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1 Einleitung 

1.1 Hämatopoese 

Der Begriff Hämatopoese kommt aus dem Griechischen von haimatos (=Blut) und 

poiesis (=Bildung). Er bezeichnet die Bildung der zellulären Bestandteile des Blutes. 

Dieser Vorgang wird weiter unterteilt in die Erythro-, Myelo- sowie Lymphopoese. In 

der Hämatopoese werden alle Blutzellen - mit Ausnahme der Lymphozyten - im roten 

Knochenmark der langen Röhrenknochen, im Becken und Sternum hergestellt. Im 

Rahmen der Lymphopoese werden u. a. B- und T-Zellen im lymphatischen Gewebe, d. 

h. im Thymus und in der Milz gebildet.  

In der Literatur werden zwei Arten der Hämatopoese unterschieden:  

1. Die primitive Hämatopoese, die sich um den 19. Tag herum im extraembryonalen 

Dottersack entwickelt und  

2. die definitive Hämatopoese.  

Letztere beginnt in der vierten Woche und dauert das ganze Leben an. Sie bildet alle 

Blutzellen, während in der primitiven Hämatopoese lediglich unreife Erythrozyten, die 

noch einen Nukleus enthalten, hergestellt werden. Ursprung aller Blutzellen ist die 

hämatopoetische Stammzelle (HSC). Sie stammt möglicherweise zusammen mit der 

Endothelzelle von dem so genannten Hämangioblast (Choi et al., 1998) oder sogar 

direkt von der Endothelzelle ab (Oberlin et al., 2002). Beide Zellen entwickeln sich 

zeitnah und besitzen ähnliche Oberflächenmoleküle (CD34, FLT3 Ligand, PECAM-1, 

c-kit etc.). Von den Markern ist insbesondere CD34 bei der Isolation von Stammzellen 

aus dem peripheren Blut im Rahmen der Stammzelltransplantation von großer 

Bedeutung (s. 1.3.).  

Sobald die ersten hämatopoetischen Stammzellen entstanden sind, wandern sie in die 

Leber und Milz. Diese sind bis zur Geburt die Hauptorte der fetalen Blutbildung. Ab 

dem 5. Monat übernimmt beim Menschen das Knochenmark schrittweise diese 

Funktion. Unter bestimmten Bedingungen, wie z. B. bei großen Blutverlusten oder 

Leukämien, können Milz und Leber die Produktion wieder übernehmen (extramedulläre 

Hämatopoese).  

 



1.1.1 Hämatopoetische Stammzelle (HSC) 
Der Stammzellcharakter der Hämatopoese wurde vor 100 Jahren erstmals postuliert 

(Maximov et al., 1909), aber erst Mitte des 20. Jahrhunderts allgemein anerkannt. Das 

Blut ist ein sich ständig erneuerndes Organ und seine Bildung gilt heute als Paradigma 

einer Stammzellhierarchie (s. Abbildung 1). 

 

 

Abbildung 1: Die Hämatopoese als Paradigma eines Stammzellsystems.  
Ausgehend von einer pluripotenten HSC entwickeln sich sämtliche Blutzellen (Quelle: 
http://grips.dimdi.de/rochelexikon/info/quellen.html#91 Stand: 09/07) 

 

Diese und andere Eigenschaften ermöglichen seine Transplantation (s. 1.3). Beim 

Menschen ist das Knochenmark der Hauptbildungsort, bei der Maus ist zusätzlich die 

Milz beteiligt. Ausgehend von multipotenten Stammzellen entwickeln sich über 

Progenitorzellen die weißen und roten Blutkörperchen. Mit Ausnahme der 

Lymphozyten werden alle Zellen sehr ökonomisch und bedarfsorientiert gebildet.  

Die Stammzellen haben drei Hauptmerkmale:  

 2

http://grips.dimdi.de/rochelexikon/info/quellen.html#91


 

a) Selbsterneuerung (self-renewal), 

b) unbegrenzte Proliferation, 

c) Fähigkeit zur Differenzierung in verschiedene Zellarten. 

Unter self-renewal versteht man die Fähigkeit der HSC sich zu teilen, ohne sich zu 

anderen Blutzellen zu entwickeln, d. h. sie behält ihren Stammzellcharakter. Das ist nur 

einer Stammzelle möglich. Sie können sich unbegrenzt vermehren und - wenn 

notwendig - das gesamte Spektrum der hämatopoetischen Zellen aus sich 

hervorbringen.  

Es gibt verschiedene Arten, HSC zu charakterisieren. Funktionell gibt es historisch 

unterschiedliche Assays. McCulloch hat erstmals Vorläuferzellen in der Milz von 

knochenmarktransplantierten Mäusen entdeckt, die sich in verschiedene 

hämatopoetische Zellen entwickeln konnten. Er nannte sie CFU-S (Till et al., 1961). 

Allerdings waren dies keine langzeitrepopulierenden Zellen (LTR); sie konnten erst 

aufgrund ihrer Größe und Dichte von den CFU-S isoliert werden (Jones et al., 1990). 

Um die LTR, die dadurch gekennzeichnet sind, dass sie letal bestrahlte Mäuse nach 

KMT langfristig wieder rekonstituieren können, weiter zu charakterisieren, wurden sog. 

kompetitive Repopulationsassays durchgeführt. In diesen gab man den Mäusen eine 

feste Anzahl von Progenitorzellen sowie unterschiedliche Mengen der zu 

untersuchenden hämatopoetischen Zellen, die von den ersteren z. B. durch genetische 

Markierung unterschieden werden konnten (Szilvassy et al., 1990; Lemischka et al., 

1990). Bessis identifizierte Colonie Forming Units-Granulocytes Macrophages (CFU-

GM) und Burst Forming Units-Erthrocytes (BFU-E) als weitere Zwischenstufen in der 

Hämatopoese im Jahre 1958. Dann wurden Kulturbedingungen etabliert, die es 

ermöglichten, menschliche HSC bis zu zwei Monaten in vitro zu kultivieren, ohne dass 

die Zellen ihren Stammzellcharakter verloren. Sie wurden daher als sog. Longterm 

Culture Initiating Cell (LTC-IC) bezeichnet. Anhand der Anzahl der Klone nach 5 bis 8 

Wochen konnte die anfängliche Stammzellkonzentration berechnet werden (Sutherland 

et al., 1990). McCune etablierte Ende der 80er Jahre die SCID-hu-Maus als Modell für 

humane HSC in vivo (McCune et al., 1988), welches weiter verbessert wird. Alternativ 

wurde ein Rag-knock-out-8c Mausmodell enwickelt, um die Komplikationen des 

NOD/SCID-Modells, wie spontane Tumorentstehung, zu umgehen (Mazurier et al., 

1999). Eine stringentere Zellsortierung vor der Stammzelltransplantation in Mäusen 

führte zur Isolierung der sog. SCID-repopulierenden Zellen (SRC). Diese Zellen waren 
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CD34+/CD38- und erfüllten die Kriterien einer HSC. Es wurde früh versucht, 

phänotypische Marker für die HSC zu finden. Civin und Kollegen identifizierten ein 

Oberflächenmolekül, anfänglich My10 genannt, das auf KG1-Leukämiezellen und auf 

1-4 % der Knochenmarkszellen gefunden wurde (Civin et al., 1984). Später wurde 

gezeigt, dass diese Zellpopulation Affen nach letaler Bestrahlung rekonstitutieren kann 

und der Marker wurde nun mit CD34 bezeichnet (Berenson et al., 1988). Obwohl das 

CD34-Molekül nun Standard bei der HSC-Isolation ist, wurde gefunden, dass die HSC 

im Knochenmark verschiedener adulter Tiere CD34- sind (Ogawa, 2002). Daher wird 

nun vermehrt nach funktionellen Markern gesucht, die spezifischer sind. Hierzu gehören 

z. B. die sog. Side Population- (SP)-Zellen, die aufgrund ihrer Fähigkeit die Höchst-

33342-Vitalfarbstoff hinauszupumpen anhand ihrer schwachen Markierung isoliert 

werden können (Goodell et al., 1996). Ein weiterer Marker scheint die sog. 

Aldehyddehydrogenase zu sein (Armstrong et al., 2004), wobei das vor Kurzem 

angezweifelt wurde (Levi et al., 2008). 

Ein kleiner Anteil der hämatopoetischen Stammzellen zirkuliert kontinuierlich im Blut 

und gelangt, nachdem er sich an die Endothelzellen gebunden hat und durch sie 

hindurch gewandert ist (Transmigration), wieder in das Knochenmark (homing). Dort 

sind sie in ein Netzwerk aus Fibroblasten, Fett- und Endothelzellen des 

Knochenmarksstromas eingebettet. Ihre Entwicklung wird zum großen Teil durch diese 

Zell-Zellkontakte (Dexter et al., 1976) und das sie umgebende Mikromilieu bestimmt 

(McCuskey et al., 1973).  

In sog. Stammzellnischen kommt es zur asymetrischen Teilung, d. h. aus einer HSC 

entwickelt sich je eine Progenitorzelle (PC) und eine weitere HSC. Aber auch eine 

symetrische Teilung kann unter bestimmten Umständen, wie z. B. bei größeren 

Blutverlusten, stattfinden (Morrison et al., 2006). Das bedeutet, dass beide 

Tochterzellen den gleichen (undifferenzierten) Zustand ihrer Eltern beibehalten. 

Dadurch kann eine konstante Anzahl der Blutzellen (steady state) gewährleistet werden. 

1.1.2 Wachstumsfaktoren 
Progenitorzellen entwickeln sich in vitro unter Zugabe von sog. koloniestimulierenden 

Faktoren (CSF). Es bilden sich kolonieformende Einheiten (CFU), auch 

Progenitorzellen genannt, aus denen entsprechend der in ihrer Umgebung 

vorherrschenden Wachstumsfaktoren und der hierdurch aktivierten Gene die einzelnen 

Zelllinien hervorgehen. 
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Erythropoetin (Epo) spielt eine entscheidende Rolle bei der Bildung von Erythrozyten. 

Es sorgt für erythroide Progenitorzellen. Makrophagen und Monozyten entwickeln sich 

unter dem Einfluss des Granulozyten-Makrophagen-koloniestimulierenden Faktors 

(GM-CSF), einem 22 kDa Molekül, das auch für die systemischen Auswirkungen wie 

Fieber und Krankheitsgefühl im Rahmen einer Entzündung verantwortlich zu sein 

scheint. Wachstumsfaktoren, wie z. B. GM-CSF, beeinflussen zudem die Fähigkeit zur 

Phagozytose, Lokomotion sowie zur Rekrutierung der myeloischen Zellen aus dem 

Knochenmark. 

Diese Erkenntnisse haben klinische Relevanz bei der Behandlung von Patienten, die im 

Rahmen ihrer Chemotherapie unter Anämie und Granulozytopenie leiden (ASCO, 

1994).  

Außer diesen Faktoren gibt es noch eine Vielzahl anderer Zytokine, die z. T. auf 

mehrere Zelllinien Einfluss ausüben und eine Rolle bei der Proliferation, 

Selbsterneuerung und Differenzierung spielen. Abnorme Konzentrationen können zu 

myeloproliferativen Erkrankungen führen (Hillman et al., 2005). 

Es gibt eine Anhäufung von Genen für GM-CSF, Interleukin (IL)-3, IL-4, IL-5 u. a. auf 

dem langen Arm von Chromosom 5. Eine besonders therapierefraktäre Form von AML, 

das 5q- Syndrom, ist mit dem Verlust dieses Arms verbunden.  

IL-3, einst multi-CSF genannt, regt die Produktion von allen Zellen des Blutes an und 

aktiviert Eosinophile, Basophile und Mastzellen (Harrison, 2002). Wie IL-3, so fördert 

auch der c-kit Ligand, auch Stem Cell Factor (SCF) genannt, das Wachstum vieler 

Zelllinien des Blutes. C-kit moduliert die Interaktion von VLA-4 (Very Late Antigen), 

eines Adhäsionsmoleküls auf Leukozyten, und VCAM-1 (Vascular Cellular Adhesion 

Molecule), seines Liganden auf Endothelzellen (Kapur 2001). Es wird z. Z. seine 

Einsetzbarkeit zur besseren Mobilisation von Stammzellen untersucht (Hillman et al., 

2005). 

1.1.3 Extrazelluläre Matrix (ECM) 
Auch die extrazelluläre Matrix übt großen Einfluss auf die HSC aus. Sie besteht u. a. 

aus Proteoglykanen, wie Chondroitin- und Heparansulfat und kann z. B. GM-CSF 

binden (Gordon et al., 1987) und darüber hinaus die Interaktion der Blutzellen mit dem 

Stroma beeinflussen (Siczkowski et al., 1992). 

Alles in allem ergibt sich so ein sehr komplexes Zusammenspiel aus verschiedenen 

Faktoren, wodurch gewährleistet wird, dass die Anzahl der Blutzellen in engen Grenzen 
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konstant gehalten wird (s. 1.1.1). Wächst eine Zelle unkontrolliert, kann es zur 

Entstehung eines dominanten Klons kommen, was im schlimmsten Fall zur Leukämie 

führt (Reya et al., 2001). 

 

Malignität 

Stamm- 

zelle 

Progenitor 

zelle

Multipotente 

Vorläuferzelle

reife 

Zellen 

Krebsstamm-

zellen 

Normale Hämatopoese 

Abbildung 2: Normale vs. maligne Hämatopoese (nach Reya et al., 2001) 
Stammzellen sind wegen ihres Potentials zur Selbsterneuerung besonders anfällig für leukämische 
Transformation. Im Gegensatz zur normalen Hämatopoese (oberes Bild) sind bei der Transformation von 
Stammzellen (unteres Bild) die Signalwege, welche die Selbsterneuerung kontrollieren, dysreguliert.  

1.2 Maligne Blutbildung 

1.2.1 Klonalität  
Als Klone bezeichnet man genetisch identische Kopien von Zellen oder Organismen. In 

der Natur spielt die klonale Vermehrung bei vielen Organismen eine entscheidende 

Rolle, bei Säugern stellt sie jedoch eine Ausnahme dar (eineiige Zwillinge). Auf 

zellulärer Ebene lassen sich prinzipiell alle Nachkommen einer HSC als Klone 

bezeichnen.  

Kommt es dabei zu einem zellulären Defekt, kann es zu unkontrollierter Proliferation 

und/oder Apoptoseresistenz kommen (s. Abbildung 3). Es gibt hierfür zwei Modelle 

(Übersicht in Reya et al., 2001): 

a) Alle Krebszellen besitzen die Kapazität zur Proliferation, aber nur eine kleine 

Untergruppe vermehrt sich, oder  

b) nur eine kleine Untergruppe besitzt die Möglichkeit sich zu vermehren und stellt 

somit einen kleinen Pool von malignen Stammzellen dar. 

 

 6



 

Abbildung 3: Krebsentstehung (nach Reya et al., 2001) 
In a) stellen Tumor-Zellen eine heterogene Population dar, aber sie besitzen alle das Potential zur 
Proliferation, wohingegen b) heterogene Tumor-Zellen beschreibt, in denen nur die sog. Krebs-
Stammzelle (CSC) proliferieren kann.  
 

Die Therapie von soliden Tumoren basiert hauptsächlich auf der ersten Theorie, aber 

das Versagen, die meisten soliden Tumore zu heilen, spricht dafür, dass die zweite 

Theorie möglicherweise eher zutrifft. Es wurde für AML gezeigt, dass b) zutrifft, indem 

ein kleiner Teil der AML-Stammzellen als CD34+CD38- Zellen von Patientenproben 

isoliert wurde und nach Transplantation in NOD/SCID-Mäusen auch AML verursachen 

konnte (Bonnet et al., 1997). Eine weitere Möglichkeit ist, dass wie in b) eine CSC 

existiert, aber auch ihre Abkömmlinge noch proliferieren können. 

Bei Akuter Leukämie häufen sich unreife hämatopoetische Blasten an, überschreiten die 

Knochenmark-Blutgrenze und werden schließlich in die Blutbahn ausgeschwemmt. 

Außerdem wird die restliche Blutbildung beeinträchtigt, was zu Panzytopenien führt.  

Klinisch macht sich das v. a. durch Atemnot, rezidivierende Infekte und Blutungen 

bemerkbar. Die dominanten Klone sind in ihrer Funktionsweise beeinträchtigt. So ist 

bei Akuter Lymphatischer Leukämie (ALL) die Immunabwehr trotz erhöhter 

Lymphozytenzahlen stark vermindert. Deshalb werden Patienten in manchen Fällen 

trotz bestehender Pneumonie mit Chemotherapie behandelt, um den „guten weißen 

Blutzellen“ zu ermöglichen, sich zu bilden und so die Infektion zu bekämpfen. Im 

Spätstadium kann es zur Infiltration von Organen, wie z. B. der Lunge, Milz und des 

Gehirns (Meningiosis leukemica), kommen. 
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1.2.2 Zytogenetik 
Ursprünglich nahm man an, dass die genetischen Veränderungen, die man mit Hilfe von 

zytogenetischen Methoden gehäuft bei Krebs fand, auf diesen zurückzuführen sind. Als 

entdeckt wurde, dass Chronische Myeloische Leukämie (CML) mit der Translokation 

von Chromosom 9 auf 22 (t9;22), auch als Philadelphia Chromosom bezeichnet, und 

das Burkitt-Lymphom mit der t8;14 vergesellschaftet ist, vermuteten einige, dass dies 

möglicherweise Ursache und nicht Folge der Entartung ist (Rowley et al., 1973). Die 

Klonierung dieser Bruchstellen bestätigte die Vermutung, dass die normale DNA-

Sequenz hierdurch unterbrochen wurde (Groffen et al., 1984). Diese Erkenntnisse 

führten über positionelle Klonierung und das Humane Genom Projekt zu drei neuen 

Haupterkenntnissen.  

Krebsentstehung ist die Folge von:  

a) Aktivierung von Onkogenen, 

b) Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen, 

c) Defekten in DNA-Reparaturgenen. 

Malignitätskriterien sind u. a.: unkontrolliertes Wachstum, Durchbrechen der 

Basalmembran und Metastasierung.  

1.2.3 Onkogene 
Als Onkogene bezeichnete man ursprünglich Gene, von denen angenommen wurde, 

dass in diesen Genen eine Mutation ausreicht, um Zellen maligne zu transformieren. Sie 

wurden zuerst in Retroviren, wie dem in Hühnern Sarkome auslösenden Rous Sarkoma 

Virus (v-src), entdeckt. Varmus und Bishop entdeckten, dass das src-Gen physiologisch 

auch im Mensch vorkommt und nur die virale Form v-src transformierende 

Eigenschaften besitzt. Bislang sind mehr als 30 virale Onkogene bekannt (Varmus et al., 

1994). Neben dem v-src sind dies z. B. Myc, Ras, Fos und Jun.  

Die Mechanismen der Wirkung von Onkogenen sind verschieden, so hemmt z. B. p27 

Zyklin abhängige Kinasen (CDK) und unterbindet auf diese Weise die Zellproliferation. 

Inzwischen besteht Konsens, dass ein Onkogen nicht ausreicht, um eine Zelle zu 

transformieren. 

1.2.4 Tumorsuppressorgene 
Auf der Grundlage der Entdeckung, dass bei maligner Entartung häufig Gene deletiert 

sind, wurde die Existenz von Tumorsuppressorgenen postuliert. Beispiele sind das TP53 
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bei dem Li-Fraumeni Syndrom (Srivastava et al., 1990) und das Rb-Gen beim 

familiären Retinoblastom (Friend et al., 1986). Weil es nur wenige nachgewiesene 

Tumorsuppressorgene bei hämatologischen Erkrankungen gibt und bei Deletionen, die 

mit AML/MDS (Myelodysplastisches Syndrom) assoziiert sind (5q, 7q und 20q), keine 

nachgewiesen werden konnten, wird angenommen, dass Knudsons 2-Hit-Theorie, nach 

der Krebs auf der Inaktivierung von zwei Tumorsuppressorgenen beruht (Knudson 

1991), hier nicht zutrifft und/oder, dass es andere Mechanismen der Inaktivierung des 

anderen Allels gibt, wie z. B. die Methylierung des CDKN2A-Promotors (Drexler et al., 

1998). Deshalb werden auch z. Z. Methylaseinhibitoren gegen Krebs erprobt (Übersicht 

in Goshal et al., 2007). 

1.2.5 Puntkmutationen 
Puntkmutationen scheinen zur Entstehung von Leukämien lediglich beizutragen, im 

Gegensatz zu soliden Tumoren aber nicht ursächlich zu sein. Sie spielen jedoch bei 

Regulatoren der Hämatopoese, wie dem Wachstumsrezeptor FLT3, eine Rolle 

(Stirewalt et al., 2001). FLT3 Mutationen kommen bei 34 % der AML bei normalem 

Karyotyp vor und sind nicht nur aus prognostischer Sicht interessant - positive Patienten 

haben eine schlechtere Überlebenschance (Rombouts et al., 2000) -, sondern bieten auch 

einen interessanten Angriffspunkt (target) für neue Therapien (Kelly et al., 2002), wie 

beispielsweise sog. FLT3-Inhibitoren. Außerdem können Punktmutationen, wie z. B. 

JAK2V617F, zur Früherkennung von sog. Minimal Residual Disease (MRD) verwendet 

werden (Bacher et. al., 2008). 

1.2.6 Translokation 
Auch Translokationen können zu Krebs führen (s. 1.2.2). Dies geschieht auf zwei 

Arten: 

a) Das neue fusionierte Gen bildet ein Protein mit transformierender Eigenschaft. 

Das ist z. B. bei der t(9;22) bei AML der Fall und bei Genen, wie MLL, RAR 

und RUNX1, die zu verschiedenen Formen von AML führen können.  

b) Es kommt zur Substitution des Promotors, d. h. der Promotor, der physiologisch 

die Gentranskription fördert, wird vor ein anderes, normalerweise stummes Gen 

transloziert und aktiviert dieses konstitutiv. Wird beispielsweise ein 

Immunglobulin-Promotor  vor ein Protoonkogen transloziert, führt das häufig zu 

Lymphomen. 
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Gerade BCR/ABL hat zu einem besseren Verständnis der Onkogenese und 

damit neuen Therapieansätzen geführt, wie z. B. zu sog. 

Tyrosinkinaseinhibitoren wie Glivec [Imatinib], Dasatinib u. a. (Kantarjian et 

al., 2008). 

1.3 Hämatopoetische Stammzelltransplantation (HSCT) 

1.3.1 Definition und Arten 
Ursprünglich wurde der Vorgang, hämatopoetische Stammzellen (HSC) von einem 

Spender auf einen Empfänger zu übertragen, aufgrund des Entnahmeortes - meist des 

Beckens - Knochenmarktransplantation (KMT) genannt. 

Weil es in jüngster Vergangenheit gelang, diese Zellen auch aus dem peripheren Blut 

(Peripheral Blood Stem Cell = PBSC) und der Nabelschnur (Cord Blood Stem Cell = 

CBSC) zu gewinnen, ist der Begriff der hämatopoetischen Stammzelltransplantation 

(HSCT) korrekter.  

Weiterhin werden verschiedene Arten der HSCT nach der Art der Übertragung bzw. 

dem Spender unterschieden, wie z. B. der autologenen HSCT, bei der Spender und 

Empfänger identisch sind, im Gegensatz zur allogenen, bei der sie verschieden sind (s. 

1.5.1).  

1.4 Entwicklung der hämatopoetischen 
Stammzelltransplantation 

Die Geschichte der KMT beginnt mit Hiroshima und Nagasaki. Man untersuchte, wie 

das Knochenmark vor Strahlenschäden geschützt werden kann. Jacobsen zeigte im Jahr 

1949, dass Mäuse eine normalerweise tödliche Bestrahlung durch einen Bleischutz der 

Milz überlebten (Jacobsen et al., 1949). Die Ursache war nicht bekannt. Es wurden 

humorale Faktoren angenommen. Lorenz fand heraus, dass intravenös zugeführte 

Blutzellen Mäuse und Meerschweinchen vor dem Tod retten konnten (Lorenz et al., 

1951). In einem anderen Versuch wurde vom Knochenmarkspender Haut auf den 

Empfänger transplantiert. Sie wurde nicht abgestoßen (Main et al., 1955). Das bewies, 

dass die Immunzellen im Empfänger vom Spender stammten. 

Durch die Transplantation zytologisch identifizierbarer Stammzellen in letal bestrahlte 

Mäuse konnten Ford et al. 1956 zeigen, dass ihre Blutbildung auf die transplantierten 

Zellen des Spenders zurückgingen (Ford et al., 1956). Es bildete sich ein sog. 
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Chimärismus, benannt nach einem griechischen Fabelwesen, das aus drei Köpfen, in der 

Mitte aus einer Ziege und am Rumpfende aus einer Schlange bestand. Dieser Begriff 

versinnbildlicht die Mischung von Spender- und Empfängerblutzellen. Van Bekkum 

und De Vries erkannten, dass es nach erfolgreicher Implantation der 

Knochenmarkstammzellen zu einer sog. Secondary Disease kommen kann (van 

Bekkum et al., 1967). Diese heute als Graft-versus-Host Disease (GvHD) bezeichnete 

Erkrankung entstand dadurch, dass Immunzellen des Spenders das Gewebe des 

Empfängers als fremd erkannten und angriffen (s. 1.5.2). Diese Immunreaktion konnte 

durch Metothrexat gemildert werden (Lochte et al., 1962).  

McCulloch versuchte, in Transplantations- und Bestrahlungsversuchen eine Stammzelle 

zu identifizieren (McCulloch et al., 1961). Er untersuchte hierfür die Milz von Mäusen 

eine Woche nach Bestrahlung und sah, dass sich dort Zellanhäufungen (CFU-S = 

Colony Forming Units-Spleen) gebildet hatten, die sich auch in eine zweite Generation 

weiter transplantieren ließen. Er wartete dann zwei Wochen und entdeckte, dass die 

späteren CFUs aus noch primitiveren Zellen bestanden. Sie werden als sog. Long-Term 

Repopulating Unit bezeichnet, da sie sämtliche Zellen des Blutes in tödlich bestrahlten 

Mäusen dauerhaft wiederherstellen können. Sie sind die eigentlichen hämatopoetischen 

Stammzellen (s. 1.1.1). 

Es folgten Versuche mit Hunden, an denen das ganze Spektrum der KMT und ihrer 

Nebenwirkungen untersucht wurde: Engraftment, d. h. die Rekonstitution der 

Hämatopoese im Empfänger nach HSCT, Abstoßung des Transplantats, GvHD und 

auch Toleranz (Thomas et al., 1962). Für seine Erkenntnisse erhielt Dr. Thomas im 

Jahre 1990 den Nobelpreis für Medizin. 

In den kommenden Jahren wurden mehrere hundert Patienten transplantiert. Die 

meisten verstarben, v. a. wegen nicht erfolgten Engraftments (Bortin et al., 1970). Das 

lag daran, dass sehr wenig über die Post-Transplant-Immunsuppression, 

Konditionierung und Gewebetypisierung bekannt war.  

Epstein und Storb zeigten im Hundemodell, dass die Gewebetypisierung für die 

Transplantation essentiell war (Epstein et al., 1969). Daraufhin wurden in Seattle 

Patienten mit rezidivierender Leukämie transplantiert. Von 100 Patienten überlebten 13 

mehr als 10 Jahre (Thomas et al., 1975). Nach diesem Erfolg wurden jetzt auch 

Patienten mit CML, mit aplastischen Krisen und mit Leukämien in Remissionen 

transplantiert. Dabei hatten die Patienten eine bessere Prognose, wenn die KMT nicht in 

der Endphase der Erkrankung durchgeführt wurde (Thomas et al., 1979). 
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Die hämatopoetischen Stammzellen wurden zunächst dem Knochenmark entnommen. 

Nachdem G-CSF und GM-CSF entdeckt wurden, konnte die von Brecher und Goodman 

(Goodman et al., 1962) experimentell durchgeführte PBSC-Transfusion auch in der 

Klinik angewandt werden, da sie eine erhebliche Mobilisierung der Blutstammzellen in 

vivo ermöglichte (s. 1.1.2). Diese Methode hatte den Vorteil, dass sich der Spender 

nicht einer Narkose unterziehen musste.  

In der darauf folgenden Zeit wurden Transplantationen hauptsächlich innerhalb einer 

Familie durchgeführt. Weil das Kind je eines der beiden Haplotypen von jedem 

Elternteil erbt, standen die Chancen eins zu vier, unter den Geschwistern einen 

geeigneten Spender zu finden. 

Broxmeyer und Gluckman entwickelten 1989 die Transplantation des 

Nabelschnurblutes (CBSCT) (Gluckman et al., 1989). Tausende wurden bislang auf 

diese Weise transplantiert, wegen der begrenzten Menge an Material vornehmlich 

Kinder. 

Die zunächst bei Versuchstieren aufgetretene GvHD wurde im Menschen im Zuge des 

verbesserten Engraftments zu einem ernstzunehmenden Problem. Die Einführung des 

von Borrell entwickelten Ciclosporin A in Kombination mit Metothrexat war eine 

wichtige Neuerung zur Bekämpfung der GvHD (Storb et al., 1986).  

Durch die molekularen Techniken in den 90er Jahren war es nicht nur möglich, das sog. 

Supergen des MHC auf dem Chromosom 6 zu identifizieren, sondern 

molekulargenetische Analysen erlaubten darüber hinaus auch das Zusammenbringen 

von nicht verwandten Spendern und Empfänger mit ähnlichem HLA-Systemen 

(matching). 

Auch die Einführung von Leukozyteninfusionen des Spenders (DLI = Donor Leukocyte 

Infusion) war ein wichtiger Fortschritt in der Behandlung von Patienten mit 

rezidivierender Leukämie (Kolb et al., 1990). Dabei scheint der Graft-versus-Leukemia 

(GVL)-Effekt eine entscheidende Rolle zu spielen (Barnes et al., 1956). Hierbei greifen 

v. a. Spender-T-Zellen und sog. natürliche Killerzellen (NK-Zellen) leukämische Zellen 

des Empfängers an, nachdem sie von den antigenpräsentierenden Zellen des Spenders 

über das HLA-System als fremd erkannt wurden.  

Die GVL ist ein Aspekt der Spender-gegen-Wirt-Erkrankung und wurde zufällig 

dadurch entdeckt, dass Patienten nach T-Zell depletierter KMT ein deutlich erhöhtes 

Rückfallrisiko hatten (s.o.). Der GVL-Effekt ist auch die Grundlage der nicht 

myeloablativen Transplantation (Reduced Conditioning [RIC-] oder sog. 
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Minitransplantation, bei der die Konditionierung stark reduziert ist und anstatt der 

Hochdosis Chemotherapie u. a. das immunmodulierende Fludarabin und Anti-

Thymozyten Globulin (ATG) verabreicht wird. Weil das Engraftment meist ausreichend 

und die Toxizität deutlich geringer ist, können nun auch ältere Patienten, die sonst keine 

Kandidaten gewesen wären, transplantiert werden (Storb et al., 1997).  

Das Ziel in der Zukunft ist, die Morbidität und Mortalität noch weiter zu senken, 

insbesondere bei den sog. High-risk-Patienten. Das geschieht zum einen durch eine Re-

evaluation der in den letzten Jahren erprobten Protokolle, zum anderen durch die 

Entwicklung besserer Virustatika, Antibiotika und -mykotika, Immunsuppressiva sowie 

durch die Erforschung neuer Therapieoptionen, wie z. B. das Einbringen von sog. 

Suizidgenen im Rahmen der Gentherapie zur besseren Beherrschung der GvHD (Bonini 

et al., 1997). 

1.5 Indikation für die HSC 

Die HSCT wird aus zwei Gründen durchgeführt: zum einen, um das durch hochdosierte 

Chemotherapie zerstörte Knochenmark wiederherzustellen. Das ist beispielsweise bei 

der Leukämie der Fall; der Patient unterzieht sich einer Hochdosis Chemotherapie, die 

aufgrund der hohen Toxizität zur Abtötung des kranken, wie auch des gesunden 

Knochenmarks führt. Weil das Knochenmark sich nicht spontan wieder erholt und der 

Zustand der Knochenmarksuppression nicht über längere Zeit mit dem Leben vereinbar 

ist, infundiert man HSC, um das Knochenmark wieder zu rekonstituieren (rescue). Zum 

anderen versucht man, die pathologische Hämatopoese zu ersetzen, die entweder 

angeboren, wie bei SCID (Severe Combined Immune Deficiency), oder erworben, wie 

z. B. bei Patienten mit dem Myelodysplastischen Syndrom (MDS), sein kann. 

Drei Eigenschaften der HSC sind hierfür besonders wichtig: 

 Wenige HSC genügen, um die komplette Blutbildung wiederherzustellen. 

 ihre Fähigkeit, in das Knochenmark zurückzufinden - homing 

 HSC können kryokonserviert werden. 

Letzteres ist insbesondere bei der autologen HSCT von Bedeutung. Bei dieser Form 

werden die HSCs vor der Chemotherapie entnommen und danach dem Patienten wieder 

zugeführt.  
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1.5.1 Arten der HSCT 
Es lassen sich nach der Übertragungsart drei Arten der HSCT unterscheiden (s. 1.5.1.1-

1.5.1.3): 

a) autologe HSCT, 

b) allogene HSCT, 

c) syngene HSCT (= Sonderform der allogenen HSCT). 

 

Auch nach dem Entnahmeort der Blutstammzelle kann man drei Arten der HSCT 

unterscheiden (s. 1.5.1.4-1.5.1.6): 

a) KMT, 

b) PBSCT (periphere hämatopoetische Stammzelltransplantation), 

c) CBSCT (Nabelschnurbluttransplantation). 

1.5.1.1 Autologe HSCT 
Bei autologer HSCT sind Spender und Empfänger identisch. Das hat mehrere Vorteile: 

Sie ist leichter durchführbar, da nicht erst nach einem Spender gesucht werden muss 

und das Typisieren entfällt. Eine Immunsuppression ist nicht notwendig und das 

Engraftment ist gut. Somit ist sie auch bei älteren Patienten durchzuführen und bei 

Patienten, die aufgrund ihrer Komorbidität für eine allogene Transplantation nicht 

geeignet wären. 

Nachteilig wirkt sich aus, dass es noch kein System gibt, mit welchem möglicherweise 

kontaminierende Tumorzellen komplett aus dem Transplantat entfernt werden können. 

Somit besteht immer die Gefahr der Re-Infusion maligner Zellen und somit eines 

Tumorrezidives (Brenner et al., 1995). Außerdem entfällt der Graft-versus-Leukemia 

(GVL)-Effekt, d. h. die Spenderzellen greifen nicht die leukämischen Wirtszellen an. Er 

ist ein positiver Nebeneffekt der GvHD (s. 1.4). 

1.5.1.2 Allogene HSCT 
In der allogenen Stammzelltransplantation sind Spender und Empfänger verschieden. Es 

gibt in der Literatur im Allgemeinen drei Indikationen für die allogene HSCT: 

a) Leukämien, wie z. B. akute und chronische Leukämien, sowie das 

Myelodysplastische Syndrom (MDS), 
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b) Lymphoproliferative Erkrankungen, wie Hodgkin-, Non-Hodgkin und 

Multiples Myelom, 

c)  Nicht-maligne Erkrankungen, beispielsweise Aplastische- und Fanconi-Anämie, 

Immundefizite und Stoffwechselerkrankungen. 

Die allogene HSCT ist für viele hämatologische Erkrankungen die einzige kurative 

Therapie, insbesondere aufgrund des GVL-Effektes (s. 1.4). 

Aber sie hat auch erhebliche Nebenwirkungen: Toxizität durch die Konditionierung, 

GvHD (s. 1.5.2) und Abstoßung des Transplantats (graft failure) sind nur ein paar 

Beispiele. Graft failure bedeutet, dass keine oder nur unzureichende Hämatopoese im 

Empfänger nach der Transplantation stattfindet, und resultiert oft aus unzureichender 

Immunsuppression, zu geringem Transplantatvolumen, erhöhtem Missmatch des HLA-

Systems, sowie aus CMV-Infektion des Transplantates durch den Empfänger nach 

HSCT. Ohne ein anderes Transplantat ist die Prognose, u. a. wegen der hohen 

Infektionsgefahr durch die lange Aplasie, ernst. 

1.5.1.3 Syngene Transplantation  
Eine besondere Gruppe innerhalb der allogenen HSCT stellt die syngene 

Transplantation dar. Hier ist der Spender ein eineiiger Zwilling des Empfängers. Es 

besteht somit weder die Gefahr der GvHD, noch von graft failure, da die Geschwister 

genetisch identisch sind. Jedoch ist der GVL-Effekt eingeschränkt. 

1.5.1.4 Knochenmarktransplantation (KMT) 
Die Knochenmarkentnahme wird wegen der damit verbundenen Schmerzen meist in 

Vollnarkose durchgeführt. Für den erwachsenen Patienten werden dem Spender mehr 

als 1000 ml entnommen. Der Beckenkamm wird hierzu mehrfach mit sterilen Kautelen 

punktiert, um die erforderliche Menge zu gewinnen. Das Knochenmark wird dann mit 

Heparin ungerinnbar gemacht und in einem Plastikbehälter aufbewahrt. Es wird meist 

sofort warm transfundiert, kann aber auch unter Zusatz von Dimethysulfoxid (DMSO) 

in flüssigem Stickstoff bei -196°C gelagert werden, wenn der Empfänger nicht 

transplantiert werden kann. 

1.5.1.5 Periphere Stammzelltransplantation (PBSCT)  
In der normalen homeostatischen Situation ist die Anzahl hämatopoetischer 

Stammzellen im peripheren Blut für eine HSCT viel zu gering. Um die HSC in die 

 15



periphere Blutbahn zu mobilisieren, wird dem Spender Granulozyten-

koloniestimulierender Faktor (G-CSF) über fünf Tage verabreicht und gewartet, bis sich 

die zirkulierende CD34-Fraktion verhundertfacht (Gianni et al., 1989). Die Zunahme 

der CD34-Zellen ist v. a. auf die erhöhte Freisetzung aus dem Knochenmark 

zurückzuführen. Nach der G-CSF-Gabe setzen neutrophile Granulozyten im 

Knochenmark Serin-Proteasen, wie Cathepsin und Elastase, frei. Diese Enzyme spalten 

VCAM und befreien so die Stammzellen aus ihrer Bindung an das Stroma (Levesque et 

al., 2001).  

Auch durch Chemotherapie kann die Anzahl der zirkulierenden Zellen im Blutstrom 

erhöht werden (Juttner et al., 1990). Weil bei der PBSCT die Anzahl der T-Zellen eine 

Größenordnung höher war als bei der traditionellen KMT und bei Mäusen vermehrt zur 

GvHD führen, gab es Bedenken, sie in die Klinik einzuführen. Die chronische GvHD 

kann gehäuft auftreten (Remberger et al., 2005), kommt aber dem Patienten, 

möglicherweise wegen des GVL-Effektes, zugute (Bensinger et al., 2001). Auch das 

Engraftment ist besser (Ringden et al., 1999).  

Die periphere Form der Stammzellgewinnung ist zudem weniger traumatisch, da das 

Blut innerhalb von vier Stunden apharetisch venös entnommen wird, und kann daher 

ambulant erfolgen. Bei Erwachsenen entspricht die Überlebensrate weitgehend der 

KMT. Bei Kindern und Jugendlichen hingegen ist  die PBSCT mit erhöhter Mortalität 

verbunden; deshalb wird bei ihnen die KMT bevorzugt (Eapen et al., 2004). 

1.5.1.6 Nabelschnurtransplantation (CBSCT) 
In der Leber werden während der fetalen Periode Blutzellen gebildet. Diese wandern ab 

dem 5. Monat vermehrt über die Nabelschnur in das Knochenmark. Zum Zeitpunkt der 

Geburt ist ihre Konzentration in der Nabelschnur immer noch hoch, so dass sie kurz 

nach Entbindung entnommen werden können. Die Anzahl der so gewonnenen 

Stammzellen ist aufgrund des geringen Volumens jedoch begrenzt und daher wird diese 

Transplantation fast ausschließlich bei Kindern und Jugendlichen angewendet; oder bei 

Erwachsenen, die wegen des akuten Krankheitsverlaufes nicht länger warten können.  

Die Inzidenz der GvHD ist möglicherweise wegen der geringeren Anzahl von  T-Zellen 

geringer, aber auch das Engraftment ist verzögert. Es besteht für die Zukunft die 

Hoffnung auf in vitro Vermehrung (Amplifikation) der Stammzellen, so dass auch 

erwachsene Patienten zunehmend hiervon profitieren können. Ein anderer Weg, das 

Problem der zu geringen HSC-Zahl zu umgehen, besteht darin, Mehrfachpräparate zu 
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transplantieren. Dies kann zu einem komplexen Chimärismus führen, obwohl sich 

langfristig i. d. R. eines der Transplantate durchsetzt. Es scheint eine Korrelation 

zwischen dem sich durchsetzenden Transplantat und der darin enthaltenen CD3-

Zellzahl zu geben (Barker et al., 2005).  

1.5.2 Spender-gegen-Wirt-Krankheit (GvHD)  
Bei der GvHD (Graft-versus-Host Disease) erkennt das Transplantat körpereigene 

Zellen des Empfängers als fremd und greift diese an. Diese Reaktion wird anfangs über 

CD4-T-Helferzellen vermittelt. Sie erkennen HLA-Klasse 2 Oberflächenmoleküle auf 

den Antigenpräsentierenden Zellen (APC) und setzen daraufhin Zytokine frei. Daher 

wurde versucht, T-Zellen aus dem Transplantat zu entfernen (Reisner et al., 1981). 

Allerdings erscheint der Nutzen einer gemilderten GvHD angesichts eines erhöhten 

Risikos der Transplantatabstoßung, verzögerter Immunkompetenz und des Verlustes des 

GVL-Effektes fraglich (Martin et al., 1990). Später bezieht die GvHD sämtliche 

Immunzellen einschließlich der Natürlichen Killerzellen (NKC) mit ein.  

Heute versucht man verschiedene Methoden, um die GvHD zu mildern, ohne die 

positiven Aspekte zu gefährden (Peggs et al., 2002). Stadium 1 und 2 der GvHD 

scheinen prognostisch günstig zu sein (Grigg et al., 1999). Wenn die Reaktion jedoch 

schwerer ist, gefährdet sie den Patienten und muss frühzeitig erkannt und mit 

Immunsuppressiva behandelt werden. Sie kann in zwei Hauptformen unterteilt werden: 

a) akute GvHD, 

b) chronische GvHD. 

Die akute Form tritt innerhalb von 100 Tagen nach Knochemarkstransplantation auf und 

involviert andere Immunzellen, Zytokine und Zielgewebe, als die chronische Form, 

welche später auftritt. Die akute GvDH beschädigt typischerweise Haut, Leber und den 

Gastrointestinaltrakt. Sie gliedert sich in drei Stadien. 

a) Schädigung und zelluläre Aktivierung durch Konditionierung, 

b) Aktivierung von Spenderlymphozyten, 

c) Zelluläre und Entzündungsmediatoren. 

Die Konditionierung umfasst Bestrahlung und Chemotherapie. Sie beschädigt Gewebe 

und aktiviert Antigenpräsentierende Zellen (APC) und Makrophagen im Empfänger. 

Nachdem die Spender-T-Zellen die MHC-Antigene auf den APCs erkennen, werden sie 

aktiviert und differenzieren in TH1-Zellen. Sie stimulieren dann durch IL-1 und IFN-γ 

zytoxische T-Lymphozyten (CTL) und sog. Natural Killer Zellen (NKC) (Phase 2). 
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Letztere greifen dann das Empfängergewebe mit Perforinen und Granzymen an sowie 

mit TNF-α und dem Fas/Fas-Ligand System (Iwasaki et al., 2004). 

 

Im Gegensatz dazu verhält sich die chronische GvHD wie eine Autoimmunerkrankung 

und beruht vermutlich auf autoreaktiven T-Lymphozyten, die der negativen Selektion 

durch den Thymus aufgrund seiner Schädigung durch die Konditionierung, die akute 

GvHD und/oder die Altersatrophie entkommen sind. Diese T-Lymphozyten stimulieren 

dann B-Lymphozyten und regen sie zur Produktion von Antikörpern an, die das 

Gewebe des Empfängers angreifen (Iwasaki et al., 2004). 

1.6 Gentherapie 

1.6.1 Definition und Ziele  
Als Gentherapie bezeichnet man Methoden, die mit dem Einbringen von genetischem 

Material in eine Zelle oder einen Organismus verbunden sind. Dabei konzentriert sich 

die Forschung auf die sog. somatische Gentherapie, bei der im Gegensatz zur 

Keimbahn-Gentherapie nur Körperzellen genetisch modifiziert werden, während ein 

Gentransfer in Keimzellen ausgeschloßen sein muss. Gegen die Forschung mit 

Keimzellen gibt es ethische Bedenken (Peters et al., 1995), deshalb ist sie in 

Deutschland (Embryonenschutzgesetz) wie in den meisten anderen Ländern verboten.  

Gentransfer kann grundsätzlich auf zwei Arten durchgeführt werden: Im lebenden 

Organismus (in vivo) und nach Entnahme von Zellen (ex vivo bzw. in vitro). 

Hämatopoetische (Stamm-)Zellen eignen sich aufgrund ihrer relativ unkomplizierten 

Gewinnung besonders zur in vitro Behandlung.  

1.6.2 Anwendungen der Gentherapie 
Ziel der Gentherapie ist es, genetische Erkrankungen durch eine Korrektur des defekten 

Genes zu beheben. Das klassische Ziel der Gentherapie waren somit monogenetische 

Erbkrankheiten, also Erkrankungen, die auf einem einzigen genetischen Defekt beruhen. 

(1) Genersatz: Idealerweise sollte bei diesen Krankheiten das defekte Gen repariert oder 

durch eine korrekte Kopie ersetzt werden. Da die technischen Voraussetzungen für 

solche eine Genomchirurgie bisher jedoch nicht entwickelt wurden, bringt man 

stattdessen eine funktionelle Genkopie, i. d. R. in der Form einer cDNA, in die 
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pathogenetisch relevanten Zielzellen ein. Dies stellt heute die klassische Strategie der 

Gentherapie, den Genersatz (replacement) dar. 

Beispiele für diese Strategie finden sich bei der Behandlung schwerer 

Immunmangelsyndrome wie ADA-SCID (Aiuti et al., 2002), SCID-X1 (Hacein-Bey 

Abina et al., 2000) und Chronischer Granulomatose (Ott et al., 2006). Bei den beiden 

SCID-Syndromen können betroffene Patienten keine funktionellen Lymphozyten (B-, 

T- und NK-Zellen) ausbilden. Bei ADA-SCID fehlt ihnen das dazu wichtige Enzym 

Adenosindeaminase (ADA), während SCID-X1 auf einem Defekt im Gen für die 

gemeinsame γc-Kette (common �amma-chain) des IL2- und weiterer Interleukin-

Rezeptoren beruht. Beide SCID-Varianten sind mit schweren rezidivierenden und 

chronischen (opportunistischen) Infekten assoziiert, so dass betroffene Patienten selten 

das Erwachsenenalter erreichen. Bei CGD fehlen den Patienten aufgrund eines Defekts 

im gp91phox-Gen funktionelle Granulozyten, was ebenfalls zu häufigen septischen 

Infektionen führt. Die meisten Patienten versterben als junge Erwachsene. 

Den genannten Krankheitsbildern ist gemein, dass die Gentherapie die Entnahme von 

Blutstammzellen, ihre genetische Korrektur ex vivo (durch Einbringen einer 

funktionellen Genkopie) und autologe Transplantation (s. 1.5.1.1) erfordert. 

Andere Beispiele für Krankheiten, deren gentherapeutische Behandlung aktiv erforscht 

wird, sind z. B. Hämophilien und Sichelzellanämie. Auch bei nicht-hämatologischen 

Erkrankungen wird seit Jahrzehnten versucht, die Gentherapie zur Behandlung 

genetischer Erkrankungen einzusetzen. Als Beispiel sei die Zystische Fibrose (CF) 

angeführt. Dieser Erkrankung liegt ein Defekt des sog. Cystic Fibrosis Transmembran 

Regulator (CFTR) zu Grunde, eines Proteins, das den Na-Cl-Einstrom in verschiedenen 

Geweben reguliert. 

(2) Genmarkierung: Die Gentherapie wird in der KMT darüber hinaus auch 

diagnostisch benutzt. Dazu dient die sog. Genmarkierung, also der stabile Einbau eines 

Markierungsvektors in eine Zielzelle. Auf dieser Basis können in vivo Eigenschaften 

(Überlebensdauer, homing, Funktionalität) verschiedener Zellarten sowohl im 

Tiermodell als auch in klinischen Studien untersucht werden. So konnten z. B. wichtige 

Erkenntnisse für die autologe KMT gewonnen werden, da u. a. gezeigt wurde, dass sich 

Rezidive maligner Erkrankungen nach autologer KMT teilweise auf verunreinigende 

maligne Zellen im Transplantat zurückführen lassen (Rill et al., 1992). Die 

Genmarkierung gilt bisher als eine der erfolgreichsten Anwendungen der Gentherapie, 

obwohl es sich nicht um eine Therapie handelt. 
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(3) Tumortherapie: Eine Vielzahl von Ansätzen in der Gentherapie zielt auf die 

Behandlung von Tumor- und Leukämieerkrankungen ab. Tatsächlich lassen sich 

maligne Erkrankungen auch als erworbene genetische Defekte auffassen, so dass eine 

genetische Behandlung naheliegend erscheint. Beispiele für Tumortherapien sind das 

direkte Einbringen von Suizidgenen oder Tumorsuppressorgenen in das Tumorgewebe. 

Alternativ werden immunstimulatorische Gene in Tumorzellen eingebracht, um das 

Immunsystem zu aktivieren. Ex vivo genetisch modifizierte Tumorzellen werden auch 

zur Tumorvakzinierung benutzt. Schließlich versucht man auch, Immunzellen (T-

Lymphozyten, NK-Zellen) im Rahmen der sog. adoptiven Immuntherapie gegen 

maligne Zellen einzusetzen. Dazu werden entweder tumorspezifische T-Zellrezeptoren 

in die Zellen gebracht, um sie direkt gegen den Tumor ’scharf zu machen’, oder man 

nutzt das allogene Potential von Lymphozyten im Sinne einer Graft-versus-Leukemia-

Reaktion (s. o.), rüstet die Spender-Immunzellen aber mit einem Suizidgen aus, um im 

Falle der Entwicklung einer schweren GvHD (s. o.) eingreifen zu können (Tiberghien et 

al., 1994; Bonini et al., 1997: Fehse et al., 2004). 

Wie bei jeder wirksamen Therapieoption können auch bei der Gentherapie 

Nebenwirkungen auftreten. Einzelne Nebenwirkungen, die mit verschiedenen 

Gentransfervektoren assoziiert sind, werden im Kapitel 1.6.4.4 angeführt. Die 

Untersuchung von Nebenwirkungen ist eine entscheidende Voraussetzung, um eine 

Risiko/Nutzen-Analyse durchführen zu können. 

Unsere Gruppe hat wichtige Vorarbeiten auf dem Gebiet einer systematischen 

Toxikologie des Gentransfers geleistet. Dazu wurde ein Mausmodell entwickelt, 

welches erlaubte, erstmals das Auftreten schwerer Nebenwirkungen bei der Benutzung 

retroviraler Vektoren (s. 1.6.4.4.) zu beobachten. Li et al. beschrieben 2002 erstmals 

eine Leukämie nach retroviraler Genmarkierung, Kustikova et al. 2005 das Phänomen 

der induzierten klonalen Dominanz. Beide Befunde traten jeweils kurze Zeit später auch 

im Rahmen gentherapeutischer Studien auf. Dass schwere Nebenwirkungen in der 

Gentherapie erst zu einem Zeitpunkt auftraten, an dem auch erste Erfolge erzielt wurden 

(Hacein-Bey-Abina et al., 2003), unterstreicht die Gültigkeit des alten 

pharmakologischen Grundsatzes, „Keine Wirkung ohne Nebenwirkung“, auch für die 

Gentherapie.  
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1.6.3 Vektoren 
Um genetisches Material in eine Zielzelle schleusen zu können, benötigt man als 

Transfervehikel sog. Genfähren oder Vektoren. Die Vektoren enthalten zugleich die für 

die Expression des Transgens in der Zielzelle notwendigen Kontrollelemente wie 

Promotor und Enhancer. 

Es gibt permanente und transiente Transfersysteme (s. Abbildung 3). Wenn das Ziel in 

einer stabilen genetischen Modifikation einer sich teilenden Zielzelle besteht, werden 

Vektoren benötigt, die in das Zielzellgenom integrieren. Dafür sind von Retroviren 

(einschließlich Lentiviren) abgeleitete Vektoren die gebräuchlichsten Transfersysteme, 

da die Integration in das Zielzellgenom einen notwendigen Schritt im Lebenszyklus von 

Retroviren darstellt (s. 1.6.4). Die meisten retroviralen Vektoren basierten bisher auf 

Abkömmlingen der Mausleukämieviren (MLV). Diese Vektoren eignen sich 

ausgezeichnet für die Langzeitexpression eines Transgens, können aber wie alle 

einfachen bzw. γ-Retroviren nur sich teilende Zellen infizieren. Komplexere Retroviren 

aus der Familie der Lentiviren bieten den Vorteil, dass sie auch nicht-teilende bzw. 

ruhende Zellen infizieren können. Sie sind nicht auf den Zerfall der Kernlamina 

angewiesen, da sie mit Hilfe eines Erkennungssignals aktiv in den Zellkern transportiert 

werden. Da bei der Verwendung lentiviraler Vektoren aufgrund ihres wahrscheinlich 

geringeren genotoxischen Potentials weniger Nebenwirkungen erwartet werden, 

scheinen sie im Moment die bisher bevorzugten, auf MLV basierenden retroviralen 

Vektoren abzulösen. Allerdings ist die Herstellung lentiviraler Vektoren wesentlich 

aufwendiger.  

Aufgrund ihrer Bedeutung für die vorliegende Arbeit wird auf die Struktur und die 

Biologie von γ-Retroviren im Abschnitt 1.6.4.1 näher eingegangen. 

Im Gegensatz hierzu ermöglichen Adenoviren (AV) nur eine transiente 

Transgenexpression in sich teilenden Zellen, da sie sich nicht in das Genom integrieren. 

Deshalb eignen sich von AV abgeleitete Vektoren nicht so gut für die Behandlung von 

Zellen mit einer hohen Proliferationsrate (Delecluse et al., 1999), wie z. B. die HSC. 

Außerdem können sie starke eine Immunreaktion im Empfänger hervorrufen. Das führte 

zum Tod eines 19-jährigen Patienten, der im Rahmen einer Studie für seine 

Lebererkrankung, die sog. Ornithin-Transcarbamylase (OTC)-Defizienz, mit 

Adenoviren therapiert wurde (Raper et al., 2003). Andererseits kann man die 

Kurzzeitexpression und die Immunogenität dieser Vektoren nutzen, z. B. um das 

Immunsystem gegen Tumorzellen zu aktivieren. Von Adeno-assoziierten Viren (AAV) 
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abgeleitete Vektoren ermöglichen die stabile Transduktion von sich nicht teilenden 

Geweben. Allerdings integrieren AAV-Vektoren im Gegensatz zum Wildtyp-Virus nur 

sporadisch. Außerdem ist das Genom dieser Viren sehr klein. Trotzdem werden AAV-

Vektoren immer häufiger auch in klinischen Studien verwendet, da sie nach den 

bisherigen Daten ein günstiges Sicherheitsprofil aufweisen und sich in ausreichender 

Menge auch für eine in vivo Applikation herstellen lassen.  

Physikochemische Methoden werden aufgrund ihrer vergleichsweise geringen 

Effizienz, insbesondere für den stabilen Gentransfer, nur selten verwendet (Baum et al., 

1999). Jedoch lassen sich die dabei benutzten Plasmidvektoren relativ leicht auch in 

großen Mengen herstellen und sind im Gegensatz zu viralen Vektoren nicht mit 

potentiellen Biogefährdungen behaftet. Auch immunologische Probleme sind nicht zu 

erwarten. Es wird versucht, die Effizienz der Integration von Plasmidvektoren mit Hilfe 

von Endonukleasen und/oder Integrasen zu erhöhen (Olivares et al., 2002). 

 

 

Abbildung 4: Vor- und Nachteile der einzelnen Vektorsysteme:  
Retro- und Lentiviren zeichnen sich durch stabile Integration und Langzeit-Expression aus. Die anderen 
Vektoren haben z. T. eine gute Transduktionsrate, wie Adenoviren, müssen aber bei sich teilenden Zellen 
wiederholt zugeführt werden, um kontinuierlich exprimiert zu werden. 
a Plasmide sind sich autonom vermehrende „Minichromosome“ 
b kb= Kilobasen; ein menschliches Gen besitzt etwa 3kb 
c Das Genom des Menschen enthält eine Vielzahl retroviraler Sequenzen, die als HERV (Humane 
Endogene Retroviren) bezeichnet werden. Schätzungen zufolge ist zwischen 0,6 und 1 % des 
menschlichen Genoms retroviralen Ursprungs. 
d Das Gen wird an einem beliebigen Platz im Genom der Zelle eingebaut und kann dieses dadurch 
beeinträchtigen (Quelle: http://www.aerztestellen.de/v4/archiv/artikel.asp?src=suche&id=35491 Stand: 
09/07). 
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1.6.4 Retroviren 
Wie erwähnt, stellen die von Retroviren abgeleiteten Vektoren eines der 

gebräuchlichsten Vektorsysteme dar. Da retroviraler Gentransfer auch die Grundlage für 

die vorliegende Arbeit bildet, soll im Weiteren ausführlicher auf die Struktur von 

Retroviren und abgeleiteten Vektoren eingegangen werden. 

1.6.4.1 Aufbau 
Das Genom von jedem Retrovirus besteht aus zwei positiv orientierten RNA-Strängen, 

die 5´ von einem Cap und 3´ von einem poly-A-Schwanz begrenzt sind.  

Die genetische Information des Virus liegt in zwei Formen vor: Zum einen als virale 

RNA, zum anderen als in das Wirtsgenom integrierte DNA (Provirus). Der Provirus 

entsteht durch die Transkription von der viralen RNA in DNA mit Hilfe einer eigenen 

reversen Transkriptase und den anschliessenden Einbau in das Wirtgenom durch die 

Integrase (s. Abbildung 5). 

Einfache γ-Retroviren enthalten drei Strukturgene: 

a) Gag 

b) Pol 

c) Env 

Gag steht für gruppenspezifisches Antigen und enthält die genetische Information für 

das Kapsid (Ca), das Nukleokapsid (NC) und die Matrix (MA). 

Das Pol-Gen kodiert für die viralen Enzyme: Protease (PR), Reverse Transkriptase (RT) 

und Integrase (IN). 

Env führt zur Bildung des Hüllproteins, das aus einem transmembranen (TP) und einem 

extramembranen Protein (EP) - auch SU/ gp120 genannt - besteht. 

Die sog. Primer Binding Site (PBS) bindet eine zelluläre tRNA und sorgt für den 

Beginn der reversen Transkription. Der Polypurintrakt (ppt) dient als Matrize für den 

zweiten DNA-Strang, nachdem die übrige RNA-Sequenz des ursprünglichen Virus von 

der RNase nach Fertigstellung des ersten DNA-Strangs abgebaut wurde. 
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QuickTime™ and a
 decompressor

are needed to see this picture.  

 

Abbildung 5: Transkription der retroviralen RNA 
Die retrovirale RNA wird durch eine eigene reverse Transkriptase in DNA transkribiert und durch die 
Integrase in das Wirtgenom eingebaut. In dieser Form wird die virale DNA als Provirus bezeichnet 
(Qelle: http://www.vu-wien.ac.at/i123/viro/indexspezielle1.htm von 09/07). 
 

Das Virus besitzt zwei Arten von Sequenzen: 

a) trans-wirkende  

b) cis-wirkende (z. B. PBS und ppt) 

Da alle retroviralen Proteine (gag, pol und env) trans sind, können sie in den 

Vektorproduzentenzelllinien in trans zur Verfügung gestellt werden. Cis-wirkende 

Sequenzen, wie die LTRs, PBS und das Verpackungssignal ψ sind am Virus/Vektor 

selbst unabkömmlich.  

Zwei repetitive Sequenzen (Long Terminal Repeats = LTR) begrenzen die virale RNA 

auf beiden Seiten. Der Aufbau der LTRs ist im Provirus U3-R-U5, im viralen Genom 

hingegen R-U5 bzw. U3-R. Im viralen Genom kommen die U-Regionen nur jeweils 

einmal vor (daher U = unique), der R-Stretch ist beide Male vorhanden (R = redundant). 

Genau diese R-Region ermöglicht den sog. jump bei der Transkription. U3 enthält die 
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viralen Promotor/Enhancer Sequenzen und U5 das Poly-A-Signal. Beide U-Regionen 

werden im Zuge der reversen Transkription dupliziert und auf das jeweils andere Ende 

des Virusgenoms übertragen, wodurch die eigentlichen LTRs im Provirus entstehen. U3 

sorgt bei 5´ für den Transkriptionsbeginn, indem sie Transkriptionsfaktoren bindet. U5 

liegt im 5´LTR und ermöglicht durch Guanin- und Uracil-Anhäufungen die Erkennung 

des Poly-A-Signals. ψ, Psi, ist für die Verpackung der RNA verantwortlich. 

Weil die Retroviren im Zuge ihrer Vermehrung nicht lytisch freigesetzt werden, können 

sie im Überstand einer Zellkultur angereichert werden. Das ist insbesondere für die 

Herstellung von retroviralen Vektoren von Bedeutung.  

1.6.4.2 Retrovirale Vektoren 
Retrovirale Vektoren stammen häufig von dem sog. Moloney Murine Leukemia Virus 

(MoMLV) ab. Sie können sowohl in Mäusen, als auch in Menschen verwendet werden. 

Ein retroviraler Vektor enthält die für die Verpackung (ψ), reverse Transkription (PBS, 

LTRs) und Integration (LTRs) notwendigen cis-aktiven Elemente, braucht aber keine 

offenen Leserahmen des Ursprungsvirus, da die benötigten Proteine, Genprodukte von 

gag/pol und env (s. 1.6.4.1) in der Verpackungs- bzw. Helferzelllinie in trans zur 

Verfügung gestellt werden. Folglich kann man die drei Gene der γ-RV durch beliebige 

Transgene, wie z. B. EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) und CD34 ersetzen, 

solange die Verpackungskapazität des Virusgenoms nicht überschritten wird. Mit diesen 

Markergenen kann die Integration des Vektors nachgewiesen werden und die Viren sind 

replizierungsunfähig.  

Abschnitte, die 5´ des gag-Gens liegen, können entfernt werden, ohne die Expression zu 

gefährden (Kim et al., 1998). Wenn jedoch das 5´LTR beeinflusst wird, ändert sich die 

Expression (Riviere et al., 1995). 

1.6.4.3 Nicht ganz zufällige (semirandom) Insertion  
Retroviren integrieren stabil, ohne Sequenzspezifität und - im Gegensatz zu vielen 

anderen Viren - ko-linear, d. h. mit der Sequenzfolge LTR-Gen-LTR, in das Zielgenom.  

Einige Arbeiten lassen aber darauf schließen, dass die Vektoren sich nicht völlig 

zufällig in das Genom inserieren, sondern eine Präferenz für Euchromatin haben 

(semirandom insertion). Dafür mag die leichtere Zugänglichkeit der DNA 

verantwortlich sein (Rohdewohld et al., 1987). Dadurch ist das Risiko für die Insertion 

in aktiven Regionen der DNA vergrößert, wie es für HIV- und davon abgeleitete Viren 
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(Schroder et al., 2002), aber auch für die γ-MLV-Retroviren gezeigt wurde (Wu et al., 

2003). Daraus ergibt sich die Möglichkeit für eine zellspezifische Verteilung, die auch 

durch den Präintegrationskomplex beeinflusst werden kann 

Es ist unklar, wodurch dieses Verhalten verursacht wird. Das Rückgrat (backbone) des 

Vektors, das Transgen mit seinen Interaktionen auf DNA- und Proteinebene und 

epigenetische Veränderungen des zellulären Chromatins (Bushman et al., 2005) 

scheinen daran beteiligt zu sein. Auch die Sequenz des Transgens kann eine Rolle 

spielen.  

Ungerichtete Integration von Retroviren und daraus abgeleiteten Vektoren kann in 

Insertions-Mutagenese, sog. Genotoxizität, resultieren. Dies geschieht z. B. wenn der 

Vektor starke Promotoren/Enhancer enthält, die Einfluss auf benachbarte Gene ausüben. 

Aber auch durch direkte Zerstörung offener Leserahmen kann sich die Vektor-

Integration nachteilig auf die Zellfunktion auswirken. Die Beeinträchtigung ist abhängig 

vom Vektorrückgrat, d. h. der Stärke der verwendeten Promotoren/Enhancer, der 

Anzahl an Insertionen und der Zahl sowie der Zielzellen; so sind HSCs aufgrund ihrer 

Multipotenz eher transformierbar als ausdifferenzierte Zellen (Modlich et al., 2005; 

Kustikova et al., 2005; Baum et al., 2003; Li et al., 2002). Als Phänotoxizität bezeichnet 

man die Auswirkung der Transgen-Expression. Sie ist von der Natur des Gens 

(Genotoxizität), des Vektors, die Anzahl der Kopien pro Zelle und die Art und Anzahl 

der behandelten Zellen bestimmt eingebrachten Transgen abhängig und kann z. B. die 

zelluläre Signaltransduktion beeinträchtigen (Baum et al., 2003).  

 

Der Versuch, Vektoren zu verbessern, kann in fünf größere Felder eingeteilt werden: 

a) konstitutiv aktive virale enhancer-Promotor Kassetten, d. h. 

Sequenzen, die die Transkription fördern, durch physiologischere zu 

ersetzen 

b) angrenzende Sequenzen (Isolatoren) einführen, die den Enhancer des 

Vektors von benachbarten Promotoren abgrenzen, 

c) die Beendigung der Transkription der Transgen-Kassette verbessern 

(stärkeres polyA-Signal), 

d) Selbst-inaktivierende (SIN) Vektoren durch Entfernen von Enhancer/ 

Promotor im 3´LTR (Yu et al., 1986), 

e) durch Einbringen eines Suizidgens (Bonini et al., 1997). 
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Auch das Stroma und das Milieu in der Zelle scheinen bei der Expression des Transgens  

eine Rolle zu spielen. 

In den mit Gentherapie behandelten Patienten gibt es anfangs eine Vielzahl von 

Insertionen, die sich auf ein paar dominante Klone reduzieren. Die Selektion hängt u. a. 

vom Alter des Patienten, seiner Grunderkrankung, sowie der Behandlungsstrategie ab.  

1.6.4.4 Insertionsmutagenese 
Die Integration des Transgens kann jedoch auch die Funktion oder Expression eines in 

der Nachbarschaft zur Insertionsstelle liegenden Genes ändern, sog. 

Insertionsmutagenese (Kurth et al., 1995). Das kann durch verschiedene Mechanismen 

passieren (Nienhuis et al., 2006):  

a) Wenn die Polyadenylierung im 3´LTR des Vektors schwach ist, 

können, indem das benachbarte Gen miteinbezogen wird, fehlerhafte, 

sog. chimäre Transkripte entstehen.  

b) Der Wirts-Promotor kann durch den viralen LTR-Enhancer angeregt 

werden und so die Genexpression steigern. Dies hat mit großer 

Wahrscheinlichkeit durch die erhöhte Transkription des LMO-Gens in 

zumindest zwei Patienten der X-SCID-Studie zur Leukämieentstehung 

beigetragen (Hacein-Bey-Abina et al., 2003); mittlerweile hat dieser 

Mechanismus noch bei zwei weiteren Patienten dieser Studie zu 

Leukämien beigetragen. 

c) Wenn das Transgen innerhalb eines Wirtsgens inseriert, kann seine 

Funktion gestört oder aufgehoben werden. Dies geschieht entweder 

durch Polyadenilierung, die zum führzeitigen Transkriptionsstop führt, 

oder durch fehlerhaftes Spleißen. Allerdings bleiben diese Störungen 

aufgrund der Diploidität der somatischen Gene meist folgenlos. 

 

Man ging davon aus, dass die Insertionsmutagenese ein seltenes Ereignis ist, weil die 

Anzahl der kodierenden Regionen gering und weit über das Genom verteilt ist. Zudem 

gibt es von jedem Gen - mit Ausnahme der Gene des Sexchromosoms - zwei Kopien. 

Jedoch weisen neuere Befunde darauf hin, dass die Insertionsmutagenese häufiger, als 

bislang angenommen, auftritt. Die Aktivierung eines Protoonkogens infolge der 

benachbarten Vektorinsertion in einer der transduzierten Vorläuferzellen kann maligne 

Transformation auslösen und zur Leukämie führen (Cuypers et al., 1984). Hierzu sind 
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jedoch weitere Faktoren wichtig. Möglicherweise spielen die ex vivo 

Kulturbedingungen, Zytokine und die Hülle des Vektors eine Rolle. Das kann sich auf 

die Selektion der Zielzellen, die Integration in deren Zielgenom und damit auf ihre 

Proliferation auswirken (Baum, 2007). Die Entstehung von Leukämien in der Pariser 

Studie hat zu einer Vielzahl von Studien geführt, mit dem Ziel weitere Zwischenfälle in 

Zukunft zu minimieren. 

 

Die Selektion der dominanten Klone im Rahmen der Gentherapie hängt u. a. vom Alter 

des Patienten, seiner Grunderkrankung sowie der Behandlungsstrategie ab.  

Während bekannt war, dass Insertionsmutagenese mit replikationskompetenten Viren zu 

Leukämie führen kann, ist dieser Befund bei replikationsdefizienten Viren relativ neu. 

Den ersten Hinweis hiefür lieferte die Entstehung von Leukämie in einer 

Markierungsstudie mit einem γ-retroviralen Vektor, der den sog. Truncated Low-

affinity Nerve Growth Factor Receptor (LNGFR), ein Signalgen, enthielt (Li et al., 

2002). Die Insertion des Vektors 5´ des zweiten Exons, des sog. Evi1 Proto-Onkogens, 

führte zu dessen starken Expression. Nur wenige Monate später entwickelte ein Kind im 

Rahmen der SCID-X1-Gentherapie Leukämie. Vier weitere Fälle sind mittlerweile 

aufgetreten und ein Patient starb an den Folgen der Leukämie (Hacein-Bey-Abina et al., 

2008). 

Jedoch wurde kürzlich entdeckt, dass Insertionsmutagenese nicht nur zu Leukämie, 

sondern auch zur sog. induzierten klonalen Dominanz, einer benignen Zell-Proliferation 

als Folge von dysregulierten wachstumsfördernden Genen (Kustikova et al., 2005) 

führen kann. Dieser Befund wurde durch verschiedene in vitro und in vivo Studien 

(Calmels et al., 2005; Modlich et al., 2006) sowie in einer klinischen 

gentherapeutischen Studie für Patienten mit Chronischer Granulomatose bestätigt. In 

Letzterer trug die klonale Dominanz sogar anfangs zum klinischen Nutzen bei (Ott et 

al., 2006). Allerdings entwickelten beide Patienten mittlerweile MDS, von denen einer 

starb und der andere eine allogene SCT erhielt. Dies scheint darauf hinzuweisen, dass 

die klonale Dominanz ein präleukämisches Stadium ist. 

Die Untersuchung der Rolle von Stammzellgenen wird entscheidend zur Klärung dieser 

Frage beitragen. Daher ist es die Aufgabe dieser Doktorarbeit, HSC nach retroviraler 

Genmarkierung und serieller KMT im Mausmodell zu untersuchen.  
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2 Fragestellung 

Das Ziel der vorliegenden Doktorarbeit besteht darin, das retrovirale Insertionsverhalten 

in seriell transplantierten Blutstammzellen von Mäusen zu untersuchen. Die hierfür 

analysierten Zellen stammen aus einem Mausmodell, das entwickelt wurde, um die 

physiologische Funktion von CD 34 weiter zu erforschen (Lange et al., 2007). 

Das Ergebnis der Arbeit soll Rückschlüsse auf die Wechselwirkung zwischen 

retroviralen Vektorinsertionen und benachbarten Genloci, sowie deren möglichen 

Einfluss auf den Phänotyp der betroffenen Zelle geben. Die übergeordneten Ziele 

bestehen darin, mögliche Nebenwirkungen der Gentherapie mit retroviralen Vektoren 

besser zu evaluieren und neue Einsicht in die Biologie hämatopoetischer Stammzellen 

und die Rekonstitution der Blutbildung nach Transplantation zu gewinnen. Diese Arbeit 

soll zur Etablierung einer sog. Insertional Dominance Datenbank (IDDb) beitragen, 

welche u. a. zur Verbesserung der Sicherheit von Vektoren beitragen sowie weitere 

Hinweise auf möglicherweise neue für die Stammzellentwicklung wichtige Gene, sog. 

Stemness-Gene, geben soll.  
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3 Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Geräte 
Folgende Geräte wurden eingesetzt: 

Pipetten:  

- Automatisch (Gilson, ABIMED, Langenfeld; Eppendorf, Hamburg)  

 - Elektronisch (Hirschmann, Integra Bioscience, Fernwald) 

 - Einmalpipetten (Greiner, UK) 

 - gestopfte Pipettenspitzen (Eppendorf) 

PCR-Maschinen:  

- T-Gradient UNO von Biometra (Göttingen) 

 - Thermoblock von Biometra (Göttingen) 

Zentrifugen:  

- Biofuge fresco (Heraeus) 

 - Centrifuge 5415 (Eppendorf) 

 - Sigma Gk 10 (Osterode am Harz) 

Vortexer:  

- Janke  

 - Kunkel VF2 

Thermocycler: 

 - Thermomixer Compact (Eppendorf) 

 - 5436 (Eppendorf)  

Geldokumentation:  

- PHASE Cellcam B/W 

Photodrucker:  

- Digital graphic Printer Up-D890 von Sony 

Computer:  

- Belinea mit Windows 

 - HP Drucker (Hewlett Packard, Singapore) 
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Kühlanlagen:  

- Premium von Liebherr (Ochsenhausen) 

 - 70 °C Tiefkühltruhe (Kyrotec, Hamburg) 

 - Stickstofftank IC 50D (International Kryogenics, USA) 

Mikroskop:  

- Inversmikroskop Wiloverts (Will, Wetzlar) 

 - Durchlichtmikroskop (Leitz, Wetzlar) 

Sterile Werkbank:  

- Herasafe (Heraeus Instruments) 

Gelkammer:  

- Agagel Maxi (Biometra) 

 - Peqlab von Biotechnologie 

Netzteil:  

- Power Pack P25 (Pharmacia LKB Multidrive XL) 

Magnetständer:  

- Diagnostika von Hölzel 

Mikrowelle:  

- Bosch 

Fluoreszenslampe:  

- Lamag 

Waage:  

- MC1 (Sartorius) 

3.1.2 Plastikware 
Röhrchen:  

- 0,5 ml PCR Tube (Eppendorf) 

 - 1,5 ml Tube (Eppendorf) 

3.1.3 Kits und Reagenzien 
Kits: - Qiaquick Gelextractionkit (Quiagen)  

 - PCR Purificationkit (Quiagen)  

 - Quiarpe Spin Kit (Quiagen) 

 -  Qiamp DNA Blood Mini Kit 250 (Quiagen) 
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3.1.4 Lösungen und Puffer 
H2O:  - 1l Aqua ad injectabilia (Baxter S.A., Lessines) 

  - 100 ml Aqua ad injectabilia von Delta Selec (Pfullingen) 

D-PBS: - Cacl2, Mgcl2 Bibco (Invitrogen, Auckland) 

Ethanol: - Ethanol absolute J. T. Baker (Deventer) 

Propanol: - 2-Propanol von Fluka (Seelze) 

EDTA:  - Disodium, Dihydrate (Sigma Chemical Company, St Luis) 

Trypanblau: - Gibco BRL 

Trypsin: - Gibco BRL 

3.1.5 LM-PCR-Produkte 
Enzyme: - T4 DNA Ligase (New England Bio Labs) 

  - Restrictase Ss91 (Hybraid AGS, Heidelberg) 

  - RNase, DNase free (Roche) 

  - Extensor Hi- fidelity PCR Master Mix (AB Gene, Hamburg) 

  - 1:1 Big Dye 

  - Pyrococcus furiosus Polymerase (Stratagene, La Jolla) 

 

Primer- Sequenzen (Roth, Karlsruhe): 

 

Name Sequenz (5’>3’) 

rvLTR1 (biotin) CTG GGG ACC ATC TGT TCT TGG CCT C 

rvLTR2 GCC CTT GAT CTG AAC TTC TC 

rvLTR3 CCA TGC CTT GCA AAA TGG C 

  

OC1/FW GAC CCG GGA GAT CTG AAT TC 

OC2/FW AGT GGC ACA GCA GTT AGG 

  

Linker 1 FW GAC CCG GGA GAT CTG AAT TCA GTG GCA CAG 

CAG 

Linker 2 RV CCT AAC TGC TGT GCC ACT GAA TTC AGA TCT 

CCC G 

RASEQ CTT GCA AAA TGG CGT TAC 
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Reagenzien: - Dynabeads M- 280 Streptavidin (Dynal, Hamburg) 

  - 10 × Restriction buffer 

  - 10mM dNTP (Qiagen, Valencia) 

  - 10 × native Pfu buffer 

  -2 × BW Buffer: 10mM Tris pH 7,5, 1mM EDTA, 2M NaCl 

3.1.6  Zellen 
Die Mäusemilzzellen kommen aus dem Stamm C57BI6. 

3.1.7 Retrovirale Vektoren: 
Sie stammen von dem sog. Spleen focus forming virus (SFFV)-Vektor ab: 

- EGFP  

- Mouse truncated (mt)CD 34 

- Mouse full length (mf)CD 34 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Auftauen von Mäusemilzzellen: 
Die gefrorenen Proben aus dem Stickstofftank (-70 °C) werden in der Hand aufgetaut 

bis nur ein Eiskern übrig ist. Anschließend pipettiert man erst 20 ml PBS in ein 50 ml-

Zentrifugationsröhrchen und dann töpfchenweise die Probe dazu. Das Gemisch wird 

mehrere Male hoch- und herunterpipettiert. Das Röhrchen wird nun bei 14 000 

Umdrehungen ohne Bremse 7 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wird abgegossen 

und das Pellet gevortext. Dann gibt man 5 ml PBS dazu. 

3.2.2 Zellzählung 
Je nach Dichte werden die Zellen entweder 1:10 oder 1:100 in einer 96 Wellplatte mit 

Trypanblau verdünnt. Anschließend zählt man sie in einer Neubauer-Zählkammer. Für 

DNA werden alle, für RNA nur intakte Zellen gezählt. 

3.2.3 DNA-Extraktion 
Die Zellen wurden nach Errechnen von dem Volumen von 1×10 6 Zellen in 1,5 ml E-

cups aufgeteilt und in einer Tischzentrifuge 3 Minuten bei 3 000 Umdrehungen vom 

Überstand separiert. Letzterer wird verworfen. 

Man pipettiert 20 μl Protease in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß. Dann werden 5×106 Zellen 

in 200 μl PBS hinzugefügt. Nach Zugabe von 200 μl Buffer AL wird der Ansatz 15 

Sekunden gevortext. Die Probe wird anschließend 10 Minuten bei 56 °C unter Rütteln 

inkubiert. Um Kreuzkontamination mit anderen Proben nach dem Öffnen des Deckels 

zu vermeiden, wird die Probe kurz abzentrifugiert. Es werden dann 200 μl Ethanol 

absolut zur Probe hinzugegeben, gevortext und abzentrifugiert. Die Probe wird in eine 

QIAamp-Spinnsäule gegeben und bei 8 000 Umdrehungen für 1 Minute zentrifugiert. 

Die im unteren Gefäß aufgefangene Flüssigkeit wird verworfen und die Spinnsäule auf 

ein neues Auffanggefäß gestellt. Dann gibt man erst 500 μl Buffer AW1 hinzu und 

wiederholt den vorigen Schritt mit 500 μl Buffer AW2 und zentrifugiert die Probe 3 

Minuten bei 13 000 Umdrehungen, nachdem sie auf ein 1,5 ml Reaktionsgefäß gestellt 

wurde.  
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Danach gibt man 200 μl destilliertes H2O auf die Säule, wartet 1 Minute und 

zentrifugiert sie bei 8 000 Umdrehungen. Es folgt die photometrische DNA-

Bestimmung 

3.2.4 LM-PCR 
Die Linker Mediated Polymerase Chain Reaktion (LM-PCR) ist eine Methode mit der 

oligoklonale Insertionen nachgewiesen werden können. Sie eignet sich daher zur 

Analyse multipler retroviraler Integrationen. 

Sie beruht auf einer selektiven Anreicherung der erwünschten DNA-Segmente mittels 

Extension Primer Tag Selection, EPTS (Abb. Abbildung 6 Schritt 1). Die Fragmente 

enthalten einen biotinilierten Primer, welcher mit inkubiert wird und anschliessend mit 

Hilfe von einem Magneten vom unerwünschten Material isoliert werden (Abb. 

Abbildung 6 Schritt 3). Dieser Schritt wird auch als extension primer tag selection 

bezeichnet (siehe EPTS). Damit kann selektiv der amplifizierte DNA-Abschnitt 

angereichert werden. So kann eine Integration unter 1 000 Zellen nachgewiesen werden. 
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Abbildung 6: LM-PCR (nach Schmidt et al., 2001) 
Im 1. Schritt wird die DNA mit einem Restriktionsenzym geschnitten. Dann wird mit einem biotinilierten 
Primer der komplementäre DNA-Strang in eine Richtung bis zum Schnittpunkt fortgesetzt (2). Daraufhin 
werden mit Hilfe eines Magneten die biotinilierten DNA-Abschnitte isoliert (3) und mit einem sog. 
Polylinker, einem doppelsträngigen DNA-Strang bekannter Sequenz, ligiert (4). Weil jetzt beide 
Endsequenzen der DNA bekannt sind, kann nun eine reguläre PCR durchgeführt werden (5). Durch eine 
weitere PCR erhöht sich die Spezifizität sowie der DNA-Gehalt (6). 
 

Restriktion: 

Der erste Schritt ist die Verdauung der DNA mit dem Restriktionsenzym Tsp509I, ein 

sog. 4-cutter, der das Genom durchschnittlich alle 44-Basenpaare (= 256) schneidet. Da 

die Schnittstelle im Retrovirus bekannt ist, dient u. a. die Länge des Fragmentes, in 

diesem Fall 156 Basnenpaare (Bp), als interne Kontrolle (I.K.) und liefert den Beweis 

für die erfolgreiche LM-PCR. 

Die Bestandteile des Restriktionsmixes (s. Tabelle 1) werden zusammenpippetiert und 

in der PCR-Maschine bei 37 °C 15 Minuten und bei 65 °C 2 Stunden inkubiert.  
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Proben DNA Buffer RNase Restrictase H2O 

Menge in μl  1 3 0,5 0,5 25 

Tabelle 1: Zusammensetzung des Restriktionsmix 
 

Anschließend wird das Produkt mit 3 μl 3-prozentigem Natrium Acetat (NaAc), 75 μl 

100-prozentigem Ethanol und 1 μl Glykogen gemischt und 20 Minuten bei -20 °C 

ausgefällt. Dann wird der Mix 20 Minuten bei 13 000 Umdrehungen zentrifugiert und 

der Überstand abpipettiert. 

Dann wird das Pelet nochmals mit 250 μl 70-prozentigem Ethanol 10 Minuten 

zentrifugiert, mit 10 μl H2O gevortext und abzentrifugiert. 

 

Primer Extension 

Die Anfangssequenz der 3´ gelegenen Schnittstelle dient als Andockstelle für den 

biotinilierten Primer rvLTR1 (Abbildung 6 Schritt 2), der jetzt hinzugegeben wird (s. 

Tabelle 2). Das Endvolumen beträgt 20 μl.  

 

Proben DNA Pfu buffer 10mM dNTP rvLTR1 Polymerase H2O 

Menge in μl  10 2 0,4 1 1 5,6 

Tabelle 2: Zusammensetzung des Primer-Extension-Mix 
 

So kann die Pfu-Polymerase den Strang bis zur nächsten Schnittstelle (Abbildung 6 

Schritt 2) in der sog. Primer-Extension amplifizieren ( s. Tabelle 3.). 

 

 Temperatur in °C Zeit in Minuten 

Denaturierung 95 5 

Anealing 64 30 

Extension 72 15 

Tabelle 3: Primer-Extensions -Programm 
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Extension Primer Tag Selection (EPTS) 

Als Nächstes wird das Reagens mit 200 μg M 280 Streptavidin-Beads (Dynal, 

Hamburg) und 2 × BW Buffer (10mM Tris-HCl mit ph7,5; 1mM EDTA, 2mM NaCl) 

für 150 Minuten inkubiert. Auf diese Weise können alle spezifisch amplifizierten 

Stränge an die Beads binden und dann mit einem sog. Magnetic Particle Concentrator 

(MPC) selektiv angereichert werden (Abbildung 6 Schritt 3). Der Überstand wird 

abpipettiert und die isolierte DNA wird zweimal mit 100 μl H2O in einem 

Magnetständer gewaschen und in 5 μl H2O re-suspendiert. 

 

Ligation 

Die doppelsträngige DNA wird an dem Ende mit der unbekannten Sequenz mit einer 

anderen doppelsträngigen DNA, dem Polylinker, ligiert (Abbildung 6 Schritt 4). Durch 

diesen Schritt sind die Sequenzen an beiden Enden bekannt. So kann eine reguläre PCR 

mit 2 unterschiedlichen Primern, durchgeführt werden. Hierzu werden zunächst die 5 μl 

des DNA mit 1 μl 10×NEB ligation buffer, 1 μl Polylinker, 0,2 μl Ligase (400u/μl) und 

2,8 μl H2O bei 16 °C im Thermocycler über ca. 12 Stunden re-suspendiert. 

Danach wird die Probe zweimal mit 100 μl H2O im Magnetständer gewaschen und in 

10 μl H2O gelöst.  

 

1. PCR 

Es folgt die erste exponentielle PCR (Abbildung 6 Schritt 5) mit 1 μl aus der vorigen 

Probe mit 12,5 μl Extensor Hi-fidelity PCR Master mix (AB Gene, Hamburg), 1 μl 

Primer OC1 (25 pmol/μl), 1 μl Pr.rvLTR2 und 9,5 μl H2O. 

Diese PCR entspricht der herkömmlichen PCR (s. Tabelle 4). 
 

 Temperatur in °C Zeit  

1. Denaturierung 94 2 Minuten 

2. Denaturierung 94 15 Sekunden 

3. Anealing 60 30 Sekunden 

4. Extension 68 2 Minuten 

5. Extension 68 10 Minuten 

Tabelle 4: 1. PCR- Programm 
Die Schritte 2. bis 4. werden 30-mal wiederholt. 
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2. PCR 

Anschließend wird eine 2. PCR (nested) durchgeführt mit dem Ziel, mehr und 

spezifischere DNA herzustellen (Abbildung 6 Schritt 6). Hierzu werden zwei Primer 

gewählt, die weiter innerhalb der Sequenzen andocken. Außer den zwei Primern, OC2 

und rvLTR3, unterscheidet sich diese PCR nicht von der vorigen. Als Ausgang für diese 

PCR wird das PCR-Produkt 1:300 mit H2O verdünnt (s. Tabelle 5).  

 

Produkte DNA Master 
mix 

rvLTR3 Primer 
OC2 

H2O 

Menge in μl 1 12,5 1 1 9,5 

Tabelle 5: 2. PCR-Mix 
 

Davon wird dann 1 μl für die PCR genommen. Die PCR-Programmeinstellungen 

entsprechen denen in Tabelle 4.  

 

Gelelektrophorese 

Abhängig von der Anzahl der Proben wird das Volumen des Gels gewählt. Ein 1,5-

prozentiges Gel enthält 0,75 g Agarose und 50 ml 1x TBE-Buffer. Es wird in der 

Mikrowelle zum Kochen gebracht und, nachdem es auf 50 °C abgekühlt ist, mit 5 μl 

Ethidium-Bromid gemischt und in eine Elektrophoreseform gegossen. Diese Form wird 

in die Elektrophoresekammer, die H2O mit 1x TBE-Buffer enthält, gelegt, so dass die 

Oberfläche des Gels davon bedeckt ist. Dann werden je 20 μl vom PCR-Produkt und 4 

μl Fluoreszensfarbstoff (loading dye) in die Vertiefungen gegeben. Als Referenz wird 

noch ein Marker mit Fragmenten von definierter Größe in eine seperate Vertiefung 

pipettiert. So kann auf die Länge der verschiedenen DNA-Fragmente geschlossen 

werden. Ethidium-Bromid bindet sich an die DNA und macht sie unter dem UV-Licht-

Photometer sichtbar. Nach dem Anschließen des Stroms wandern die negativ geladenen 

DNA-Partikel in Richtung des positiven Pols. Durch die unterschiedliche 

Fragmentgröße teilen sich die Banden entsprechend auf, wobei die kleinsten am 

schnellsten wandern.  
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Sobald die PCR-Produkte weit genug gelaufen sind, wird ein Photo vom Gel in einer 

Geldokumentationsanlage gemacht. Hier können die DNA-Segmente mit Hilfe einer 

UV-Lampe sichtbar gemacht werden (s. Abbildung 7). Das Photo dient u. a. der 

Orientierung bei der nachfolgenden Exzision der Banden unter der UV-Lampe. 

 

Eluation 

Die Banden werden mit dem Qiagen-Kit eluiert, in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß gelegt, 

abgewogen und mit der dreifachen Menge QG-Buffer 10 Minuten bei 50 °C inkubiert. 

Zwischendurch werden die Proben dreimal gevortext. Dann wird die dem Gewicht 

entsprechende Menge Isopropanol dazugegeben, der Inhalt gemischt und auf eine 

Qiaquick-Säule aufgetragen. Das Gemisch wird eine Minute zentrifugiert und der 

Durchfluss verworfen. Die Säulen werden mit 500 μl QG-Buffer wieder zentrifugiert. 

Um die Probe zu waschen, wird 0,75 ml Buffer-PE hinzupipettiert und diese daraufhin 

wieder für eine Minute zentrifugiert. Die Flüssigkeit wird verworfen und die Säule für 

eine weitere Minute zentrifugiert. Jetzt steckt man die Säule in ein 1,5 ml E-cup. Um die 

DNA zu eluieren, werden 50 μl H2O auf die Mitte der Membran pipettiert, die Probe 

eine Minute stehengelassen und dann für eine Minute zentrifugiert. Alle 

Zentrifugationen laufen bei 13 000 Umdrehungen ab. 

 

Präzipitation 

Die DNA wird ausgefällt (präzipitiert). Hierzu werden 50 μl Endvolumen von der 

Eluierung mit 5μl 3-prozentigem Natrium-Acetat (NaAc), 150 μl 100-prozentigem 

Ethanol, 1,5 μl Glykogen 30 Minuten bei -20 °C gelagert und dann 20 Minuten bei 13 

000 Umdrehungen zentrifugiert und der Überstand wird anschließend abpipettiert. 

Dann wird das Pelet nochmals mit 70-prozentigem Ethanol 10 Minuten zentrifugiert 

und mit 16 μl H2O gevortext und abzentrifugiert. Davon werden 6 μl auf ein Gel 

aufgetragen, um zu prüfen, ob noch DNA enthalten ist. Die restlichen 9 μl dienen als 

Ausgangssubstanz für die folgende Sequenzierung. Weitere Bestandteile sind: 5 μl 2,5× 

Buffer, 3 μl 1:1 BD, 1 μl primer (RASEQ) und 2 μl H2O. Das Endvolumen beträgt 20 

μl.  

Das PCR-Programm entspricht dem vorherigen (s. Tabelle 4). 

Dann wird die DNA mit 2 μl 3-prozentigem NaAc und 100 μl Ethanol gefällt, indem 

man sie 30 Minuten bei -20 °C inkubiert, 20 Minuten bei 13 000 Umdrehungen 
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zentrifugiert und das Pelet mit 250 μl 70-prozentigem Ethanol für 10 Minuten 

zentrifugiert. Der Überstand wird abpipettiert und das PCR-Produkt bei -20 °C bis zur 

Sequenzierung gelagert. 

Die Sequenzierung wird außerhalb des Instituts durchgeführt. 

Nach Erhalt der Sequenzen wird die Länge der Sequenz mit der Höhe der Bande auf 

dem Photo verglichen. Um sicherzugehen, dass sie die erwünschte Sequenz enthält, 

sucht man die Sequenz des Polylinkers am 5´ Ende und das Ende des Primers OC2 3´ 

am Anfang zu identifizieren. 

Falls einer der Kontrollabschnitte nicht vorhanden ist und um zu überprüfen, ob die 

Banden auf gleicher Höhe sich entsprechen, wird eine spezifische PCR durchgeführt. 

Dazu werden je zwei Primer, die 16 bis 20 Basenpaare lang sind und komplementär zur 

Sequenz zwischen dem OC2 und dem Polylinker liegen, gewählt und nach der PCR auf 

ein Gel aufgetragen. Erscheinen auch bei anderen Proben, d. h. Mäusen, Signale auf 

dem Photo, ist dies der Beweis, dass auch sie dieselbe Sequenzen enthalten. Dieser 

Nachweis ist noch spezifischer als mit der LM-PCR, weshalb auch Sequenzen, die 

zuvor nicht mit ihr identifiziert worden sind, hierdurch entdeckt werden können. 

 

Sequenzierung 

Dieser Schritt wird extern durchgeführt und beinhaltet die Bindung von vier 

verschiedenen Farben fluoreszierender 5´-Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTP), die 

bei der PCR zum Kettenabbruch durch die 3´ fehlende OH-Gruppe führen. Mit Hilfe 

einer Kapillarelektrode und eines Lasers, der die Farbstoffe anregt, kann auf die DNA-

Sequenz geschlossen werden. 

 

Sequenzanalyse 

Bei der LM-PCR waren die Sequenz des LTR und des Polylinker bekannt (s. Abbildung 

7, Abbildung 8 und Abbildung 9), welche jeweils den Start und das Ende der zu 

identifiziernden DNA-Sequenz im Mäusegenom bezeichnete. Sie dienten darüber 

hinaus als eindeutiger Nachweis der erfolgreichen Insertion des Vektors und der 

spezifischen Identifikation des den Vektor flankierenden DNA-Abschnitts. 
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LTR 

Abbildung 7: Eine typische Anfangssequenz des DNA-Abschnitts 
Sie beginnt mit dem sog. Long Terminal Repeat (LTR) der Basenfolge TTT(C)A. Der LTR ist ein Teil 
des Vektors und ermöglicht den Nachweis der erfolgreichen Insertion in das Genom. 
 
 
 

 

Abbildung 8: Ein typischer Mittelteil einer Sequenz 
Diese Basenfolge wird dann - ohne LTR und Polylinker - einer Datensuche, z. B. in der NCBI, 
unterworfen und u. a. nach benachbarten Genen analysiert. 
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Polylinker  

 

 

Abbildung 9: Polylinker einer Sequenz 
Er wird durch sog. Blunt-ligation an das unbekannte Ende der Sequenz gefügt und ermöglicht so die 
Bestimmung des unbekannten, dem Vektor benachbarten Genabschnittes. 
 

 

Datenbank-Recherche 

Die sequenzierten Fragmente wurden zur weiteren Analyse in folgende Datenbanken 

eingegeben:  

a) NCBI (http://130.14.29.110/genome/seq/BlastGen/BlastGen.cgi?taxid=10090)  

b) Ensemble (http://www.ensembl.org/Mus_musculus/blastview) 

Durch Eingeben der Sequenz - ohne OC2 und Polylinker - in die Datenbank im 

National Center of Biotechnology Information (NCBI) kann die Lage und die 

Orientierung des Vektors im Genom bestimmt werden. Da das Mausgenom nahezu 

komplett sequenziert ist, können die korrespondierenden Abschnitte auf dem jeweiligen 

Chromosom sowie die benachbarten Gene meist identifiziert werden. Falls die Sequenz 

von der NCBI nicht identifiziert werden konnte, wurde sie in Ensemble eingegeben, da 

diese Datenbank der NCBI in der Analyse von Genen voraus ist und manchmal 

Sequenzen zuordnen kann, die bei der NCBI nicht gefunden werden konnten. Ein 

Nachteil dieser Datenbank ist, dass sie unübersichtlicher ist. Der Lokus enthält oft viele 

Gene und die Sequenz kann auf vielen Chromosomen nachgewiesen werden. 
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4 Ergebnisse 

Das Ziel der Arbeit war, den Einfluss retroviraler Integrationen auf das 

Langzeitüberleben von hämatopoetischen Stammzellklonen in vivo zu untersuchen. 

Dieses Projekt ist die Fortsetzung eines Versuches, in dem versucht wurde, die 

physiologische Rolle von CD34 näher zu untersuchen. Hierzu wurden murine 

hämatopoetische Stammzellen mit  den retroviralen mtCD34-, mfCD34- und EGFP-

Vektoren transduziert und dann in Mäuse seriell, nach einem von unserem Labor 

entwickelten Schema, transplantiert (Li et al., 2002).  

Keines der Tiere entwickelte Anzeichen von Leukämie, was nahe legt, dass CD34 und 

seine Varianten keinen entscheidenden Einfluss auf die Hämatopoese ausüben. 

Allerdings zeigen CD34-markierte Zellen eine verminderte Migration von der 

peripheren Blutbahn in das Knochenmark und in den Thymus, was möglicherweise in 

der veränderten Zelladhäsion begründet ist (Lange et al., 2007).  

4.1 Versuchsaufbau 

Den Mäusen wurden nach tödlicher Bestrahlung mit 10 Grey modifizierte 

hämatopoetische Stammzellen zugeführt. Anschließend sind die Mäuse über einen 

Zeitraum von 6 Monaten beobachtet worden. Danach wurden die HSCs der 

Primärmäuse mit dem gleichen Transgen gepoolt und in Empfängermäuse, die 2. 

Kohorte, transplantiert, nachdem letztere wiederum letal bestrahlt worden sind. Die 

Mäuse der 2. Kohorte sind nochmals 6 Monaten beobachtet worden, bevor die Zellen 

schließlich zur molekularen Analyse entnommen wurden (s. Abbildung 10). Alle Mäuse 

zeigten eine normale Blutbildung ohne Zeichen einer malignen Entartung. 
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Abbildung 10: Ablauf der Langzeit in vivo-Studie zu den Auswirkungen der ektopen Expression 
von murinem CD34 und EGFP in Knochenmarksstamm- und Blutzellen der Maus 
In der 1. Phase des Experiments wurden 3 Maus-Kohorten analysiert, bei denen die Transduktion mit 
jeweils folgendem Transgen erfolgt war: (1) mfCD34, (2) mtCD34, EGFP (SF-Vektor in Lange et al., 
2007). Für alle 3 Gruppen erfolgte nach 6 Monaten Beobachtungszeit eine sekundäre KMT (Keudell et 
al., 2008).  

 

Durch die serielle Transplantation der Mäuse werden die Mäusestammzellen einem 

zusätzlichen Stress unterworfen und der Selektionsdruck auf einzelne Zellen wird 

erhöht (Übersicht in Baum et al., 2003). In Vorarbeiten unseres Labors wurde gezeigt, 

dass in diesem experimentellen System eine oligoklonale Hämatopoese entsteht, d. h. 

ein paar Klone können sich durchsetzen (Kustikova et al., 2005).  

 

In diesem Projekt soll untersucht werden, ob auch in dem hier beschriebenen 

Mausexperiment die retroviralen Insertionen eine kausale Rolle bei der induzierten 

Dominanz einzelner Klone spielen. Dazu wurden die Insertionsstellen retroviraler 

Vektoren in dominanten Klonen durch eine modifizierte LM-PCR bestimmt (Kustikova 

et al., 2008). 

Durch Datenbankrecherche wurden dann der genaue Insertionsort, d. h. Chromosom 

und Genlokus, sowie seine Funktion ermittelt. Durch vergleichende Analysen ließen 

sich Rückschlüsse auf das Insertionsverhalten (pattern) des Vektors in Bezug auf sein 

Rückgrat (backbone) und das Transgen ziehen.  
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4.2 Experimentelle Gruppe 

Insgesamt wurden in den drei experimentellen Gruppen 33 Mäuse analysiert. 

a) EGFP (n=10) 

b) mfCD34 (n=11) 

c) mtCD34 (n=12) 

 

Die Bezeichnungen beziehen sich auf das jeweilige vom Vektor kodierte Transgen.  

EGFP kodiert für ein Fluoreszensprotein, welches nach Anregung mit einem 

Floureszensmikroskop oder im Durchflusszytometer nachgewiesen werden kann. 

Anhand der grünen Fluoreszenz kann u. a. die erfolgreiche Integration des Provirus in 

das Zielgenom bewiesen werden. Bislang wurde keine transformierende Eigenschaft bei 

diesem Marker beschrieben. 

CD34 ist als ein Stammzellmarker-Protein beschrieben, das sich auf der Oberfläche von 

HSCs sowie von frühen Progenitorzellen befindet. Dieser Marker wird bei der 

Knochenmarktransplantation sowie bei der Blutstammzelltherapie zur Isolation der 

hämatopoetischen Stammzellen benutzt. Murine full length (mf)CD34 bedeutet, dass im 

Gegensatz zu der ebenfalls natürlich vorkommenden verkürzten Form, murine truncated 

(mt)CD34, die komplette Peptidkette vorhanden ist. Beide Moleküle wurden bisher 

nicht mit maligner Transformation in Beziehung gebracht. Die genaue biologische 

Funktion der CD34-Moleküle ist noch nicht geklärt (Lange et al., 2007). 

Jede Gruppe bestand aus einer Primär- und einer Sekundärkohorte (s. o.). Die Anzahl 

der Mäuse pro Gruppe, die für die Analyse verfügbar waren, ist in der folgenden 

Tabelle zusammengefasst. 
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1. Kohorte 

(n=15) 

2. Kohorte  

(n=18) 

EGFP 4 6  

mfCD34 5 6  

mtCD34 6 6  

Tabelle 6: Anzahl der Mäuse mit dem jeweiligen Transgen (EGFP, mfCD34, mtCD34) in den 
verschiedenen Kohorten. 
 

Für jede individuelle Maus wurden oligoklonale retrovirale Insertionsstellen durch LM-

PCR identifiziert, sequenziert und anschließend in eine Datenbank (NCBI und 

Ensemble) eingegeben, um das Chromosom und den Lokus sowie die Funktion der 

benachbarten Gene zu bestimmen. Schließlich wurden die Befunde mit der sog. 

Retroviral Tagged Cancer Genom Database RTCGD (Akagi et al., 2004) verglichen, um 

herauszufinden, ob interessante Insertionen auch in dieser Datenbank aufgeführt worden 

sind und ob es sich um neue für die hämatopoetische Stammzellentwicklung 

möglicherweise interessante Gene handelt. Bei der RTCGD aus Tumor-/ 

Leukämiezellen handelt es sich um eine Datenbank von Insertionen 

replikationskompetenter Retroviren, im Gegensatz zur IDDb, in der 

replikationsdefiziente Retroviren verwendet wurden. 

4.2.1 Identifikation der retroviralen Insertionsstellen 

4.2.1.1 LM-PCR-Analyse 
Nachdem DNA und RNA für alle Mäuse aus Zellen der Milz isoliert war, wurden 

retrovirale Insertionsstellen mit Hilfe der LM-PCR spezifisch amplifiziert und über ein 

Agarosegel aufgetrennt (s. Abbildung 11). Individuelle DNA-Fragmente (Banden) 

wurden aus dem Agarosegel ausgeschnitten und nach der Qiagen-Methode gereinigt. 

Anschließend wurden die Fragmente der Sequenzierung mit spezifischen Primern 

zugeführt. 
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Abbildung 11: LM-PCR Gel 
Diese Abbildung zeigt ein Gel von retroviralen Insertionen von mfCD34 in HSCs von Mäusen der 2. 
Kohorte nach Amplifikation durch LM-PCR. Der DNA-Größenstandard befindet sich ganz links und 
daneben die PCR-Negativkontrolle (H2O). Das Bild ist ein typisches Beispiel für die sog. Oligoklonalität 
(siehe Banden auf gleicher Höhe mit derselben Nummer), bei der sich einzelne Klone, oft nach 
Insertionen in Proto-Onkogene, durchsetzen. Gemeinsame Retrovirale Insertionen in den verschiedenen 
Tieren sind durch Sterne angezeigt (z. B.: *1: RasA4; *2: Cbfa2t3h; *4: Hic). I.K. = Interne Kontrolle  

 

Von den 33 Mäusen wurden insgesamt 238 PCR-Amplifikate (Banden) aus 

Agarosegelen ausgeschnitten. Davon ergaben 166 (70 %) eine verwertbare Sequenz, die 

in den Datenbanken eindeutig einem Genlokus zugeordnet werden konnten. Bei den 

restlichen PCR-Produkten war die Sequenz entweder zu kurz, um eindeutig einem 

Lokus zugeordnet werden zu können, oder die Integration befand sich in repetetiven 

Sequenzen. Ein paar Sequenzen konnten nicht analysiert werden, möglicherweise 

aufgrund des hohen CG-Anteiles oder der geringen DNA-Konzentration. Für einige 

Sequenzen war es trotz hoher DNA-Qualität unmöglich, den Integrationsort zu 

ermitteln. Das ist vermutlich auf Lücken im Mausgenom-Projekt zurückzuführen. 

Zusammenfassend waren folgende Faktoren bei der Analyse von Bedeutung:  

a) die Transduktionsrate der Mäuse, die ausschlaggebend für Anzahl der 

erwarteten Integrationen ist, 

b) die Reinheit der DNA nach der Aufreinigung und Sequenzierung, 

c) die Länge der Fragmente, die eine eindeutige Lokalisation ermöglicht, 

d) der Stand der Datenbanken, 

e) repetitive Sequenzen, die eine eindeutige Lokalisation verhindern. 
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Eine sog. interne Kontrolle (I.K.) (s. Abbildung 11) bestätigte, dass die analysierte 

Maus die Integration des Retrovirus enthielt, da ihre Länge vom jeweiligen 

Restriktionsenzym abhängig und somit bekannt war. Auch die Vektorsequenz der I.K. 

war bekannt, so dass der Befund bei der Endanalyse bestätigt wurde.  

Zur eindeutigen Identifikation der genomischen Sequenz als retrovirale Insertion 

mussten jeweils 5´ die anliegenden LTR-Sequenzen und 3´ der für die LM-PCR 

benutzten Polylinker nachgewiesen werden (s. Abbildung 7 und Abbildung 9).  

4.2.2 Analyse der Insertionsstellen 
Ziel dieser Experimente war es, u. a. zu untersuchen, ob die eingebrachten Transgene 

einen Einfluss auf das Insertionsverhalten ausüben.  

Daher werden im Folgenden die Ergebnisse der gesamten Gruppen vorgestellt und 

daraufhin die Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen dargelegt.  

Nach den benachbarten Genen können die Insertionen vier Gruppen zugeteilt werden 

(Kustikova et al., 2007):  

a) Signalgene 

b) Onkogene 

c) andere Gene ( z. B. House Keeping Genes) 

d) unbekannte Gene 

Die Gene der letzten Gruppe sind in ihrer Funktion noch nicht geklärt, so können in ihr 

sog. House Keeping Genes, aber auch Signal- oder Onkogene enthalten sein. Auf der 

Basis dieser Gesamtübersicht wurden die Insertionsstellen in den dominanten Klonen 

zum einen nach Genen in der Nachbarschaft, zum anderen nach dem Transgen 

klassifiziert. 

4.2.3 Abstand zum Promotor 
Für den Einfluss der retroviralen Enhancer-Elemente auf die Expression eines Gens ist 

der Abstand vom Promotor des Gens wahrscheinlich von entscheidender Bedeutung. 

Daher wurde versucht herauszufinden, wie weit die benachbarten Gene von den 

Randzonen der Insertionen entfernt sind. Einige Autoren beschrieben, dass der Einfluss 

von diesen Viren auf Gene bis zu 100 kb weit reicht (Batholomew et al., 1991). Da 

nicht immer die exakte Position des Promotors bekannt ist, wurde in der vorliegenden 

Arbeit jeweils der Abstand vom Transkriptionsstartpunkt (TSS) analysiert (Kustikova et 

al., 2005).  
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4.3 Gesamtanalyse 

4.3.1 Phänotypische Dominanz aller Transgene 
Im Weiteren werden die Insertionen unter dem Gesichtspunkt der phänotypischen 

Dominanz untersucht, d. h. es wird davon ausgegangen, dass die phänotypischen 

Auswirkungen einer Integration in der Nähe eines Onkogens bzw. Signalgenlokus 

dominant sein sollten. Da die sog. House Keeping Gene meist nur eine untergeordnete 

Rolle bei der Proliferation spielen, würde der Einfluss auf ein nähergelegenes House 

Keeping Gen von dem auf ein weiter entferntes Onkogen dominiert (s. Abbildung 12).  

 

 

 

 

 

 
 

∅+ 
Onkogen RV House-keeping Gen 

Enhancer/ 

Promotor 

Proliferationsvorteil? Kein dominanter Phänotyp 

 

Abbildung 12: Auswirkung einer retroviralen Insertion 
Die Insertion von einem Retrovirus (RV) kann einen fördernden Einfluss auf ein Onkogen ausüben. 
Demgegenüber bleibt die Auswirkung auf ein sog. House Keeping Gen i. d. R. stumm. 
 

Das untersuchte Fenster umfasst insgesamt 200 kb, je 100 kb in beide Richtungen vom 

Integrationsort aus, da gefunden wurde, dass der Einfluss von RVIS bis zu 100 kb weit 

reichen kann (Batholomew et al., 1991).  

Aufgrund der begrenzten Anzahl von Insertionen wurde auf einen Vergleich des 

Insertionsverhaltens bei den unterschiedlichen Transgenen verzichtet. Es gibt einen Hit 

bei EGFP, der nicht identifiziert werden kann und 2 Hits bei mfCD34 nahe repetitiver 

Sequenzen. Diese sowie Duplikationen, die PCR-Artefakte darstellen, werden in dieser 

Analyse nicht berücksichtigt. Außerdem wurden 7 Insertionen hier nicht aufgenommen, 

da sie keine Gene im 200kb Fenster finden ließen. 

Hits nahe bei Onkogenen und Signalgenen zeigen jeweils einen Gipfel für die Regionen 

um 50 bis 20 kb, sowohl im positiven als auch im negativen Bereich vom TSS gesehen, 

sowie im Fenster von 0 bis 9kb (s. Abbildung 13). 
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Abbildung 13: Insertionsverhalten der verwendeten Vektoren in Bezug auf den TSS 
Es findet sich eine Häufung von Insertionen bei Signalgenen im positiven Bereich, am höchsten im 0-9 
kb-Fenster. Für die restlichen Insertionen ist keine klare Präferenz zu erkennen. 
 

Unterscheidet man zwischen den Generationen (s. Tabelle 7 und Abbildung 14), liegen 

in der 1. Kohorte (Kh 1) 54 % der Insertionen nahe bei Signalgenen, 21 % bei 

Onkogenen, 9 % bei anderen und 16 % bei unbekannten Genen. 

Demgegenüber finden sich in der 2. Kohorte nur 50 % von den Insertionen bei 

Signalgenen, dafür jedoch 32 % bei Onkogenen und je 9 % bei anderen und 

unbekannten Genen. 

Auffällig ist die starke Präsenz der Signal- und Onkogene in beiden Generationen, die 

in der 1. Kohorte über 75 % ausmachen. Die Insertionen sind auch bei Genen, die in der 

RTCGD aufgeführt sind (s. Tab. 1 im Anhang), was eine Rolle in der hämatopoetischen 

Stammzellentwicklung nahe legt.  
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Gene 1. Kohorte 2. Kohorte 
 Insertionen 

(n= 43) 
Prozent Insertionen 

(n= 34) 
Prozent 

Signalgene 23 54 % 17 50 % 
Onkogene 9 21 % 11 32 % 
andere Gene 4 9 % 3 9 % 
unbekannt 7 16 % 3 9 % 

Tabelle 7: Verteilung der Insertionen in den 2 Kohorten 
In dieser Tabelle kann man eine leichte Abnahme der Insertionen von Signalgenen von der Primär- in die 
Sekundärkohorte erkennen, wohingegen Insertionen nahe von Onkogenen zunehmen. Insgesamt fällt eine 
starke Überrepräsentation proliferationsfördernder Gene auf.  
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Abbildung 14: Schematische Darstellung der phänotypischen Dominanz 
 

4.3.2 Vergleich der dem Transkriptionsstartpunkt am nächsten 
gelegenen Gene der 1. und 2. Kohorte 

In dieser Analyse wurden nur die Gene berücksichtigt, deren Transkriptionsstartpunkt 

(TSS) den jeweiligen Insertionen am nächsten liegt. Wenn die unterschiedlichen 

Transgene berücksichtigt werden, befinden sich insgesamt 34 % der Insertionen nahe 

von Signalgenen, 18 % bei Onkogenen, 29 % bei anderen und 18 % bei unbekannten 

Genen. 

Wenn die Insertionen der 1. und eine 2. Kohorte getrennt analysiert werden, ergibt sich 

ein ähnliches Bild (s. Tabelle 8 und Abbildung 15). Die Insertionen nahe von 

Signalgenen nehmen, ähnlich der vorherigen Analyse, von 41 % auf 32 % im Rahmen 

der Transplantation in die 2. Kohorte ab.  
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Gene 1. Kohorte 2. Kohorte 
 Insertionen 

(n=43) 
Prozent Insertionen 

(n=34) 
Prozent 

Signalgene 18 41 % 12 32 % 
Onkogene 5 12 % 5 20 % 
andere Gene 10 23 % 12 33 % 
unbekannt 10 23 % 5 15 % 

Tabelle 8: Analyse der dem Transkriptionsstartpunkt am nächsten gelegenen Insertionen 
Aus dieser Tabelle lässt sich erkennen, dass die relative Zahl der Insertionen in Signalgenen von der 1. 
zur 2. Transplantation abnimmt, die der Onkogene hingegen leicht ansteigt. Wie in der vorherigen 
Analyse ist die Anzahl der Insertionen in der Nähe von proliferationsfördernden Genen überproportional 
vertreten.  
 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 15: Schematische Darstellung der dem Transkriptionsstartpunkt am nächsten gelegenen 
Gene der 1. und 2. Kohorten 

 

Sowohl in den Primär- als auch in den Sekundärmäusen befinden sich über 50 % der 

Insertionen nahe von Signal- und Onkogenen. Daraus ergibt sich eine Tendenz, nach der 

sich der Anteil von Insertionen in der Nähe von Onkogenen erhöht. Andere und 

unbekannte Gene bleiben in ihrer Summe identisch. Jedoch muss betont werden, dass 

die Anzahl der analysierten Insertionen insgesamt zu gering ist, um ein eindeutiges 

Integrationsverhalten (pattern) festzustellen. Hierzu sind idealerweise Multi-Center-

Studien notwendig, wie z. B. die der IDDb zur Entwicklung einer großen 

Insertionsstellen-Datenbank (Kustikova et al., 2007). 

4.3.3 Phänotypische Dominanz bei verschiedenen Transgenen 
In dieser Analyse soll der Einfluss des Transgens auf das Insertionsverhalten untersucht 

werden. Da in früheren Versuchen aus diesem Labor gezeigt wurde, dass es nach 

Insertion von verschiedenen Transgenen in HSCs zur Entstehung von induzierter 
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klonaler Dominanz kam (Kustikova et al., 2005), stellt sich die Frage, ob die Transgene 

hierfür verantwortlich waren.  

Deshalb wird in dieser Analyse, deren Ergebnisse in die IDDb-Datenbank einflossen 

(Kustikova et al., 2007), untersucht, ob es für verschiedene Transgene ein spezifisches 

Insertionsverhalten gibt. Da die Anzahl der Insertionen für eine aussagekräftige Statistik 

zu gering ist, wird die Generation der Kohorten nicht berücksichtigt und es wird ferner 

von der Dominanz potentiell wachstumsfördernder Gene ausgegangen (s. 4.3.1).  

Der Vektor mfCD34 inseriert zu 56 % bei Signalgenen, 28 % bei Onkogenen, 3 % bei 

anderen und 13 % bei unbekannten Genen. Bei mtCD34 sind es 44 % der Insertionen 

bei Signalgenen und je 15 % bei Onkogenen, anderen und unbekannten Genen. Es 

finden sich bei EGFP 56 % der Insertionen bei Signalgenen, 23 % bei Onkogenen und 

je 5 % bei anderen und unbekannten Genen (s. Tabelle 9 und Abbildung 16). 

Auffällig ist, dass der prozentuale Anteil der Onko- und Signalgene von EGFP über 

denen der mtCD34- und der mfCD34- Fraktion liegt.  

Jedoch muss auch hier wieder beachtet werden, dass es aufgrund der geringen Anzahl 

der analysierten Insertionen zu einer zufälligen Überrepräsentation der phänotypisch 

relevanten Insertionen insbesondere bei den EGFP-Mäusen gekommen sein kann.  

 
 mfCD34 mtCD34                 EGFP 
 Insertionen 

(n=32) 
Prozent  Insertionen

(n=27) 
Prozent Insertionen 

(n=18) 
Prozent 

Signalgene 18 56 % 12 44 % 10 56 % 
Onkogene 9 28 % 5 18 % 6 33 % 
andere Gene 1 3 % 5 18 % 1 5% 
unbekannt 4 13 % 5 18 % 1 5 % 

Tabelle 9: Vergleich zwischen den verschiedenen Transgenen 
Insgesamt sind keine deutlichen Unterschiede trotz geringer Fallzahlen zu erkennen. 
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Abbildung 16: Schematische Darstellung der phänotypischen Dominanz bei verschiedenen 
Transgenen 
 

4.4 Statistische Analyse der Insertionsstellen in Abhängigkeit 
vom verwendeten Transgen 

Im Folgenden werden die Insertionsstellen in Abhängigkeit vom verwendeten Transgen 

einer statistischen Analyse unterzogen. 

4.4.1 EGFP 
Diese Gruppe bestand aus je 4 Primär- und 6 Sekundärmäusen. Insgesamt wurden in der 

LM-PCR-Analyse 71 Integrationen („Banden“) detektiert, wovon 37 (52 %) eindeutig 

identifiziert werden konnten. Aus den 30 Banden in den Primärmäusen wurden 14 und 

aus 41 in den Sekundärmäusen 23 analysiert. Die interne Kontrolle war in allen Mäusen 

vorhanden.. Bei manchen Mäusen gab es mehrere interne Kontrollen. Dies dürfte sich 

auf LM-PCR-Artefakte zurückführen lassen. Bei Maus 12 (M12) konnte man weder 

Sequenzen erhalten, noch war eine I.K vorhanden. Der Grund lag möglicherweise in der 
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niedrigen Transduktionsrate, der niedrigen DNA-Qualität und/oder dem mangelnden 

Engraftment.  

4.4.1.1 Der retroviralen Insertion am nächsten gelegene Gene bei EGFP 
Es wurden in der 1. Generation 41 % der Hits nahe von Signalgenen identifiziert (s. 
Tabelle 10 und  
 
 
Abbildung 17). In der 2. Generation stieg dieser Anteil auf 50 %. Davon befanden sich 6 

% der Insertionen bei den Primärmäusen in der Nähe von Proto-Onkogenen, 20 % bei 

den Sekundärmäusen. Unbekannte Hits machten 17 % und andere Gene 33 % in der 1. 

 der geringen Anzahl der 

sertionen begründet sein kann. Außerdem fällt auf, dass sich die Zahl der Insertionen 

von der 1. Kohorte auf die 2. Kohorte halbiert, was mit g cheinlichkeit auf  

i uzierte klonale Dom zufü s. 1.6.4.4

 

Kohorte Kohorte 

Kohorte aus; in der Sekundärkohorte lagen 30 % der Hits bei anderen Genen, 

unbekannte Gene waren nicht vertreten. Darüber hinaus konnte für 1 Insertion (M11 1. 

Kh.) die genomische Lokalisation nicht identifiziert werden. 

Insgesamt stieg in dieser Analyse der Anteil von Insertionen in Signal-, Onkogenen von 

49 % in der 1. auf 70 % in der 2. Kohorte, was jedoch in

In

roßer Wahrs

nd inanz zurück hren ist ( ). 

EGFP 1. 2. 
 Insertionen  

12) 
t ertionen  

6) 
t 

(n=
Prozen Ins

(n=
Prozen

Signalgene 5 41 % 3 50 % 
Onkogene 1 8 % 1 20 % 
andere Gene 4 33 % 2 30 % 
unbekannt 2 17 % 0 - 

T
D

abelle 10: Insertionsverteilung des EGFP-Transgens in Bezug auf den Transkriptionsstartpunkt 
ie Anzahl der Insertionen verringert sich im Zuge der Transplantation trotz der geringeren Mäusezahl 

der 1. Kohorte gegenüber der 2. Kohorte, was auf Oliklonalität zurückführbar ist. Wie bei mfCD34 und 
mtCD34 kommt es darüber hinaus trotz abnehmender bzw. gleichbleibender Anzahl der Insertionen zu 
einer Zunahme in potentiell proliferationsfördernden, d. h. Signal- und Onkogenen. 
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Abbildung 17: Schematische Darstellung der Hits im Hinblick auf die dem 
Transkriptionsstartpunkt am nächsten gelegenen Gene bei EGFP 
 

4.4.1.2 Phänotypische Dominanz EGFP 
Noch stärker wird der augenscheinliche Effekt der Selektion, wenn die Analyse auf 
Gene ausgeweitet wird, deren Beeinflussung wahrscheinlich eine phänotypische 
Dominanz zur Folge hat. Danach finden sich 25 % der Insertionen in der 1. Kohorte bei 
Onkogenen und 50 % in der 2. Kohorte (s. Tabelle 11 und 
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bbildung 18). 
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EGFP 1. Kohorte 2. Kohorte 
 Insertionen 

(n=12) 
Prozent Insertionen 

(n=6) 
Prozent 

Signalgene 7 59 % 3 50 % 
Onkogene 3 25 % 3 50 % 
andere Gene 1 8 % 0 - 
unbekannt 1 8 % 0 - 

Tabelle 11: Insertionsverteilung des EGFP-Transgens hinsichtlich der phänotypischen Dominanz 
In dieser Tabelle fällt auf, dass die Insertionen insgesamt abnehmen und nur Signal- und Onkogene in der 
2. Kohorte vertreten sind. 
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Abbildung 18: Schematische Darstellung der phänotypischen Dominanz bei EGFP 
 

4.4.2 mtCD34 
Diese Gruppe bestand aus je 6 Primär- und 6 Sekundärmäusen. Von den insgesamt 87 

Banden ergaben 61 (70 %) eine verwertbare und lokalisierbare Sequenz, 27 in der 1. 

Kohorte und 34 in der 2. Kohorte. Diese konnten 34 Genloki zugeordnet werden, 24 in 

den Primär- und 10 in den Sekundärmäusen. Auch hier kam es wieder zu Duplikationen 

der I.K. in fast allen Mäusen. Bei einigen Mäusen aus der 2. Kohorte (Maus 2, 4, 5 und 

6) wurde die I.K. sogar verdreifacht. 

 der 1. Generation gab es 39 %, in der 2. erstaunlicherweise nur 11 % der Hits in der 

Nähe von Signalgenen (s. Tabelle 12 und Abbildung 19). Im Gegensatz dazu gab es in 

rotoonkogenen, jedoch 33 % in der 2. 

en der 

EGFP 2.Kohorte 

Signalgene
50%

 

 

 

 

4.4.2.1 Der retroviralen Insertion am nächsten gelegene Gene bei mtCD34 
In

der 1. Kohorte nur 6 % der Insertionen nahe von P

Kohorte. Ferner inserierten die Vektoren in der 1. Kohorte in 39 % nahe von 

unbekannten und in 17 % bei anderen Genen. In 2. Kohorte findet man 45 % der 

Insertionen bei anderen und 11 % bei unbekannten Genen. Obwohl es hier zu einer 

erheblichen Abnahme der Insertionen nahe von Signalgenen im Rahm

Transplantation kam, bleibt der Anteil von Onkogenen und Signalgenen weitgehend 

konstant. Auch hier halbiert sich die Anzahl der Insertionen (Klone), wie beim EGFP-

Transgen, was die Entstehung einer induzierten klonalen Dominanz nahe legt. 
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mtCD34 1. Kohorte 2. Kohorte 
 Insertionen 

(n=
Prozent Insertionen 

n=9) 
Pro

18) (
zent 

Signalgene 7 9 %  3 1 11 % 
Onkogene 1 6 % 3  % 33
andere Gene 3 39 % 4 45 % 
unbekannt 7 17 % 1 11 % 

Tabelle 12: Inserti verteilung des D34-Transge im Bezu f den 

 

ische Dominanz mtCD34 

 

 

 

ons  mtC ns g au
Transkriptionsstartpunkt 
Hier ist für die der retroviralen Insertion am nächsten gelegenen Gene insgesamt keine klare Tendenz 
auszumachen, auch wenn die Zahl der POG bei der Präferenz für bestimmte Gene deutlich ansteigt. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TSS-Insertionen mtCD34 2.KH

Signalgene
11%

Onkogene
33%andere 

Gene
45%

unbekannt
11%

TSS-Insertionen mtCD34 1.KH

andere 
Gene 
17%

unbekannt
39%

Signalgene
38%

Onkogene
6%

Abbildung 19: Schematische Darstellung der Hits im Hinblick auf die dem 
Transkriptionsstartpunkt am nächsten gelegenen Gene bei mtCD34 
 

4.4.2.2 Phänotyp
Die Vektoren inserierten in der 1. Kohorte zu 56 % und in der 2. Kohorte zu 22 % bei 
Signalgenen (s. Tabelle 13 und  
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Abbildung 20). Onkogene repräsentieren 11 % der Integrationen in der 1. Kohorte, in der 

2. Kohorte 33 %. Außerdem wurden in der 2. Kohorte noch 33 % bei anderen und 11 % 

1. Kohorte 2. Kohorte 

bei unbekannten Genen identifiziert. 

In 1. Kohorte sind andere mit 11 % und unbekannte Gene mit 22 % vertreten. Wie bei 

EGFP nehmen die Signalgene im Rahmen der seriellen Transplantation zu Gunsten der 

Onkogene und - hier zusätzlich - der anderen Gene ab. Insgesamt bestätigt sich, dass die 

Zahlen für eine statistische Analyse zu klein sind, auch wenn der relative Anteil von 

Insertionen in der Nähe von Protoonkogenen (POG) nach serieller KMT deutlich 

zunimmt.  

 

mtCD34 
 Insertionen 

(n=18) 
Prozent Insertionen 

(n=9) 
Prozent 

Signalgene 56 % 2 22 % 10 
O 1 % 3 33 % nkogene 2 1  
andere Gene 1 % 33 %  2 1  3 
u ene 22 % 1 11 % nbekannte G  4  
T sertio teilung des 4-Tran ns hinsichtlich hänotypischen Dominanz 
D eh n im Rahmen iellen T splantation zu n der Onkogene und der 
a
 

 

 

 

 

 

bbildung 20: Schematische Darstellung der Ergebnisse der phänotypischen Dominanz bei 
D34 

iese Gruppe bestand aus 5 Primär- und 6 Sekundärmäusen. Insgesamt wurden 67 

Banden auf dem Agarosegel nach der LM-PCR ausgeschnitten, wovon 55 (82 %) 

abelle 13: In nsver mtCD3 sge  der p
ie Signalgene n

nderen Gene ab. 
me  der ser ran  Gunste

 

 

 

Ph�notypische Dominanz mtCD34 2.KHPh�notypische Dominanz mtCD34 1.KH
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22%

Onkogene
34%

andere 
Gene 
33%

Gene
11%
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Onkogene

andere 
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11%
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4.4.3 mfCD34 
D
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identifiziert wurden. Von diesen fallen 13 unterschiedliche Insertionen auf die 1. 

e bei mfCD34 

Kohorte und 19 auf die 2. Kohorte. Die interne Kontrolle war in allen Mäusen 

vorhanden. 

 

 

4.4.3.1 Der retroviralen Insertion am nächsten gelegene Gen
Die Vektoren inserierten in den Primär- und Sekundärmäusen zu 46 % und 42 % nahe 
von Signalgenen (s. Tabelle 14 und  
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unden. Darüber hinaus liegen in der 1. Kohorte 23 % der 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 18). Es wurden 23 % der Insertionen bei Onkogenen in der 1. Kohorte und 5 

% in der 2. Kohorte gef

Insertionen in anderen und 8 % bei unbekannten Genen. In der 2. Kohorte machten die 

Insertionen nahe anderer Gene 32 % und bei unbekannten Genen 21 % aus. Hier bleibt 

also erstmals der Anteil der Signalgene relativ konstant, jedoch der der Onkogene fällt 

stark ab. Dies geschieht zu Gunsten der anderen und unbekannten Gene, welche nun 

zusammen über die Hälfte der Insertionen ausmachen. 

 

mfCD34 1. Kohorte 2. Kohorte 
 Insertionen 

(n=13) 
Prozent Insertionen 

(n=19) 
Prozent 

Signalgene 6 46 % 8 42 % 
Onkogene 3 23 % 1 5 % 
andere Gene 3 23 % 6 32 % 
unbekannt 1 8 % 4 21 % 

Tabelle 14: Insertionsverteilung des mfCD34-Transgens im Bezug auf den 
Transkriptionsstartpunkt 
Hier bleibt erstmals der Anteil der Signalgene relativ konstant und der der Onkogene fällt zu Gunsten der 

tionen ausmachen, ab.  

 

anderen und unbekannten Gene, welche nun zusammen über die Hälfte der Inser
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Abbildung ng der H21: Schematische Darstellu its von mfCD34, die den Genen am nächsten liegen 

notypische Domi
 

ei der 2. Kohorte getroffen (s. Ta

ärkohorte sind 30 

e 15 % 

e lediglich 

1 %. Andere Gene sind mit 8 % 

sgesamt wied liferationsfördernden Fraktion 

ie Onkogene abnehmen. Das ist jedoch mit großer Wahrscheinlichkeit auf die geringe 

Anzahl der analy ierten Insertionen zurückzuführen (s. o.). Die Zunahme der Hits bei 

können 

 

4.4.3.2 Phä nanz mfCD34 
In dieser Analyse wurden Signalgene in 46 % der Fälle bei der 1. Kohorte und in 63 %
b belle 15 und  

bbildung 22). In der Prim % der Integrationen bei Onkogenen A

identifiziert worden, in der Sekundärkohorte waren es 26 %. Ferner finden sich j

der Insertionen bei der 1. Kohorte nahe unbekannter Gene, in der 2. Kohort

1 in der 1. Kohorte vertreten.  

Somit kommt es in er zur Zunahme der pro

(Signal- und Onkogene ergeben zusammen fast 90 %), wobei die Signalgene zu- und 

d

s

Signalgenen geht zu Lasten der anderen Gene, die nicht mehr in der 2. Kohorte 

vertreten sind und zu einem kleinen Teil eventuell der unbekannten Gene. Auch wenn 

Letztere leicht abnehmen, machen sie doch immer noch 11 % aus und 

möglicherweise relevant sein. 

mfCD34 1. Kohorte 2. Kohorte 
 Insertionen 

(n=13) 
Prozent Insertionen 

(n=19) 
Prozent 

Signalgene 6 46 % 12 63 % 
Onkogene 4 30 % 5 26 % 
andere Gene 1 8 % 0 - 
unbekannt 2 15 % 2 11 % 

Tabelle 15: Insertionsverteilung des mfCD34-Transgens hinsichtlich der phänotypischen Dominanz 
Hier kommt es insgesamt wieder zu einer starken Zunahme von 
proliferationsfördernden Genen. 

Insertionen in potentiell 
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Ph�notypische Dominanz mfCD34 1.KH

 

 

Abbildung 22: Schematische Darstellung der Ergebnisse der phänotypischen Dominanz  
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andere 
Gene
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Onkogene
31%

unbekannt
15%

Ph�notypische Dominanz mfCD34 1.KH

Sign
63%
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5 Diskussion 

Die Gentherapie hat in den letzten Jahren auf dem Gebiet der angeborenen 

CID und der chronischen 

ien bei fünf Patienten, 4 Fälle in 

roliferationspotentials von hämatopoetischen 

em bestimmten Verhältnis von Vektoren 

ur Zielzelle gewährleistet werden (Kay et al., 2001). 

die HSC-Transplantation bislang weniger gut geeignet. 

ert werden kann. 

Das kann unterschiedliche Auswirkungen haben, die u. U. erst nach Jahren auftreten. 

vant, auch 

 

hämatopoetischen Erkrankungen, wie ADA- und X-S

Granulomatose, Erfolge erzielen können (Aiuti et al., 2002; Hacein Bey-Abina et al., 

2003; Ott et al., 2006). Jedoch ist bekannt, dass es in der Pharmakologie keine Wirkung 

ohne Nebenwirkung gibt. So sind mittlerweile Leukäm

der Pariser und einer in der Londoner Studie, durch die Integration retroviraler Vektoren 

in der Nähe des LMO-Onkogens im Rahmen der X-SCID Studie aufgetreten (Hacein-

Bey-Abina et al., 2007).  

Allerdings ist es aufgrund des hohen P

Stammzellen für einen anhaltenden therapeutischen Effekt notwendig, dass eine 

konstante und vererbbare genetische Modifikation stattfindet. Dies kann durch die 

stabile Integration eines Transgens in die Wirtszelle gewährleistet werden. Bislang kann 

nur bei Viren, insbesondere Retroviren, u. a. aufgrund ihres Insertionsverhaltens, eine 

voraussagbare Transduktionseffiziens bei ein

z

Andere Vektorsysteme, wie Adenoviren, deren genetische Information sich außerhalb 

des Zielgenoms (episomal) befindet, oder physikalisch-chemische Methoden sind 

wegen ihrer geringen oder nicht anhaltenden Expression und ihrer z. T. schwankenden 

Transduktionsraten für 

Die Integration von Retroviren in das Genom verursacht im Gewebe des Empfängers 

einen sog. Chimärismus (s. Kap. 1.4), da: 

a) die Insertionsstellen unterschiedlich und unvorhersagbar sind, 

b) die Anzahl der Vektoren leicht variieren kann, 

c) die Sequenz des Transgens veränd

Für diese Arbeit sind besonders die geno- und phenotoxischen Aspekte rele

wenn es darüber hinaus noch weitere gibt (s. Tabelle 16). 
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Kategorie  Beispiel 

nation der modifizierten transgenen Zellen durch  

örper oder zytotoxische  T-Zellen, die gegen  

 transgen-kodierende Antigene gerichtet sind 

keln (Baum et al., 2003). 

Für das vorliegende Projekt wurde ein seriell transplantiertes Mausmodell verwendet, 

chätzung 

weise geringe Anzahl von 

 bei mittlerweile fünf Patienten nach Gentherapie von X-SCID 

auf (Hacein-Bey-Abina et al., 2003), welche bei vier Patienten durch die 

Kultur  Verlust des sog. homing potentials 

Vektor  fusiogene Eigenschaften des viralen Hüllproteins 

Genotoxizität  Insertionsmutagenese 

Phenotoxizität  Beeinflussung von zellulären Signalnetzwerken  

 durch transgene Produkte 

Selektionstoxizität  Nebenwirkungen von Protokollen zum selektiven Engraftment  

 oder zur Expansion der manipulierten Zellen 

Immunantwort  Elimi

 Antik

Interaktionen von 1-6  Kooperation von 3, 4 und 5 

Tabelle 16: Kategorien von Nebenwirkungen nach genetischer Manipulation von hämatopoetischen 
Stammzellen (nach Baum et al., 2003) 
 

 

Klinisch können die Nebenwirkungen ein breites Spektrum an Symptomen hervorrufen. 

Der Patient kann vollkommen asymptomatisch sein, unklare Beschwerden äußern, aber 

auch Fieber, Zytopenien bis hin zu Leukämien entwic

das von Mulligan etabliert wurde (Williams et al., 1984). Die mögliche Unters

des onkogenen Potentials retroviraler Insertionsmutagenese bei Modellen im Vergleich 

zu klinischen Studien ergibt sich u. a. durch die vergleichs

transplantierten HSCs in Mäusen - 106 vs. 108 im Menschen - und die verkürzte 

Beobachtungszeit (i. A. 6 bis 8 Monate). Das Risiko kann jedoch durch artifizielle 

Stressoren, wie in vitro Expansion, Hämolyse und serielle KMT ausgeglichen bzw. 

sogar erhöht werden (Worst Case Scenario) (Baum et al., 2003). 

Die Insertionsmutagenese mit replikationskompetenten Viren wurde ursprünglich zur 

Genidentifikation u. a. von Onkogenen verwendet (Neel et al., 1981). Jenkins und 

Copeland haben erstmals versucht, diese Ergebnisse in ihrer RTCGD zu klassifizieren 

(Akagi et al., 2004). Unsere Gruppe entdeckte, dass Leukämien nach Markierung von 

HSCs mit replikationsinkompetenten Viren in Mäusen auftraten (Li et al., 2002). Kurz 

darauf traten Leukämien
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Insertionsmutagenese des LMO- Protoonkogen verantwortlich war. Die 

d in klinischen Studien bestätigt (Ott et al., 2006). 

 

zu erstellen, eine Datenbank mit Insertionsstellen von 

atopoetischen Stammzellen nach serieller 

Funktionsbeeinträchtigung γ-Kette des IL-2 (IL-2R γc)-Rezeptors kodierenden Gen mag 

dazu beigetragen haben (Woods el al., 2006).  

Dann entdeckte unser Labor, dass die Insertionsmutagenese auch in induzierter klonaler 

Dominanz bei Mäusen resultieren kann (Kustikova et al., 2005). Dies wurde wiederum 

bei Primaten (Calmels et al., 2005) un

Aufbauend hierauf kam die Idee auf, eine Datenbank retroviraler Insertionsstellen in 

dominanten Klonen zu erstellen, die auf replikationsdefizienten Viren beruht, im 

Gegensatz zu der schon bestehenden sog. Retroviral Tagged Cancer Gene (RTCG)-

Datenbank (Akagi et al., 2004). Dies geschah, um die bisherigen Befunde 

zusammenzufassen und einen besseren Überblick über die potentiellen Wirkungen und 

Nebenwirkungen von retroviraler Insertion zu bekommen. Auch die Identifikation neuer

potentieller Stammzellgene sollte hierdurch ermöglicht werden. Die vorliegende Arbeit 

diente als ein Baustein bei der Erstellung dieser Insertional Dominance Database 

(Kustikova et al., 2007).  

5.1 Interpretation des retroviralen Insertionsverhaltens in 
seriell transplantierten Mäusen 

5.1.1 Gesamtanalyse 
Diese Arbeit ist Teil eines größeren Projektes, welches das Ziel hat die o.g. Insertional 

Dominance Database (IDDb) 

verschiedenen retroviralen backbones zur Identifikation von Genen, die eine Rolle in 

der hämatopoetischen Stammzellbiologie spielen (Kustikova et al., 2007). Zum jetzigen 

Zeitpunkt wurden insgesamt sieben Vektoren mit verschiedenen Transgenen auf ihr 

Insertionsverhalten in murinen häm

Transplantation untersucht. Hierbei wurden bislang 280 Insertionsstellen identifiziert 

(Kustikova et al., 2007). Das Augenmerk liegt hier auf Genen, die in klonaler Dominanz 

involviert sind, wie Onko- und Signalgenen. Aber auch unbekannte Gene können für 

die Stammzellentwicklung und Tumorentstehung wichtig sein, insbesondere, wenn sie 

unabhänigig in mehreren rekonstituierenden HSC-Klonen getroffen wurden.  

Die Ergebnisse sollen außerdem dazu beitragen, einen therapeutischen Index der 

Insertionsmutagenese bei retroviralem Gentransfer zu finden und so die 

Nebenwirkungen zu minimieren.  
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Indem der Beobachtungszeitraum durch serielle Knochenmarktransplantation nach 

Transduktion verlängert wird, ist es möglich, die Langzeitfolgen, wie z. B. die 

induzierte klonale Dominanz, besser abzuschätzen. 

5.1.1.1 Phänotypische Dominanz aller Transgene 

ertionen nahe von Signalgenen entspricht 

ine Häufung von Hits bei Onkogenen im 

 % bei anderen und 8 % bei unbekannten Genen gefunden. Die 

 

ng ist, solange es kein 

Protoonkogen (POG) ist. Dies wurde hier bestätigt. 

Bei EGFP, wie auch bei mtCD34 und mfCD34 finden sich mehr als die Hälfte der 

Insertionen in der Nähe von Signalgenen und Onkogenen (s. Tabelle 9). 

Anhand der Abbildung 13 lassen sich mehrere sog. Cluster identifizieren, d. h. DNA-

Abschnitte, in denen es zu einer Überrepräsentation von retroviralen Insertionen bei 

Protoonkogenen (POG) und Signalgenen kommt. 

Insertionen bei POG haben 3 Gipfel: In den Bereichen -20 bis -50 kb vom TSS entfernt, 

0 bis 10 kb sowie 20 bis 50 kb. Die Ins

weitgehend diesem Insertionsverhalten, mit dem Unterschied, dass sie vor allem im 

positiven Fenster überrepräsentiert sind. 

In der größeren IDDb gibt es hingegen e

Bereich von -1 bis -5 kb des TSS. Signalgene haben die höchsten Integrationssraten 1 

kb vom TSS entfernt, was z. T. auch mit der vorliegenden Analyse übereinstimmt. 

Insgesamt ist es schwierig, ein klares Insertionsverhalten auszumachen, was an der 

geringen Anzahl der Insertionen liegen kann. 

 

In der IDDb werden insgesamt 23 % der Hits in der Nähe von Onkogenen, 49 % bei 

Signalgenen, 20

Proportion der Onkogene stieg nach Transplantation von 15 % in Primär- auf 24 % in 

den Sekundärmäusen. 

In der vorliegenden Arbeit werden nach der phänotypischen Dominanz-Analyse 

ebenfalls 30 % der Hits bei Onkogenen, 48 % bei Signalgenen, 9 % bei anderen und 13

% bei unbekannten Genen entdeckt. Auch hier nimmt der Anteil der Onkogene von der 

1. zur 2. Kohorte von 21 % auf 32 % zu. Somit spiegeln diese Ergebnisse im 

Wesentlichen die der IDDb wider.  

5.1.1.2 Phänotypische Dominanz bei verschiedenen Transgenen 
Kustikova et al. zeigen, dass der Einfluss des Transgens geri
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Somit ist kaum ein Unterschied zwischen diesem Fluoreszensmarker und den 

sertionsverhalten 

on Versuchstieren 

5.1.1.3 Vergleich der den retroviralen Insertionen am nächsten 

den sich immer noch über die Hälfte bei potentiellen 

5.1.1.4 Analyse nächstgelegener Gene von Insertionen bei EGFP  
lussendes bzw. 

sich die Anzahl der Insertionen verringert und somit die 

elt sich beinahe, so dass der Anteil der potentiell 

weise den dominanten Einfluss der der Integration am nächsten 

untersuchten Oberflächenmolekülen in Bezug auf das In

nachzuweisen.  

Auffallend ist, dass die mtCD34-Gruppe sowohl im Hinblick auf Onkogene als auch auf 

Signalgene deutlich niedrigere Insertionsraten als die beiden anderen Gruppen hat. Es 

ist z. Z. noch unklar, ob das auf die begrenzte Anzahl v

zurückzuführen ist oder ob es hierfür andere Gründe gibt.  

Ingesamt machen diese Befunde es jedoch wahrscheinlich, dass replizierungsunfähige 

Retroviren eine Rolle bei der Entstehung der klonalen Dominanz spielen, was im 

Einklang mit den Daten der IDDb ist. 

gelegenen Gene 
Wenn die Integrationen unter dem Gesichtspunkt der Nähe zum 

Transkriptionsstartpunkt (TSS) der nächsten Gene unabhängig von der phänotypischen 

Dominanz analysiert werden, fin

sog. Stemness-Genen. Onkogene machen normalerweise nur 1 % des Genoms aus. 

Insertionen in ihrer Nähe sind auch in dieser Analyse durchgängig überrepräsentiert, 

wozu die klonale Dominanz wahrscheinlich beiträgt. 

Bislang wurde in der Literatur kein die Insertion beeinf

transformierendes Verhalten für diesen Marker beschrieben. 

Die starke Repräsentation der Signalgene in der 1. Kohorte ist daher überraschend und 

unterscheidet sich nicht wesentlich von den anderen zwei Kohorten. Sie nimmt mit der 

sekundären Transplantation noch zu, was möglicherweise auf einen 

klonalitätsfördernden Einfluss von EGFP schließen lässt. Das wird weiter durch die 

Tatsache untersützt, dass 

Entstehung von Oligoklonalität im Rahmen der Insertionsmutagenese nahe legt. Auch 

die Zahl der Onkogene verdopp

proliferationsfördernden Gene mehr als zwei Drittel in der 2. Kohorte ausmachen. Dies 

spiegelt möglicher

liegenden Gene wider.  
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5.1.1.5 Analyse phänotypisch dominanter Hits bei EGFP 
Es wird davon ausgegangen, dass sich der Phänotyp „dominanter Gene“ gegen nicht 

dominante durchsetzt (s. Kap. 4.3.1). Das war die Grundlage der folgenden Analyse, bei 

der unabhängig von der Entfernung zur Insertion bei mehreren in Frage kommenden 

uffälligeres klonales Verhalten 

ahl der Signalgene nimmt insgesamt zwar ab, jedoch 

e. Aber der wichtigste Befund ist, dass in der 2. 

rhanden sind (s. Tabelle 12 und Abbildung 

ionen in der Nähe von Genen durch, bei 

ration nicht auszuschließen bzw. wahrscheinlich ist. 

cc, als bekannte Protoonkogene, die sich in beiden 

auch Gene gefunden, die in ihrer Funktion noch 

nicht gänzlich geklärt sind. Beispiele hierfür sind Signalgene, wie Rap3gap2, das sich in 

beiden Kohorten findet, sowie Ly78 und Ghsr. Diese Gene finden sich auch in anderen 

Versuchsreihen mit d a d bislang kaum r 

Lit r b ben  i  Versuchen legt ine 

m e R atopoetischen 

St n he.  

5.1.1.6 Analyse nächstgelege
In dieser Versuchsreihe wurde de er Sequenz gekürzte Oberflächenmarker für 

HSCs der Maus (murine truncated) m

na h  d CD3  is

W s tein t, d s nnen die 

transduzie llen  Hi m z. B. im FACS, 

identifiziert werden. Es wurden in dieser Versuchsgruppe in beiden Kohorten je 6 

Mäuse analysiert. Jedoch variiert die Anzahl der dominanten Insertionen: 24 in der 1. 

und 34 in der 2. Kohorte. Wäh nd  eines mit Hilfe von 

ein pe  Pr r er e aus lle 

In e ied ind, d oligoklonales Verhalt  in 

de  i isp  in d  1. 

Genen in der Reihenfolge jeweils Onko-, dann Signal-, dann unbekannte und letztlich 

andere Gene berücksichtigt wurden. 

Hier ist im Vergleich zur obigen Analyse ein noch a

vorhanden. Die absolute Z

verdoppelt sich die der Onkogen

Kohorte nur noch Signal- und Onkogene vo

23). Somit setzen sich nur Klone mit Insert

welchen ein Enfluss auf die Prolife

Im Gegensatz zu Fosb und Er

Kohorten finden und Tnfsf10, ein Apoptose induzierendes Signalgen aus der Familie 

der Tumornekrose-Faktoren, wurden 

em humanen CD34 als Tr nsgen. Sie sin  in de

eratu eschrie  und hr Auftreten in zwei unterschiedlichen  e

öglicherweise wichtig olle im Rahmen der häm

ammzellentwicklu g na

ner Hits bei mtCD34 
r in sein

tCD34 als Transgen verwendet, welcher eine 

türlic e Variante es mf 4 t. 

eil e ein Pro  is as ich auf der Zelloberfläche befindet, kö  

rten Ze  mit lfe arkierter spezifischer Antikörper, 

re  in der 1. Kohorte, mit Ausnahme

em s zifischen ime mitt lten Genlokus, Kift, Hhex in der 1. und 2. M , a

sertion n versch en s fin et sich ein ausgesprochen en

r 2. Kohorte: So st be ielsweise der Upk, Rik, Ras-Genlokus, der sich er
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Maus der 1. Kohorte findet, auch in der 1. und in der 6. Maus der 2. Kohorte dominant; 

mi fe l se ere äusen r 2. 

G tio weis nich je sen der 1. Kohorte, mit 

Ausnahme rwä n 1. a h die LM-PCR identifiziert 

wurde. 

Di sst ine eprä e klonale Dominanz schließen, da Ras ein 

be t k dar ll ion einzelner one 

beigetragen hat. Um  Ve utung zu bestätigen, ist es im weiteren erforderlich u. a. 

ein an ns-A se . al Time-PCR durchzuführen as 

den Rahmen dieser Arbeit jedoch sprengte. 

Insertionen in andere Genen, wie ich ausschließlich in der 1. Generation 

und m

Stammzellentwicklung unwahrsch

Während bei den Mäusen 27 und 1 kein ausgeprägtes Insertionsmuster (pattern) auftritt, 

2 H in te  1 H  i i den M sen 

31  o bei e -bi ing 

factor α (Cbfα 2t3h). Es ist in de ie 

assoziiert (Zhang et al., 1997). 

W n nt, en r  Insertion am nächsten gelegenen Gene 

berücksichtigt.  

Der Anteil der Signalgene beträgt in der 1. fasst u. a. 

Ras4, Endothelial derived growth factor (Edg1), der auch in der mfCD34-Kohorte und 

G  se agog  te au ritt. 

Onkogene sind mit nur 6 %, andere m

In der 2. Kohorte nehmen  rittel zu as 

allerdings auf Kosten der Signalgene geht. Das ist in Übereinstimmung sowohl der 

bisherigen E Arbeit als auch der IDDb.  

In a es re C al und das 

sog. Hem tical xpre ed t un 26-

al in der genannten Datenbank aufgeführt wird.  

t Hil des vie nsitiv n spezifischen Primers lässt er sich in allen M de

enera n nach en, t doch in den anderen Mäu

 der e hnte  M us, in der er auch durc

es lä  auf e ausg gt induzierte 

kann es Protoon ogen ste t und so vermutlich zur Selekt Kl

 diese rm

e Tr skriptio naly z.B mit Hilfe der sog. Re , w

 Lrrc6, finden s

achen so eine entscheidende Rolle der betroffenen Gene in der hämatopoetischen 

einlich.  

its  unbekann n und it n einem Signalgen (Ras4), findet man be äu

 und 2 Integrati nen ein m bekannten Protoonkogen, dem sog. Core nd

r Literatur mit der akuten lymphatischen Leukäm

ie obe  erwäh werd hie nur die der

Kohorte insgesamt 39 % und um

rowth hormone cret ue receptor (Ghsr), der in der EGFP-Kohor ft

it 17 % und unbekannte Gene mit 39 % vertreten. 

die Insertionen bei Onkogenen auf ein D , w

rgebnisse dieser 

teress nt ist insb onde der bfα 2t3h-Lokus, der bei der RTCGD 7-m

atopoie ly E ss  Homeobox-Gen, das ein T-Zell-Onkogen is d 

m
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5.1.1.7 Analyse phänotypisch dominanter Hits bei mtCD34 
Hier ändert sich erstaun herw se enig: 

Insertionen bei Signalgenen verm rdings von der Hälfte zu lediglich 

einem Fünftel der 2. Kohorte. Im  ein Drittel an. 

Der Anteil von unbekannten/ander bt relativ konstant. 

Von den Genen findet sich Ras4 en, was 

unserem Ansatz zur Entdeckung neuer für die HSC-Entwicklung wichtiger Gene 

be t.  F and t  Das sog. Leucin r eat 

 den beiden berücksichtigten Kohorten finden sich annähernd gleich viele Mäuse, 5 in 

er 2. Kohorte sind es nur 5 %. Der Anteil der Signalgene in der 1. 

Kohorte beträgt 46 % vs. 42 % in der 2.  Solche statistischen Abweichungen können 

e Anzahl der analysierten Insertionen entstehen.  

/ die 

der sog. 

myeloischen Hämatopoese (s. Kap. 5.2.3.1) und wurde schon in der Literatur als 

lic ei  im Vergleich zur vorherigen Analyse w

indern sich alle

Gegensatz dazu steigen Onkogene auf

en Genen blei

, ein bekanntes POG, in beiden Generation

stätig  Pef1 und as-lig  tre en nur in der 1. Kohorte auf. ep

containing 6 (Lrc6)-Gen ist bislang unbekannt und kommt in 2 Mäusen der 1. Kohorte 

vor.  

5.1.1.8 Analyse nächstgelegener Hits bei mfCD34 
In

der 1. und 6 in der 2. und proportional gleich viele dominante Insertionen, 

durchschnittlich je 5 pro Maus.  

Es finden sich interessanterweise hier in der 1. Kohorte 23 % der Insertionen bei 

Onkogenen, in d

durch die gering

5.1.1.9 Analyse phänotypisch dominanter Hits bei mfCD34 
Trotz scheinbar unspektakulärer Befunde sind zwei Tatsachen auffallend:  

Die Signal- und Onkogene sind auch hier überproportional häufig vertreten. Die 

Abnahme der Insertionen bei Onkogenen von der 1. auf die 2. Kohorte, die hier 

offensichtlicher als in den anderen Mausgruppen ist, kann darin begründet sein, dass die 

Insertionen bei unbekannten Genen ähnlich wichtig für das Zellüberleben

Proliferation sein können. 

Darüber hinaus gab es noch eine Reihe interessanter Befunde, auf die z. T. schon in den 

Ergebnissen eingegangen wurde: 

Das sog. Hypermethylated in cancer (Hic)-Gen (M22 1.Kh) findet sich 3-mal in 

RTCG-Database.  

Runx3 (Runt related transcription factor 3) spielt eine wichtige Rolle in der 
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bekannte retrovirale Insertionsstelle beschrieben (Steward et al., 2002). Unter einem 

anderen Namen (Si9) tauchte dieses Gen 9-mal in RTCGD auf. Dies unterstützt seine 

entscheidende Rolle in der Stammzellentwicklung. Auch die Ubiquitin spezifische 

Peptidase (USP38) wird in dieser Datenbank als Evi98 erwähnt.  

Sog. Common Integration Sites (CIS) kommen sowohl innerhalb einer Kohorte als auch in beiden 
Kohorten vor (als auch interkohortär s.o.). Beispiele aus  
Tabelle 17 sind:  

a) TBC1 (M22 1. Kh und M3 2. Kh.; auch in RTCGD) 

b) Dnajc/ HPS40 (RTCGD) 

c) Frmd6 (M1 und M6 der 2. Kh.) 

d) Hpcal/Od1 (M1, M5 und M6 der 2. Kh.) 

e) Terf (M25 1. Kh., M2 und M4 der 2. Kh.) 

f) Atf7ip (M2 und M3 der 

g) Utf1 (M3 und M4 der 2. Kh.) 

2. Kh.) 

belle gibt eine Zusammefassung der in dieser Arbeit analysierten Die folgende Ta

Insertionen von dominanten Klonen. 

Lokus 

Orientation 

vom/zum 

TSS  

Chromo-

som 

Hits in 

RTCGD

/IDDb

Name, Funktion Klasse

Akt2 +3 kb (i2) 7A3 Akt1: 3/2 Thymoma viral oncogene homolog 2, Kinase 1 

Anks1 +100 kb(i11) R 17A3.3 0 Ankyrin Repeat and SAM Domain Containing 1 (Odin) 2 

Arid1b +330 kb (i15) F 17A1 0 AT Rich Interactive Domain 1B (Swi1 like)  3 

Atf7ip -46 kb R 6G1 2/1 
Activating TF 7 interacting protein, Transcription Ko-repressor 

Aktivität 
1 

Cbfa2t3h -15kb F 8E1 7/1 
Core-binding factor, runt domain, a subunit 2, translocated 2, 3 

homolog  
1 

Cdc42ep1 +19 kb R 15E1 0 Cdc42 Effector Protein 1, Rho GTPase binding 2 

Dhrs3 +56 kb F 4E1 0 Dehydrogenase reductase SDR Family3 3 

Dirc2 +13 kb (3.I) F 16B3 0 Disrupted in renal cell carcinoma 2, Peptidase Aktivität 2 

Edg1 

(Dph5) 

-100 kb F 

-102 kb F 
3G1 0/2 

Endothelial differentiation, sphingolipid G-protein-coupled 

receptor 1, Endotheliale Differenzierung 
1 

FasL -8.5 kb R 1H2.1 0/2 Fas ligand (TNF superfamily, member 6), Apoptosis  1 

Fosb -24 kb F 7A2 
0/1 

FBJ osteosarcoma oncogene B, DNA Bindung  1 
(Fos: 5/0)

Frmd6 +62 kb (6.I) R 12C2 0 FERM domain containing 6: Protein-bindung?  2 

Ggta1 -45kb R 2B 0 Glycoprotein-Galactosyltransferase alpha 1.3 2 

Gtf2i +28 kb (i9) 5G2 0/2 
General Transcription Factor 2, Transcriptionale Aktivierung von 

Wachstums regulierenden Genen 
2 

H3f3a +36 kb F 1H4 0 H3 histone, family 3A, DNA bindung 3 
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Hhex +2.5 kb (i2) R 19C1 26/1 Hematopoietically expressed homeobox gene, T-cell Onkogen 1 

Hic1 
-39 kb R 

+86 kb F 
11B5 3/3 

Hypermethylated in cancer 1, Transkriptionsfackor, Wnt 

Antagonismus 
1 

Insm1 -8,5 kb R 2G2 0 Insulinoma associated 1, DNA bindung 3 

LOC +45kb R 2E4 0 LOC 624373 (hypothetical protein) 4 

LOC -4 kb R 7E3 0 LOC 626307 (hypothetical protein) 4 

LOC +28kb R 3F2.2 0 
LOC195514 ähnlich zur Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase 
4 

LOC >350 kb(I?) F 10D1 0 LOC629040 ( ähnlich zur Neuron Navigator 2 ) 4 

8B3.3 0 
LOC621377 ähnlich zur Adenine phosphoribosyltransferase 

(APRT)  
4 LOC -9 kb F 

Lrrc6 
-2.8 kb R 

+23 kb (i3) R 
15D1 0/2 Leucin repeat containing 6  1 

Ltbp1 +33 kb (2.I) F 17E 0 
Latent transforming growth factor binding protein 1,TGF-β 

Rezeptor Signalweg 
2 

Ly78 -26 kb R 13D1 0/2 lymphocyte antigen 78 (CD180), Rezeptor Signaltransduktion 1 

Nr1d1 -11kb R 11D 0 Nuclear Receptor Subunit1 group D member 1  2 

Odc1 -151 kb R 12A1.1 0 
Ornithin-Decarboxylase 1, Kontrolle die gegen Tumourogenese 

2 
schützt 

Ogfr11 +10 kb (1.I) F 1A4 0 Opioid growth factor receptor like 1, Rezeptor, Signaltransduktion 2 

Pef1 +0.5 kb (1.I) F 4D2.2 0 Penta EF-hand domain containing 1, Rezeptor, Apoptose 2 

Phlpp +103 kb (i1) R 1E2.1 0 
PH domain and leucin rich repeat protein phosphatase, dephos-

 Akt, fördert Apoptose, und unterdrück Tumor Wachstum 
2 

phoryliert

Ppfia4 +33 kb (i26) F 1E4 0 
Protein Tyrosine Phosphatase, Receptor Type, f polypeptide 

(PTPRF) interacting protein (liprin), alpha 4  
2 

Rab3gap2 -37 kb F 1H5 0 
similar to Rab3 GTPase activating protein, Regulation der 

GTPase Aktivität  
2 

Rapgef2 -34 kb F 3E3 0 
Rap guanine nucleotide exchange factor 2, intrazelluläre 

Signaltransduktion 
2 

Rapgef3 +40 kb R 15F1 0 
Rap guanine nucleotide exchange factor 3, intrazelluläre 

Signaltransduktion 
2 

RasA4 +8,5 kb (i3) F 5G2 0 RAS p21 protein activator 4, intrazelluläre Signaltransduktion 2 

Rhof -4.4 kb R 5F 4/1 Ras homolog gene family member, GTPase Signaltransduktion 1 

Rik +15 kb (i2) R 4D1 0 RIKEN cDNA 4931406I20 Gen, Ubiquitin Zyclus 4 

Rnpc1 +19 kb R 2H3 0 RNA-binding Region (RNP1, RRM) containing 1 (seb4) 3 

Runx3 -80 kb F 4D2.3 5/1 Runt related 3, Myeloische Entwicklungt 1 

Sesn2 +6 kb (i1) F 4D2.3 0/3 Sestrin 2, Induktion in Antwort auf DNS Schaden 1 

Synj2 +30,5 kb (6.I) F 17A1 0 Synaptojanin 2, IP Signaltransduktion 2 

Tbc1d5 +150 kb(i3) F 17C 1/1 TBC domain family member 5, GTPase fördernde Aktivität 1 

Terf2 +47 kb F 8D3 0 Telomeric Repeat binding factor 2, Telomer- Längenregulation 2 

Tmem23 +19 kb R 19C1 0 Transmembran Protein 23, Kinase-transferase Aktivität 2 
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. Kohorte sind mit II angezeigt) und die Transgene (t = mtCD34, f = 

ie Befunde nicht nur auf eine wichtige Funktion dieser Gene 

 der Regulation von hämatopoetischen Zellen in 

Verbindung gebracht. So kann inbesondere die IDDb als wichtige Quelle zur 

Identifikation von neuen Stammzellgenen dienen. Es ist jedoch nicht klar, ob die 

Insertionen bei den Mäusen der 1. Generation tatsächlich dominante Klone 

repräsentieren und durch Insertionsmutagenese verursacht werden oder ob sie zufällige 

Integrationen in aktive Genloki in hämatopoetischen Stammzellen widerspiegeln. 

Die Ergebnisse könnten zum einen durch einen vermehrten Schwerpunkt auf seriell 

transplantierte Mäuse unterstützt werden, da hier der Selektionsdruck höher ist. Zum 

Qualitätskontrolle 

  

 

Tnfsf10 
+13 kb (3.I) F 

+200 kb F 
3A3 2/2 

Tumour necrosis factor (ligand) superfamily, member 10, 

Apoptosis Induktion 
1 

Terf2 +47 kb F 8D3 0 Telomeric Repeat binding factor 2, Telomer- Längenregulation 2 

Treml2 +24 kb F 17C 0 
Triggering receptor expressed on myeloid cells like 2, 

Signaltransduktion 
2 

Trp53i11 -25 kb R 2E1 0 Trp53 inducible Protein 11, Tumour-Protein p53 induzierbar 2 

Utf1 +29 kb F 7F4 0 
Undifferentiated embryonic cell transcription factor 1, ES-cell 

Onkogen 
1 

Usp36 +43 kb (3') F 11E2 3/1 
Ubiquitin specific peptidase 36; Guanyl-nucleotid release factor 

Aktivität / Tumour-Suppressor Gen?          
1 

Tabelle 17: Zusammenfassung retroviraler Insertionen (RVIS) in den hämatopoetischen Zellen der 
seriell transplantierten Mäuse.
Die Nummern der Mäuse (die 2
mfCD34, g = eGFP) sind aufgeführt. Die Gene sind wie folgt definiert: Klasse 1 = Common Insertion 
Sites, Protoonkogene und Self-renewal Gene, Klasse 2 = Signalgene und Klasse 3&4 = andere und 
unbekannte Gene (Kustikova et al., 2007) 

 

Zuasmmenfassend weisen d

im Rahmen der Klonalitätsentstehung hin, sondern bestätigen auch die Validität unseres 

Protokolls zur Identifikation neuer für die hämatopoetische Stammzellentwicklung 

wichtiger Gene. 

5.2 Gene 

Während, wie oben erwähnt, im Zuge der Analysen mehrere Gene identifiziert wurden 

andere bislang noch nicht mit

anderen wäre es hilfreich, sog. Knock-out-Mäuse und Überexpressionsstrategien bei 

einigen der interessanten Gene zu verwenden, um die Ergebnisse zu validieren. 

Wenn andere Gruppen ihre Ergebnisse auch in die IDDb unter 

eingeben könnten, würde der Datenspeicher in seiner Aussagekraft noch weiter steigen.
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Im Folgenden wird auf die Funktion einiger interessanter Gene, die sich nach serieller 

t um Signal- oder Onkogene, die in ihrer Funktion gut in der 

von Copeland unter anderen 

Namen finden. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der IDDb sind in der vorliegenden 

 dem MDS/Evi1-Gen, das für einen Zinkfinger-

tor kodiert gefunden wurde, obwohl es mit 4,6 % Repäsentanz in der 

nd -2. Sie bilden zusammen mit der 

ie AP-1-Proteine zeichnen sich durch ein Leucin-Zipper-Motiv aus, mit welchem sie 

dimerisieren und die DNA binden können. Zusätzlich besitzen c-Fos und Fos-B eine 

transaktivierende Region am C-terminalen Ende. 

AP-1 reguliert Gene, die u. a. das Überleben, die Differenzierung, Invasion und 

Metastasierung beeinflussen.  

Viele für die Krebsentstehung wichtige Signalwege treffen bei diesem Komplex 

zusammen. Wie der Promotor beeinflusst wird, hängt von den Bindungspartnern des 

AP-1, der Struktur des Promotors, ko-aktivierenden Elementen sowie von anderen 

Trankriptionsfaktoren ab.  

Das sog. Finkel-Biskis-Jinkins (FBJ)-Virus ist ein Retrovirus, das für das virale (v)-fos 

kodiert und mit kurzer Latenz Osteosarkome in den Mäusen hervorruft (Finkel et al., 

1966). Aktivierung des Transgens führt zur starken Erhöhung von Cyclin D1 in den 

KMT in einer oder mehreren Mäusen der 2. Kohorte wieder finden, eingegangen. Es 

handelt sich hierbei meis

Literatur beschrieben sind. Darüber hinaus gibt es aber auch eine Reihe getroffener 

Gene, wie z. B. Ly 78, Rap3gap2 und Ghsr, die ebenso interessant sind, aber hier nicht 

aufgeführt werden, da ihre Funktionen kaum bekannt sind. Bemerkenswert ist, dass 

einige der folgenden Gene sich auch in der RTCGD 

Arbeit keine Insertionen in

Transkriptionsfak

IDDb eines der am häufigsten getroffenen Onkogene ist. 

5.2.1 Gene bei EGFP 

5.2.1.1 FosB  
FosB findet sich in beiden Kohorten der EGFP-Mäuse und daher wurde von Anfang an 

vermutet, dass es eine wichtige Rolle in der Prolifertion spielt. 

Zur Fos-Familie gehören u. a. c-Fos, FosB, Frau-1 u

Jun-Familie eine Gruppe der AP-1 Proteine, die nach Dimerisierung sog. TPA-

responsive Elemente (TREs: TGAC/GTCA) in Promotor und Enhancer der betroffenen 

Gene binden. Anders als Jun kann Fos kein Homodimer bilden, sondern dimerisiert mit 

Jun, um Einfluss auf die Genregulation zu nehmen. 

D
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Osteoblasten und Chondrozyten und trägt möglicherweise zur Tumorentstehung bei. In 

Mäusezellinien mit induzierbarem c-Fos wurde die Proliferation von einer Erhöhung 

von CyclinA und -E begleitet, was zu einer gesteigerten Aktivität der Zyklin 

abhängigen Kinase cdk2 führte und einen schnellen Eintritt in die S-Phase bewirkte 

(Sunters at al., 2004). 

Ferner spielt Fos bei einer Vielzahl von soliden Tumoren, wie z. B. Mamma-Ca, 

Ovarial-Ca und Lungenkrebs, eine wichtige Rolle (Milde-Langosch, 2005). 

5.2.1.2 Rhof 
Rhof wurde nur in der 2. Kohorte gefunden, was aber seine Rolle in der 

Klonalitätsentwicklung nicht mindern muss. Das sog. Ras Homolog Gene Family 

(RHOF)-Member-Gen, gehört, wie der Name sagt zur Familie der Ras-GTPasen. Sie 

umfasst bislang 18 Mitglieder, die membrangebunden sind. Die Rho-Proteine 

talysieren zahlreiche Reaktionen und spielen eine wichtige Rolle, u. a. im Zellzyklus.  ka

Sie wechseln zwischen dem phosphorylierten, aktiven GTP- und dem hydrolisierten 

GDP-Zustand. Die Bindung von Phosphat wird durch den sog. Guanin Exchange Factor 

(GEF) begünstigt (s. Abbildung 23).  

 

 Wachstumsfaktoren 

 

Abbildung 23: (nach Sahai et al., 2002): Rho-Proteine können sowohl GTP als auch GDP binden 
Der Austausch von GDP zu GDP wird von dem sog. Guanin Exchange Factor (GEF) katalysiert und geht 
mit einer Aktivierung des Proteins einher, das seinerseits wieder Einfluss auf das Zellverhalten nehmen 
kann. In dem GDP-Zustand kann Rho ins Zytoplasma sequestriert werden. 
 

und Integrinkontakt 

Zytoskelett und 

Wachstumsfaktoren 
und Integrinkontakt 

AktivierungAktivierung

Zellregulation 
Zytoskelett u
Ze
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Zu den von Rho beeinflussten Proteinen gehören die Kinasen, die zelluläre Funktionen, 

wie die Motilität (Hall et al., 1998), Transkription durch Übertragung eines 

Sie können jedoch auch zur malignen Transformation 

en des Rho-Zyklus zur Krebstherapie 

Phosphatrestes modifizieren. 

beitragen (Qiu et al., 1995), wie z. B. bei der Bcr-abl-Translokation bei der CML. 

Aber Rho-Proteine können auch durch Wachstumsfaktoren, die in der Umgebung des 

Tumors vorkommen, aktiviert werden. Beispiele hierfür sind u. a. EGF (Ridley et al., 

1992), PDGF (Nobes et al., 1995), TGF-B (Bowmick et al., 2001). 

Es scheint, dass für die Krebsentstehung nicht das Rho-Protein an sich notwendig ist, 

sondern eher der Wechsel zwischen seinem phosphorylierten und unphosphorylierten 

Zustand (Lin et al., 1997). 

Rho ist darüber hinaus essentiell für die Progression und Metastasierung von Tumoren. 

Dies geschieht u. a. durch den Verlust der Zellpolarität (Hansen et al., 2000), erhöhte 

Mobilität (Zondag et al., 2001) sowie ein Umgestalten der extrazellulären Matrix 

(Kheradmand et al., 1998). 

Um metastasieren zu können, muss die Krebszelle erst in die Blut- bzw. Lymphbahn 

eindringen. Daran sind auch wieder Mitglieder der Rho-Familie beteiligt, wie RHOA 

und ROCK (Adamson et al., 1999). Selbst die Angiogenese, d. h. die Bildung von 

neuen Blutgefäßen wird durch sie gefördert (van Golen et al., 2000).  

Aufgrund der großen Rolle, die die Rho-Familie in fast jedem Stadium der 

Tumorentstehung spielt, wurde versucht, Inhibitor

zu entwickeln (s. Abbildung 24). 

 

Zellregulation 

Aktivierung

Abbildung 24: Ansatzpunkte zur therapeutischen Intervention mit der Rho-Funktion (nach Sahai 
et al., 2002) 
a) Verhinderung der Verankerung in der Lipidmembran; sog. Farnesyltransferase-Inhibitoren verhindern 
die Lipidmodifikation der Rho-Proteine  
b) durch Hemmung der GEFs wird die Funktion der Rho-Proteine beeinflusst 
c) Blockade der Interaktion mit den Effektormolekülen; Überexpression, die sog. Minimal Rho Binding 
Domains können das aktive GTP-Rho von seinen Bindungspartnern trennen  
d) Hemmung der Funktion des Effektors 
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Auch dieses Signalgen (RHOF) findet sich in der RTCGD unter dem Namen Cri12 mit 

iedlichen Geweben expromiert, u. a. in der Leber, Lunge und in der Schilddrüse 

(Bogue et al., 2000).  

n hämatopoetischen Progenitorzellen exprimiert (Bedford 

scheint eine Rolle bei der Differenzierung der B- und T-Zellen zu 

vier Einträgen vertreten. 

So ist ersichtlich, dass es zwischen der IDDb und der RTCGD von Jenkins zu 

Überschneidungen kommt, was die Befunde der ersteren bestärkt. Die Gene, die nur in 

der IDDb gefunden werden, spielen möglicherweise nur bei der Entstehung der klonalen 

Dominanz eine Rolle und nicht bei der Krebsentstehung. 

5.2.2 Gene bei mtCD34  

5.2.2.1 Hhex 
Hhex findet sich in einer Maus der 2. Kohorte. Es gehört zur Familie der Homeodomän 

(Hox)-enthaltenden Transkriptionsfaktoren und wird zu verschiedenen Zeitpunkten in 

untersch

Das Gen wird auch in einige

et al., 1993) und 

spielen (Manfioletti et al., 1996; Mack et al., 2002). 

Hox-Gene spielen eine wichtige Rolle in der Entwicklung des hämatopoetischen 

Systems und können, wenn sie unreguliert exprimiert werden (s. Abbildung 25), zur 

lymphatischen und myeloischen Leukämie führen (Thorsteinsdottir et al., 1997). 

Translokationen führen häufig zur Aktivierung dieser Gene (Look et al., 1997). 
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Transkriptionsaktivierung 

HD Protein-
komplex 

Transkriptions- 
komplex 

Transkriptionsrepression

 
  

Abbildung 25: Homeodomän (HD)-Protein abhängige Dysregulation der Transkription (nach 
Owen et al., 2002). 
Aktivierung der Transkription: (A) Unter normalen Umständen treten HD-Proteine (H) mit Kofaktoren 
der Transkription in Wechselwirkung. (B) Hox-Gene sind oft bei Leukämien durch Translokationen 
aktiviert. Dadurch bilden sich Chimäre mit anderen Proteinen, deren transkriptionsförderender Einfluss 

ie Transkription wird normalerweise u. a. durch konkurrierende Transkriptionsfaktoren 
enn viele fehlerhafte HD-Proteine hergestellt werden, führt das zu einer starken 

n mit 

 auf Transkriptionsebene reguliert, könnte seine Hemmung einen 

verstärkt ist. (C) D
reprimiert. (D) W
Blockade der Transkription. In B sowie in D kann die Störung der Transkription zu einem 
Differenzierungsblock und/oder zu einer erhöhten Proliferation führen, was zu Leukämie führen kann. 
 

Gene, die eine sog. Homeodomäne enthalten, sind interessanterweise auch häufig Orte 

retroviraler Insertionen bei malignen Erkrankungen des Blutes, wie in Versuche

transgenen und seriell transplantierten Mäusen festgestellt wurde (Owens et al., 2002).  

Hhex liegt in der Nähe des sog. Lvis-Gens, das häufig mit Tumoren nach retroviraler 

Integration in diesem Lokus assoziiert und zusammen mit dem Eg5-Gen hochreguliert 

ist. Dies legt eine Rolle bei der Krebsentstehung nahe (Hansen et al., 1999).  

Außerdem interagieren der sog. Stem Cell Ligand (SCL), der in der T-Zell-Leukämie 

involviert ist (s. Kap. 1.1.2), und Hex, wobei sie sich gegenseitig hemmen (Goldfarb et 

al., 1994). Hhex tritt ferner in Wechselwirkung mit dem Transkriptionsfaktor c-Jun, 

einem Kofaktor des AP-1-Transkriptionsfaktorkomplexes (s. Kap 5.2.1.1), und wirkt 

hemmend auf seine Genregulation (Schaefer et al., 2001). Da AP-1 die Antwort von 

Wachstumshormonen

großen Einfluss auf die Differenzierung oder die Apoptose haben (Owen et al., 2002). 



Hhex wird in der RTCGD von Copeland unter dem Namen Lvis1 29-mal als T-Zell-

Onkogen (Akagi et al., 2004) aufgelistet. 

5.2.2.2 Tnfsf10 (hTRAIL) 
Tnfsf10 kommt nur in der 1. Kohorte von mtCD34 vor und gehört zur Familie der sog. 

Tumor-Nekrose-Faktoren. Der Name spricht für die Beziehung der TNF-Familie und 

der Krebstherapie. Die Entdeckung von Brunes vor über 100 Jahren, dass manche seiner 

Infektion hatten, ebnete den Weg zu ihrer Entdeckung. Später fand man 

. e

FASL, treiben diese Zellen hingegen in Apoptose und vermitteln die Apoptose 

induzierenden Effekte von NK- und zytotoxischen T-Zellen gegen virusinfizierte oder 

transformierte Zellen (Ashkenazi, 2002). Die TNF-Familie spielt auch eine Rolle bei 

der Differenzierung von Geweben und Organen außerhalb des lymphatischen Systems. 

Beispiele hierfür sind die Haut und der Knochen. 

Die meisten TNF-Rezeptoren antworten auf die Bindung des Liganden mit einer 

transmembranen Signaltransduktion. Sie bilden zwei Gruppen, von denen eine einen 

sog. Todesrezeptor (DR) besitzt (Ashkenazi et al., 1998). Die Rezeptoren mit der 

Todesdomäne interagieren mit Adaptermolekülen, die ihrerseits mit Effektorproteinen 

in Wechselwirkung treten. Einer dieser Adapter ist der sog. FADD, der über Kaspasen 

die Apoptose initiiert. Ein anderer, namens TRADD, stimuliert sog. Kinasen, protein-

phophorylierende Proteine, die schließlich für die Entzündungsreaktion zuständige 

Gene stimulieren. TRADD kann jedoch auch über FADD die Apoptose induzieren. 

TNF wird von vielen Zellen hergestellt, u. a. von Monozyten/Makrophagen sowie B-, 

T- und NK-Zellen, was seine immunmodulierende Funktion unterstreicht. Auf zellulärer 

Ebene ist der TNF v. a. für die Trankription von entzündungsfördernden Molekülen, 

wie Il-1, -6 und -8 zuständig. Seine Überproduktion kann jedoch 

Patienten spontane Remissionen bei ihrem Krebs hatten, nachdem sie eine akute 

bakterielle 

heraus, dass es in Mäusen mit Krebs, die mit dem Serum von bakteriell infizierten 

Mäusen behandelt wurden, zu einer Nekrose des Tumors kam (O´Malley et al., 1968). 

TNF-Liganden wirken hauptsächlich auf das Immunsystem, sowohl auf das angeborene 

wie auf das erworbene (Locksley et al., 2001). Einige der Liganden, wie z. B. TNFα 

stimulieren nach bakterieller Infektion die Entzündungsreaktion. Andere regulieren 

spezifische zelluläre oder humorale Funktionen. Auch die Bildung der Lymphorgane, 

die Stimulierung und das Überleben der B- und T-Zellen fallen hierunter  Ligand n, wie 
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Autoimmunkrankheiten, wie Morbus Crohn und rheumatidoide Arthritis, verursachen, 

gegen die auch TNF-Antikörper therapeutisch eingesetzt werden.  

n eignet sich TNF nicht zur intravenösen Gabe. Es Aufgrund systemischer Wirkunge

wird jedoch bei nicht resezierbarem Sarkom in einem Bein zusammen mit Melphalan 

ausschließlich peripher angewandt. In einer Studie konnte so 71 % der Patienten eine 

Amputation erspart werden (Eggermont et al., 2000). Das Gen wurde vor knapp 10 

Jahren als TRAIL (Tumornecrosis Related Apoptosis Initiating Ligand) kloniert (Wiley 

et al., 1995). Es liegt beim Menschen auf dem Chromosom 3q26 und löst Apoptose 

bevorzugt in transformierten Zellen aus (Walczak et al., 2000). Auch trägt dieses 

Molekül zum Untergang von AML-Zellen bei Therapie mit sog. Histon Deacetylase 

Inhibitoren bei (Nebbioso et al., 2005). Zurzeit wird Tnfsf10 in gentherapeutischen 

Studien als Transgen zur Behandlung des kolorektalen Karzinoms verwendet (Liu et al., 

2005).  

5.2.3 Gene bei mfCD34 

5.2.3.1 Runx3 
Runx3 kommt in einer Maus der 2. Kohorte als RVIS vor. 

Onkogene und Tumorsuppressorgene regulieren die Entwicklung und Differenzierung 

von Zellen und Geweben (Ito et al., 2004). Sind sie defekt, begünstigen sie die 

Entstehung von Krebs (Bishop 1983). Die Runt-Familie (Runx) besteht aus 3 Genen, 

Runx1, -2 und -3, die eine wichtige Rolle in der Entwicklung spielen und bei der 

Entstehung von einigen Krebsarten involviert sind. Sie kodieren für eine α- und eine β-

Untereinheit, die zusammen einen heterodimeren Transkriptionsfaktor bilden, den sog. 

Core Binding Factor (CBF) (s. Kap 5.1.1.6). Dieser interagiert mit dem MLV-

Retrovirus. Man fand heraus, dass Runx/Aml1 auf dem Chromosom 21 und durch die 

Translokation t(8;21) zur Entstehung der akuten myeloischen Leukämie beiträgt (s. 

Kap. 1.2.2., 1.2.6). 

Runx1 wird für die Hämatopoese benötigt und trägt möglicherweise zur Entwicklung 

der hämatopoetischen Stammzelle aus der Endothelzelle bei (North et al., 1999). 

Außerdem ist Runx1 essentiell, damit aus myeloischen Progenitorzellen Granulozyten 

hervorgehen können (Tanaka et al., 1995). Sein Mangel führt zum 

Differenzierungsblock und zur Zellproliferation (Zhang et al., 1997).  
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Runx2 spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung des Knochens (Ducy et al., 1997). 

Er wird zur Reifung der Osteoblasten benötigt (Komori et al., 1997). Bei Mäusen 

konnte darüber hinaus ein onkogenes Potential nachgewiesen werden. Außerdem trägt 

er bei transgenen Mäusen, die c-Myc ektop exprimieren zur Entstehung von T-Zell-

Leukämie bei (Steward et al., 1997). 

Runx3 wird in vielen Geweben exprimiert und hat eine wichtige Funktion bei der 

Entwicklung von dendritischen und mononukleären Zellen (s. Abbildung 10). Es ist an 

der Entstehung von Magenkrebs beteiligt. Es wird ferner u. a. für die Reifung von CD8+ 

T-Zellen (Woolf et al., 2003) und die Repression von CD4+ T-Zellen benötigt (Taniuchi 

et al., 2002). Dendritische Zellen können in Abwesenheit von Runx3 Antigene nicht 

mehr erkennen (Fainaru et al., 2004).  

Einige Labore haben durch die retrovirale Insertionsmutagenese Runx1 und Runx3 als 

kooperierende Gene identifiziert. Sie scheinen interessanterweise eher als Onkogene, 

denn als Tumorsuppressorgene in diesem System zu wirken. Interessanterweise findet 

dieses Gen sich auch 5-mal in der RTCGD von Copeland unter dem Namen Si9 

vertreten (Akagi et al., 2004), was auf seine wichtige Rolle als Onkogen schließen lässt. 

5.2.3.2 Hic  
Das sog. Hypermethylated-in-cancer-Gen (Hic) ist ein Tumorsuppressorgen und kam 

einmal in der 1. Kohorte der mfCD34 vor. Beim Menschen liegt es 5´ von dem p53-Gen 

auf dem Chromosom 17, bei der Maus auf Chromosom 11 zusammen mit anderen 

Protoonko- und Tumorsuppressorgenen, wie z. B. dem sog. Ovarian Cancer Gen.  

Es wurde durch die Tatsache entdeckt, dass es bei Brust- (Cornelis et al., 1994) und 

Ovarialkrebs (Sakamoto et al., 1996) häufig zur Deletion des Chromosoms 17p distal 

von p53 kam. Aus diesem Grund wurden einige Untersuchungen durchgeführt, um zu 

sehen, ob es andere potentielle Onkogene und/oder Suppressorgene auf diesem 

Abschnitt gibt. Die DNA-Hypermethylierung, die mit vielen Krebsarten in 

Zusammenhang gebracht wird, erlaubte eine positionelle Klonierung dieses Lokus 

(Makos-Wales et al., 1995). Hic1 kodiert für einen BTB/POZ Zinkfinger-

Transkriptionsrepressor, der in vielen Geweben physiologisch vorkommt und in einigen 

Tumorzellen aufgrund von sog. Hypermethylierung nur schwach exprimiert wird 

(Wales et al., 1995). 

BTB/POZ kann ein Homo- oder ein Heterodimer mit anderen Faktoren, wie Aml-Eto1 

(Lutterbach et al., 1998), Rb (Brehm et al., 1998) und Bcl6 (Seyfert el al., 1996) bilden. 
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Er scheint an der Entstehung von einigen Tumoren beteiligt zu sein, u. a. beim 

 al., 1997), B-Zell-Lymphom (Seyfert el al., 

Zusammen

e auf eine 

Medulloblastom (Steichen-Gersdorf et

1996) und auch beim dem sog. Miller-Dieker-Syndrom. Der Patient leidet hier unter 

einer Fehlbildung des Gehirns (Lissenzephalie) und damit unter einer schweren 

körperlichen und geistigen Beeinträchtigung (Stankovic-Valentin et al., 2006). Diese 

Erkrankung beruht auf einer mangelnden Migration der Neuronen an die Oberfläche des 

Gehirns, so dass es zur sog. Agyrie, einem glatten Gehirn, kommt.  

Auch dieses Gen findet sich in der RTCGD von Copeland dreimal vertreten (Akagi et 

al., 2004). 

fassend lässt sich sagen, dass die Arbeit im wesentlichen die Ergebnisse von 

Kustikova reproduziert (Kustikova  et al., 2005 und 2007). Da die Zahl der analyisierten 

Integrationen für eine statistische Analysen zu klein ist, wird auf die IDDb verwiesen. 

Auch ist es wahrscheinlich, dass nicht alle getroffenen Gene zu einer induzierten 

klonalen Dominanz geführt haben. Schliesslich setzt sich der Klon trotz Insertion bei 

potentiell wichtigen Genen (Hic) nicht immer durch, was möglicherweis

ood 2008).             wichtige Rolle der Zielzelle schliessen lässt (Newrzela et al., Bl
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6 Zusammenfassung 

In dieser Arbeit wurde das Insertionsverhalten von retroviralen Vektoren in murinen 

hämatopoetischen Stammzellen nach serieller Knochenmarktransplantation untersucht. 

Dieses Projekt diente dazu, den wechselseitigen Einfluss zwischen den sog. Retroviral 

Insertions Sites (RVIS), eingebrachten Transgenen und den Wirtsfaktoren während der 

Insertionsmutagenese besser zu verstehen. Es war in vorangegangenen Versuchen von 

unserem Labor gezeigt worden, dass retrovirale Genmarkierung sowohl in maligner 

Transformation als auch in sog. induzierter klonaler Dominanz resultieren kann. Von 

Letzerer wird angenommen, dass sie nicht maligne ist und lediglich auf de

vorteil von einigen Zellklonen zurückzuführen ist, da bislang keine 

n 

Merkmale v

tum und die 

die physiol

die jeweils 

als Kontrolle kodierten. Die serielle KMT diente u. a. dazu, den Beobachtungszeitraum 

zu verlängern, als auch die Klone einem künstlichen Stress zu unterwerfen und so den 

Selektionsdruck auf langzeitrepopulierende Stammzellen zu erhöhen. Es wurden drei 

Kohorten mit den Transgenen mfCD34, mtCD34 und EGFP mit je sechs Mäusen nach 

unserem etablierten Protokoll seriell transplantiert. Wie in früheren Ergebnissen aus 

unserem Labor konnten Insertionen in Genen, die in den Zellzyklus als auch in die sog. 

Selbsterneuerung involviert sind, nachgewiesen werden. Beispiele hierfür sind: Core-

binding factor a group member (Cbfa2t3h), runt-related Runx3, Ras p21 protein 

activator 4 (RasA4), Hematopoietically expressed homeobox (Hhex) or FBJ 

Osteosarcoma Oncogene B (Fosb). Es wurden gemeinsame Insertionsstellen, sog. 

Common Insertion Sites (CIS), innerhalb der drei Kohorten als auch mit der viel 

größeren Insertional Dominance Database (IDDb) gefunden. Obwohl die Kohorten 

klein waren, konnten Unterschiede im Insertionsverhalten der jeweiligen Vektoren 

gefunden werden, deren Abklärung weitergehender Untersuchung bedarf. Die 

Überlebens

on Malignität in dieser Population gefunden werden konnten. Ursächlich für 

die induzierte klonale Dominanz ist wahrscheinlich die sog. Insertionsmutagenese, d. h. 

einzelne Vektoren inserieren in der Nähe von Genen, die für das Zellwachs

zuständig sind und führen in dem betroffenen Klon zu Dysregulation. Um Zellteilung 

ogische Funktion von CD34 sowie den Einfluss eines unterschiedlichen sog. 

Vektor-Rückgrats auf das Insertionsverhalten von Retroviren zu untersuchen, wurde 

eine analoge serielle Knochenmarktransplantation (KMT) mit Vektoren durchgeführt, 

für murine full length (mf) und murine truncated (mt) CD34 sowie für EGFP 
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Identifikation von einigen potentiellen sog. Stemness-Genen sollte nicht nur ein 

llbiologie ermöglichen, sondern langfristig auch die 

plifikation von 

besseres Verständnis der Stammze

Entwicklung von neuen Stammzelltherapien, wie z. B. der ex vivo Am

hämatopoetischen Stammzellen. 
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