die Westernblotanalysen zu erkennen, dass FI1t3-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 fiihrt in den 32D-FIt3-ITD-Zellen zu einer deutlichen
Abnahme der Genexpression aller untersuchten Proteine. Dies bestitigt 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 Aktivitit des
Rezeptors, in dem es die Autophosphorylierung unterbindet und die Stimulation durch
FIt3 so auf ein physiologisches Mal} reduziert. So wurde auch von Odgerel et al. 2007
beschrieben, dass PKC412 nur bei leukdmischen Zellen mit einer Mutation von FIt3
eine Wirkung zeigt [86].

Ein moglicher weiterer Mediator der Onkogenitit von FIt3-ITD ist elF4E. Die
kiinstliche Uberexpression von elF4E allein kann zur malignen Transformation in
Zelllinien und im Tiermodell fithren [61; 109]. Indem die verstirkte Expression von
elFAE zu hoheren Leveln von elF4F fiihrt, konnte elF4E iiber die Forderung 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 erhohte Level von elF4E anzutreffen sind [21].
Der Einfluss von FIt3-ITD allein und in Kombination mit PML-RARa auf die
Transkription von Zyklin D1 in NB4-Zellen lésst sich anhand unserer Ergebnisse nicht
eindeutig beurteilen. Es ist zu erkennen, dass Flt3-ITD positive NB4-Zellen eine hohere
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 DI
mRNA-Level als normale NB4 Zellen. Auf Proteinebene ist durch Behandlung mit
ATRA bei beiden Zellgruppen ein Reduktion der Expression zu erzielen, mit PKC
erwartungsgeméal nur bei den ITD-Zellen.

In Zusammenschau deutet dies darauf hin, dass ein Zusammenwirken der beiden
Mutationen beziiglich der Zyklin D1 Regulation existiert. Da die Regulation von Zyklin
D1 durch das Fusionsprotein PML-RARa und durch FIt3-ITD wie bereits dargestellt
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nicht mafgeblich iiber dieselben Signalwege vermittelt wird, sind hier synergistische
Effekte anzunehmen.

Mit diesen Untersuchungen ist nachgewiesen worden, dass die Zyklin D1 Expression
durch FIt3-ITD gesteigert wird und dass dies, zumindest teilweise, iiber 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-RARa erfolgt durch Induktion der Transkription. Ein
Zusammenwirken der Mutationsklassen beziiglich der Induktion von Zyklin D1 ist nicht
eindeutig nachgewiesen worden. Aufgrund der erlduterten Mechanismen ist es jedoch
moglich, dass eine solche Kooperation existiert. Insgesamt ist festzuhalten, dass die hier
untersuchten Mutationen zu gesteigerter Expression von Zyklin D1 fiihren.

Die Rolle von Zyklin D1 in der AML bleibt weiterhin nicht vollstindig geklért. Im
Gegensatz zu anderen malignen Erkrankungen ist eine Uberexpression 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 Uberexpression vermittelt wird. Von A.B.
Gladden et al. wurde postuliert, dass nicht die reine Uberexpression, sondern auch die
Lokalisierung des Proteins im Nukleus fiir die onkogene Aktivitdt 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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Abbildung 4.1: Regulation der Lokalisation von Zyklin D1: Wihrend der G1-Phase
tritt der Komplex aus Zyklin D1 und CDK4 in den Nukleus iiber und phosphoryliert
Rb und leitet so den Ubergang zur S-Phase ein. GSK-3b gelangt wihrend der
Ubertritts 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].

In der letzten Zeit wurden mehrere Mechanismen entdeckt, die einer Ausschleusung von
Zyklin D1 aus dem Zellkern entgegenwirken. Alt ef 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
unabhéngig 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 Spleiflen entsteht. Dieser Isoform, Zyklin D1-b, fehlt sowohl die
Bindungsstelle fiir GSK-3b, als auch die Bindungsstelle fiir Crml, welches
normalerweise fiir den nukledren Export von Zyklin DI 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].
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Auch der bereits erwidhnte PI3K/AKT-Signalweg ist in die Regulation der Lokalisation
von Zyklin D1 involviert. Eine iibermaflige Aktivitdit von AKT, - vermittelt durch
Uberexpression oder durch Inaktivierung von PTEN, einem direkten Gegenspieler von
AKT -, miindet 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 fiir die maligne Transformation von Zellen
sind, oder ob eine Uberexpression von Zyklin DI zur malignen Transformation
vorliegen muss, wird weiterhin kontrovers diskutiert und ist gegebenenfalls auch vom
jeweiligen Zelltypus abhingig.

Diese Untersuchungen haben gezeigt, wie sich in der AML dominierende Mutationen
auf Zyklin D1, einem wichtigen Regulator des Zellzyklus, auswirken. Moglicherweise

tragt eine Dysregulation von Zyklin D1 zur Pathogenese der AML bei.

4.2 Amino-terminal Enhancer of Split

Bereits seit einigen Jahren weill man, dass eine Dysregulation des wnt-Signalweges eine
grof3e Rolle bei der Entstehung vieler Karzinome spielt [94]. In jlingerer Vergangenheit
hat sich gezeigt, dass dieser Signalweg auch in die Regulation von
Stammzellfunktionen involviert ist und seine Dysregulation daher zur Leukdmogenese
beitragen konnte [53; 111]. Neuere Ergebnisse aus unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass
zumindest ein Teil der leukdmogenen Wirkung der Fusionsproteine in der AML {iber
eine Aktivierung des wnt-Signalweges vermittelt wird. Ein wichtiger Schritt ist dabei
die Uberexpression von Plakoglobin. Die Suche nach weiteren Zielgenen der
Fusionsproteine AML1-ETO, PML-RARa und PLZF-RARa mittels Microarray ergab,
dass auch die Expression von Amino-terminal Enhancer of Split massiv induziert wird.
Der Mechanismus, iiber 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
unabhéngig von der Wirkung von B-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 gegeniiber der Kontrolle keine Induktion von Amino-
terminal Enhancer of Split durch das Fusionsprotein mehr festgestellt werden (siche
Abb 3.9). Ebenso zeigte sich nach Behandlung von PML-RARa exprimierenden Zellen
mit ATRA eine zeitabhingige Reduktion der AES-Expression auf mRNA-Ebene (siche
Abb 3.10).

Die Fusionsproteine, deren Funktion als transkriptionelle Repressoren in der AML
bekannt ist, fithren iiber 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
fiir AML1-ETO mit z.B. LEF-1, C/EBPa und PU-1 beschrieben worden [79; 126; 132].
Denkbar ist jedoch auch, dass die Induktion direkt durch das Fusionsprotein
hervorgerufen wird. So weill man bereits von einigen Genen (z.B. M-CSF oder Bcl-2),
dass sie direkt durch AML1-ETO aktiviert werden [57].

Als néichstes 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
iiberrascht nicht, da man davon ausgeht, dass die Fahigkeit zur Selbsterneuerung von
hidmatopoetischen 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 abhingig. 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
F1t3-ITD) nicht noch weiter induziert werden kann. All dies ist konform mit der
Annahme, dass undifferenzierte, c-kit-positive hédmatopoetische Stammzellen hohe
AES-mRNA Level zeigen und bereits einer Zellreihe zugehorige Zellen hingegen nur
eine niedrige AES-Expression vorweisen. Die Expression von Amino-terminal
Enhancer of Split scheint dabei auf die Zellen beschrinkt zu sein, die sich durch eine
Zugehorigkeit 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
Leukdmogenese 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 Mafle, 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 ausgeprigt 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 (sieche Abbildung
3.16). Auswertungen in der Vergangenheit haben ergeben, dass Plakoglobin in den
Lunreiferen FAB-Klassen (M0-M3) signifikant stirker exprimiert wird als in den
Klassen M4-M6 [79]. Das ldsst vermuten, dass dies auch fiir die AES-Expression der
Fall sein konnte.

Zur weiteren Analyse der Wirkung einer AES-Expression wurden primére
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 fiir primére
Mausknochenmarkzellen. Die Uberexpression von Amino-terminal Enhancer of Split
fiihrt hier zu einer Zunahme der Kolonienzahl um ca. 60%. Die Ergebnisse zeigen, dass
eine  AES-Uberexpression vor allem in unreifen Zellen (CFU-GEMM) zu einer
gesteigerten Proliferation fiihrt, beziehungsweise dass der Proliferationsvorteil mit
steigendem Differenzierungsgrad der Zelle abnimmt. Zudem fiihrt die Uberexpression
von Amino-terminal Enhancer of Split in primdren Mausknochenmarkzellen zu einer
gesteigerten Selbsterneuerungsfiahigkeit (siche Abb.3.18 und 3.19). Diese Ergebnisse
stimmen mit den Erkenntnissen iiberein, dass AES-Expression ein Merkmal von Zellen
mit hohem Selbsterneuerungspotential ist. So haben Sekkai ef 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-stiindigen Entzug von LIF
induziert, sanken die AES-Level. Uberexpression von AES fiihrt zu gesteigerter
Proliferation und erhohter Selbsterneuerungsfdhigkeit, beides Eigenschaften von
malignen Zellen, die iiber eine Induktion von Wnt-Zielgenen vermittelt werden [53; 71;
82; 103; 111; 134].

Erginzend zur Uberexpression 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
Mafe 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 bestirken die Erkenntnisse, dass die AES-

Expression mit einer gesteigerten Proliferation verkniipft 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 Wachstumsstorung fiihrt. Die Grg5-Knockout-Mause
zeigten ein gestortes Wachstum der langen Rohrenknochen, 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 Uberexpression
von Amino-terminal Enhancer of Split fihrt liber die Authebung der durch TLEI1-4
vermittelten Repression der Transkription zu einer gesteigerten Expression von
TCF/LEF Zielgenen (siche Abbildung 4.2). Die Aktivierung der Transkription {iber
diesen Mechanismus ist nicht von der Aktivierung des Wnt-Signalweges abhingig.
Erginzend kann die Transkription durch Bindung von Plakoglobin, ebenso ein Zielgen
der Fusionsproteine, weiter verstirkt werden. Die Uberexpression der Wnt-Zielgene
filhrt zu verstirkter Proliferation und erhohter Selbsterneuerungsfahigkeit in primér

nicht unsterblichen Zellen, eine Aktivierung des Wnt-Signalweges ist mit dem Prozess
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der Immortalisierung, bzw. der Aufrechterhaltung der Pluripotenz in hdmaotpoetischen
Stammzellen verkniipft [53; 82; 103; 111].

Uber diese Mechanismen kann eine Uberexpression von Amino-terminal Enhancer of
Split an der Leukimogenese beteiligt sein. Eine alleinige Uberexpression von Amino-
terminal ~ Enhancer of Split ruft jedoch keine Leukdmie hervor wie
Transplantationsversuche aus unserer Arbeitsgruppe ergaben. Dies passt wiederum zum
2-hit-Modell der Leukdmogenese und bestitigt 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 Verstindnis der AES-
Funktion ist. Es miissen 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 moglichen
Regulation von Amino-terminal Enhancer of Split, die jedoch noch weiterer
Untersuchung bediirfen.

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 Leukdmogenese beteiligt sein konnte. Somit konnte sich Amino-
terminal Enhancer of Split im Rahmen von weiteren Untersuchungen als interessantes

Ziel fiir neuartige therapeutische Ansétze in der AML darstellen.

4.3 Zyklin D1 und AES: Effektoren in der Pathogenese der AML

Durch die im Rahmen der Arbeit durchgefiihrten Experimente konnte gezeigt werden,
dass Zyklin D1 und Amino-terminal Enhancer of Split eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der AML spielen konnen.

Eine Uberexpression von Zyklin D1, wie sie bereits fiir viele humane Tumore

nachgewiesen wurde, fiihrt zu einer gesteigerten Proliferation der Zelle. Wie in dieser
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Arbeit gezeigt wird, kommt es durch die Uberexpression von AES ebenfalls zu einer
gesteigerten Proliferation. Eine Hemmung der AES-Expression fiihrt 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
Selbsterneuerungsfahigkeit eingebunden.

Die Experimente dieser Arbeit und andere Vorarbeiten haben ergeben, dass genetische
Verdnderungen 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
gestort ist. AES und Zyklin D1 sind jedoch fiir die physiologischen Prozesse einer Zelle
wie Proliferation, Selbsterneurungsfihigkeit und Uberleben 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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Tierversuchsgenehmigung

vom 15.04.2005

Stadt Miinster
Veterindr- und Lebensmitteliiberwachungsamt

Tierversuch: G 15/2005

81



DER
OBERBURGERMEISTER

S i MUNSTER

Veterinir- und Lebensmittel-

Postanschrift: Stadt Miinster e 48127 Miinster - iberwachungsamt
Universitatsklinikum Minster MS-Roxel, Schelmenstiege1
Medizinische Klinik und Poliklinik A Auskunt erteilt

. . . . usKunit erteiit
Molekulare Hamatologie / Onkologie Frau Fe,dkafnp

Domagkstrale 3 : Zimmer: 105

Telefon:  02534/971 - 304
Telefax:  02534/971 - 399

48129 Munster ’ E-Mail:

feldkamp@stadt-muenster.de
Sprechzeiten:
nach Vereinbarung

Datum und Zeichen lhres Schreibens: » Mein Zeichen: Minster,
03.03.2005 39.32.5.4 15.04.2005
Tierschutz

Tierversuch: G 15/2005

Versuchsleiter: Stellvertreter:
Prof. Dr. Hubert Serve _ Dr. Carsten Muller-Tidow

Dr. Christian Brandts
Dr. Steffen Koschmieder

Sehr geehrter Herr Prof. Dr. Serve,

gemal § 11 Tierschutzgesetz (TierSchG). in der z.Z. glltigen Fassung erteile ich Ihnen die Er-
laubnis zur Haltung und Zucht von

maximal 5840 Mausen fiir das Versuchsvorhaben.

Diese Erlaubnis ergeht unter folgenden Nebenbestimmungen:

1. Die Tiere werden. im ZTE, Universitatsklinikum MS, Domagkstr. 15a, 48149 Munster,
gehalten und gezlichtet.

2. Treten bei der Zucht und/oder Haltung von gentechnisch veranderten Tieren Anomalien auf,
die besondere Haltungsbedingungen (Unterbringung, Erndhrung, Pflege) erforderlich ma-
chen, ist dieses dem Veterindramt der Stadt Miinster umgehend mitzuteilen.

3. Es ist dafiir zu sorgen, dass den Tieren - ihrer Art entsprechend - ausreichende Beschafti-
gungsmdoglichkeiten geboten werden.

4. Es ist ein Tierbestandsbuch zu fiihren. Sie haben Uber die Herkunft und den Verbleib der
Tiere Aufzeichnungen zu machen und diese drei Jahre lang aufzubewahren. Auflerdem sind
die Tiere zu kennzeichnen.

5. Die Verantwortung fur die Zucht, Haltung, Unterbringung und Pflege der Tiere liegt bei Ihnen.
Bei einem Wechsel der verantwortlichen Person erlischt diese Erlaubnis.

Konten der Stadtkasse ‘ Zentrale Verbindungen

Sparkasse Minster Kto.-Nr. 752 (BLZ 400 501 50) - Commerzbank Minster Kio.-Nr. 393 210 0/00  (BLZ 400 400 28) ~ = Hauptvermittlung (0251) 492-0

Landeszentralbank Miinster ~ Kto.-Nr. 40 001 700 (BLZ 400 000 00) Deutsche Bank Minster . Kto.-Nr. 0470 005 - (BLZ 40070080) Telefax {0251) 492-7700

Postbank Dortmund Kto.-Nr. 21 1 36-461 (BLZ 440 100 46) Dresdner Bank Miinster Kto.-Nr. 606 465 600 (BLZ 400 800 40) Datex-J *0251492#

Bank fur Gemeinwirtschaft Kto.-Nr. 1 010 305 100 (BLZ 400 101 11)  Volksbank Miinster eG Kto.-Nr. 4 200 800 (BLZ 401 600 50) E-Mail

Bankhaus Lampe Minster Kto.-Nr. 306 002 (BLZ 480 201 51)  Westdeutsche Landesbank Minster Kto.-Nr. 64226 {BLZ 400 500 00) Stadtverwaltung@stadt-muenster.de -



Fur die Pflege und Betréuung sind die Tierpfleger der ZTE benannt.

Die medizinische Versorgung der Tiere hat durch Herrn Dr. M. Lucke, Leiter der Zentralen
Tierexperimentellen Einrichtung des Universitatsklinikums Munster (ZTE), zu erfolgen. Uber
die Zucht und Haltung ist er ebenfalls zu informieren.

8. Anderungen und Erweiterungen im Personalbereich, bei der Tierart und der Tierzahl
sowie der Unterbringung sind umgehend dem Veterindramt der Stadt Miinster
mitzuteilen.

9. Fir den Fall von erheblichen oder wiederholten Verstéfien gegen die Bestimmungen des Tier-
schutzgesetzes behalte ich mir den Widerruf dieser Erlaubnis vor.

10. Die nachtragliche Aufnahme, Anderung und Ergéanzung von Nebenbestimmungen behalte ich
mir vor. .

11. Diese Genehmigung gilt flr die Vérsuchsdauer, langstens jedoch bis zum 30. April 2008.

Hinweis:

Bei Arbeiten mit genmanipulierten Tieren miissen die Vorschriften nach dem Gentechnik-
recht eingehalten werden.

Rechtsbehelfsbelehrung

Gegen diese Erlaubnis kénnen Sie innerhalb eines Monats, nachdem lhnen die Erlaubnis bekannt
gegeben worden ist, schriftlich oder zur Niederschrift bei dem Oberbirgermeister der Stadt Mlnster
(Postanschrift: Der Oberblirgermeister, 48127 Munster) Widerspruch erheben. Der Nachtbrief-
kasten befindet sich am Stadthaus |, KlemensstraRe 10. Sie kénnen den Widerspruch auch direkt
beim Veterindr- und Lebensmittellilberwachungsamt (Postanschrift: Der Oberbirgermeister, Amt

39,

48127 Munster, Hausanschrift: Schelmenstiege 1, 48161 Minster) erheben.

" Mit freundlichen Griifzen

im Auftrag,.
Dr. Otto

Stadt. Veterinéirdirektor



