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Abstract

In chronic myelogenous (CML) and chronic eosinophilic leukemia (CEL), neoplastic cells spread via the circulation into
various extramedullary organs. As E- and P-selectin constitute the starting point for the leucocyte adhesion/invasion
cascade, and CEL and CML cells share many properties with normal granulocytes, we investigated the role of these selectins
in CEL and CML cell expansion and organ invasion in a xenotransplantation model using scid mice. Using two human
leukemic cell lines (EOL-1 and K562), we were able to show that E- and P-selectins mediate leukemia cell tethering and
adherence in a laminar flow assay. While E-selectin binding depended on sialylated carbohydrate moieties, P-selectin
binding was completely (K562) or partially (EOL-1) independent of these carbohydrates indicating the involvement of non-
canonical selectin ligands. In a xenograft model in scid mice, both cell lines invaded the bone marrow and other organs,
formed chloromas, and ultimately produced an overt leukemia. In contrast, in E- and P-selectin knockout scid mice, the cells
failed to show engraftment in 8 out of 10 animals and even if they did engraft, they produced only little organ invasion and
chloroma formation. Together, these data suggest that E- and P-selectins play an important role in leukemic dissemination
in CML and CEL.
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Introduction

Chronic myelogenous leukemia (CML) is a clonal hematopoi-
etic neoplasm with an annual incidence of 1-2 per 100,000
comprising 5-10% of all cases of myeloid leukemias. In the
chronic phase of CML, the malignant clone is largely dependent
on BCR-ABL kinase activity [1,2,3,4]. In line with this assump-
tion, the disease can be successfully treated with BCR-ABL
tyrosine kinase inhibitors (TKI) such as imatinib [5,6]. However,
many patients relapse after discontinuation of TKI therapy, even
after having entered a complete molecular response [7,8]. This
phenomenon is best explained by resistance of leukemic stem cells
(LSC) that are often quiescent cells and therefore cannot be all
eliminated by TKI treatment [9,10,11]. These LSC reside in bone
marrow stem cell niches where they occasionally enter the organ’s
micro-circulation before being spread into the blood to enter new
survival niches in the bone marrow and in various extramedullary
organs [12,13,14].

Chronic Eosinophilic Leukemia (CEL) is a rare myeloprolifer-
ative neoplasm characterized by clonal expansion of eosinophils
and typical organ damage [15,16,17,18]. The neoplastic eosino-
phils in CEL often display PDGFRA fusion genes, resulting in
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constitutive tyrosine kinase activity [19,20,21]. Like CML, the
disease can be successfully treated with imatinib [18,22,23].

Although CEL and CML LSC populate the entire bone
marrow and also other vascularized organs over time, not much is
known about the molecular mechanisms that are involved in the
dissemination and homing processes underlying LSC' dissemina-
tion through the blood stream in these leukemias.

Recent xenograft experiments indicated that E- and P-selectin
play a major role in the metastatic cascade of colon and breast
cancer [24,25]. These studies suggest that cancer cells mimic the
adhesion cascade of leukocytes to emigrate from the bloodstream
in which they are unable to survive. As cancer cells use the same
mechanisms as leukocytes do to leave the bloodstream, it seems
obvious that leukemic cells which are malignant counterparts of
normal leukocytes use the same mechanism to translocate from the
circulation into tissues in various organs. Additionally, it was
recently demonstrated that E-selectin is a crucial component of a
hematopoietic stem cell (HSC) niche in the bone marrow, with E-
selectin regulating HSC dormancy and self-renewal [26].

In the present study, we analyzed factors that may underlie the
dissemination of CEL and CML cells during the dissemination
step of disease evolution. As the leukocyte adhesion cascade is
generally considered to start with the selectins [27] and E-selectin
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is part of a HSC niche which might be a potential LSC niche as
well [26], we chose to use a recently established xenograft model of
human CEL [28] to investigate the behavior of CEL and CML
cells in E- and P-selectin deficient scid mice.

Materials and Methods

Cell Culture
The CEL cell line EOL-1, the CML cell line K562 (DSMZ,
Braunschweig, Germany) and the control, pancreatic adenocarci-

noma cell line PaCa 5061 (characterized in [29]) were cultured as
previously described [28,29].

Animal Experiments

The methodology for carrying out the animal experiments was
consistent with the UKCCR guidelines for the welfare of animals
in experimental neoplasia [30]. The experiment was recom-
mended and supervised by the institutional animal welfare officer
and approved by the local licensing authority (Behorde fiir
Soziales, Familie, Gesundheit, Verbraucherschutz; Amt fir
Gesundheit und Verbraucherschutz; Billstr. 80, D-20539 Ham-
burg, Germany) under the project no. G10/55.

All animals used were pathogen-free Balb/c severe combined
immunodeficient (scid) or E-selectin —/— and P-selectin —/—
scid mice (previously described [24]) aged 9-14 weeks with a
weight of 25-30 g at the beginning of the experiments. The mice
were housed in filter-top cages, provided food and water ad
libitum and their condition was monitored daily. Apart from
visible chloroma and paraplegia, the general condition of the
animals was evaluated by a standardized in house scoring system
based on movement/behavior, weight development, food and
water intake and fur condition. The mice were killed by cervical
dislocation after having been anesthetized by intraperitoneal
injection of a weight-adapted dose (10 pl/g bodyweight) of a
mixture of 1.2 ml Ketamin (Graub AG, Bern, Switzerland), 0.8 ml
Rompun (Bayer AG, Leverkusen, Germany) and 8 ml saline.

Flow Cytometry

Unconjugated antibodies against sialyl Lewis a/CA19-9 (Ab-
cam), Cutaneous Lymphocyte Antigen (HECA-452), sialyl Lewis
x/CD15s (CSLEX1) BD Biosciences, Heidelberg, Germany) and
corresponding mouse IgM or rat IgM isotype control, respectively
(Dako, Glostrup, Denmark), were detected with allophycocyanin
(APC) conjugated goat anti-mouse Ig (BD Biosciences).

Cells were analyzed using a FACSCalibur cytometer (BD
Biosciences). For assessment of E- and P-selectin binding on
human tumor cells, E- and P-selectin chimeric proteins (R&D,
Wiesbaden, Germany) were complexed by incubation with goat
anti-human IgGl-biotin (Sigma Aldrich, Hamburg, Germany)
and subsequent addition of phycoerythrin (PE, Dako) or APC (BD)
conjugated streptavidin before staining.

Neuraminidase treatment experiments were performed by
incubating the cells in PBS with or without 10 mU Neuraminidase
from C. perfringens (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) for
1 h at 37°C prior to staining.

Laminar Flow Adhesion Assay

Laminar flow experiments were performed as previously
described [31]. Applied shear rates were 0.25 dyn/cm”® and
0.5 dyn/cm?.
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Xenograft Mouse Model of Human CEL and CML using
EOL-1 Cells and K562 Cells

The experiment was carried out with 10 scid and 10 E-selectin
—/—, P-selectin —/— scid mice in each group. For injection,
EOL-1 cells or K562 cells were washed and resuspended in saline
at 2x107 cells per ml. All mice received an intravenous injection of
2x10° EOL-1 or K562 cells (in 100 pl saline), respectively. The
animals were controlled for development of symptoms of leukemia
and/or visible chloroma each day. Mice with severe symptoms (in
most cases apathy or paraplegia) were euthanized immediately.

Immunohistochemistry
Immunohistochemistry using sections of paraffin-embedded
tissues was carried out as previously described [28,32].

DNA Extraction and Real-time PCR for Detection of
Human Leukemic Cells

DNA extraction from murine blood and quantification of
human leukemia cells by real-time polymerase chain reaction
(PCR) were performed as previously described [33]. For the
quantification of human leukemia cells from bone marrow, 60 ng
of DNA isolated from the animals’ bone marrow were used as
template.

Statistical Analyses

Statistical Analyses (Log-rank tests for the Kaplan Meier
survival curves and Mann Whitney tests for leukemia cell numbers
in blood and bone marrow) were performed using GraphPad
Prism 5 (GraphPad, La Jolla, CA, USA). Tests used are given for
each P value in the results section. Results were considered
statistically different when the P value was below 0.05.

Results

Selectins Bind to Human CEL and CML Cells

Binding of human E- and P-selectin to the human cell lines
EOL-1 and K562 was investigated by flow cytometry. EOL-1 cells
were found to bind to human E-selectin (Figure 1A) and human
P-selectin (Figure 1B). K562 cells displayed weak human E-
selectin binding (Figure 1C) and moderate human P-selectin
binding (Figure 1D).

To investigate whether E- and P-selectin mediate tethering or
adherence of human CEL and CML cells under shear stress (more
closely reflecting i vivo conditions than the static incubation in the
flow cytometry experiments), laminar flow adhesion experiments
with both cells lines, EOL-1 and K562, were performed. Flow
channels were coated with human and murine selectins, respec-
tively.

Both cell lines showed only weak adhesion to human and
murine P-selectin. K562 cells displayed a similarly weak adhesion
to both human and murine E-selectin (Figure 2A), while EOL-1
cells showed a stronger adhesion to human and murine E-selectin
than the K562 cells.

Both cell lines showed only weak tethering in (human and
murine) P-selectin coated channels. Almost no tethering EOL-1
cells were observed in channels coated with human or murine E-
selectin, whereas K562 cells displayed strong tethering on human
and murine E-selectin (Figure 2B).

Selectins are Essential in Leukemia Cell Engraftment in a
Xenograft Model of Human CEL with EOL-1 Cells

Two wt mice injected with EOL-1 cells were found dead one
day after injection and were excluded from further analyses. All
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Figure 1. Human EOL-1 cells and K562 cells bind to E- and P-
selectin in vitro. Binding of human E- and P-selectin to human CEL
and CML cells was analyzed by flow cytometry. Given in the histograms
are the fluorescence signal (FL-1 for AlexaFluor488 or FL-2 for
phycoerythrin) and event number, selectin binding is represented by
the filled curves, controls by the open curves. Cell lines and selectins
used were: EOL-1 and human E-selectin (A), EOL-1 and human P-
selectin (B), K562 and human E-selectin (C) and K562 and human P-
selectin (D). All experiments were repeated twice, representative results
are shown.

doi:10.1371/journal.pone.0070139.g001

remaining wt animals injected with EOL-1 cells developed varying
symptoms of eosinophilic CEL, i.e. cachexia, apathy, palpable
tumors/chloroma (Figure 3A) and/or paraplegia, and had to be
euthanized after 26 to 34 days (median 32 days, Figure 4A). This
part of the experiment was therefore terminated after 53 days.
One mouse of the corresponding k.o. group had to be euthanized
after 32 days due to paraplegia (without any further signs of CEL).
The animal showed 1605 EOL-1 cells/ml blood, however,
necropsy revealed no signs of chloromas and no EOL-1 cells
were found in histology. On day 53 only one animal of the k.o.
group showed a palpable subcutaneous tumor on the back, but
displayed no further signs of CEL and, correspondingly, no
median survival can be given for the k.o. group (Figure 4A). The
resulting survival curves of the wt and k.o. animals for EOL-1 were
significantly different (P<<0.0001, Log-rank test).

Necropsy and histology revealed multiple organ involvement in
the wt group: various animals developed solid chloromas located
at the spine (animals showed corresponding paraplegia), in the
peritoneum and/or the thorax and showed infiltrations of EOI-1
cells in the bone marrow, liver and/or lung. In the k.o. group, only
three animals developed small chloromas in the thorax and only
two of these mice showed infiltrations of EOI-1 cells in the liver.
No further infiltrations by EOL-1 cells were found in any of the
other animals of the k.o. group. Quantitative real time PCR (qRT-
PCR) showed a significantly reduced number of EOL-1 cells in the
k.o. animals’ blood at the time of death (median of 7.8 EOL-1
cells/ml blood in the k.o. group, range 0 to 2210 cells/ml)
compared with the wt group (median of 32950 EOL-1 cells/ml
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blood, range 1895 to 3.41x10° cells/ml); P<<0.0001, Mann
Whitney test; (Figure 4B).

Summarized, injection of EOL-1 cells caused massive organ
infiltration by leukemia cells, chloroma development and massive
presence of EOL-1 cells in the animals’ blood in the selectin
competent mice. In contrast, small chloromas developed in 30% of
the selectin deficient animals, organ infiltration (only liver) was
observed in 20% of the selectin deficient mice and only few
leukemia cells were detected in their blood. These data suggest an
essential effect of the selectins on CEL cell engraftment.

Selectins are Essential in Leukemia Cell Engraftment in a
Xenograft Model of Human CML with K562 Cells

In mice xenografted with K562 cells, 8 out of 10 animals of the
wt group had to be euthanized at some time point during the
experiment (it was terminated after 56 days, Figure 5A). All of
these animals had developed varying symptoms of CML, i.e.
cachexia, apathy, palpable tumors/chloromas (Figure 3B). In
these mice, no paraplegia was observed. Using qRT-PCR, varying
amounts of K562 cells were found in these animals’ blood and in
the bone marrow of all mice but one. Additionally, six of these
animals showed visible facial tumors/chloromas. Two mice had
not developed any symptoms until day 56 and both animals did
not show any chloromas although a low amount (14.5 cells/ml) of
K562 cells was detected in the blood of one of the two mice by
qRT-PCR. Additionally, K562 cells were found in this animal’s
lung using immunohistochemistry. Thus, only one animal (10%) of
the wt group showed no signs of engraftment until the end of the
experiment.

In the selectin k.o. group, only two animals developed
symptoms of CML until day 56 and had to be euthanized
(Figure 5A). These two mice were the only ones in this group that
displayed facial tumors and other chloromas and were gRT-PCR
positive for K562 cells in blood and bone marrow.

Summarized, JRT-PCR results were: Median of 268.8 cells/ml
blood (range 0 to 28657 cells) in the wt group compared with a
median of 0.2 in the k.o. group (range 0 to 7237 cells) (Figure 5B).
This difference was significant (P =0.0068, Mann Whitney test). In
the bone marrow of the wt mice, a median of 243 cells/60 ng
template DNA was detected (range 0 to 122047 cells) compared
with a median of 0 cells/60 ng template DNA (range 0 to 5112
cells) in the selectin k.o. group (Figure 5C). Again, this difference
was significant (P =0.0089, Mann Whitney test).

Injection of K562 cells caused massive organ infiltration by
leukemic cells, chloroma development and presence of K562 cells
in the blood of 90% of the animals in the selectin competent mice.
In the selectin deficient animals, only 20% of these mice developed
chloromas and showed signs of bone marrow infiltration and only
very few leukemic cells were detected in their blood. No further
infiltration of other organs was observed in any of the selectin
deficient animals. These data suggest an essential effect of the
selectins on CML cell engraftment.

Detection of Selectin Ligands on CEL and CML Cell Lines

In order to identify the E- and P-selectin ligands on cells of the
human CEL and CML cell lines, selectin binding after (pre)incu-
bation of cells from culture with potentially inhibiting antibodies
was measured by flow cytometry. The selectin binding human
pancreatic carcinoma cell line PaCa 5061 was used as a positive
control [34].

Of the described selectin ligands, EOL-1 cells displayed only a
small subpopulation of sialyl Lewis a (CA19-9) positive cells
(3.7%), but were highly positive for sialyl Lewis x (CDI15s),
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Figure 2. Human EOL-1 cells and K562 cells cells show tethering and adhesion to E- and P-selectin in laminar flow assays. Interactions
of human CEL and CML cells from culture under laminar flow (0.25 dyn/cm?) in selectin coated channels. The cell lines EOL-1 and K562 were tested for
adherence (A) or tethering (B). Given are the numbers and corresponding standard deviations of adhering and tethering cells, respectively. Channels
were coated with human E-selectin (E), human P-selectin (P), murine E-selectin (mE) or murine P-selectin (mP). No adhering or tethering cells were
observed in Fc control coated channels. All experiments were done in triplicates.

doi:10.1371/journal.pone.0070139.g002

whereas K562 cells were negative for both (Figure 6). Both cells Antibodies against sialyl Lewis x (CD15s, Figure 7A) and sialyl
lines were positive for CD162 (PSGL-1). Lewis a (CA19-9, Figure 7B) did not inhibit E- and P-selectin
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Figure 3. Human CEL and CML cells can be clearly detected by immunohistochemistry in the tissues of the scid mice. A: Tissue section
of an EOL-1 chloroma of selectin wt scid mouse. Immunohistochemical staining for human HLA-DR in red. B: Tissue section of a K562 chloroma of a
wt scid mouse. Immunohistochemical staining for human mitochondria in red.

doi:10.1371/journal.pone.0070139.g003

binding to EOL-1 and K562 cells although anti-CA19-9 (and not cells as previously described [34]. Even the monoclonal antibody
anti-CD15s) did completely block E-selectin binding to PaCa 5061 HECA-452 which has a broader specificity (CA19-9 and CD15s
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Figure 4. Xenograft model of CEL with the human cell line EOL-1 in wild-type and E- and P-selectin knockout scid mice. Selectin
deficiency dramatically increases survival of the animals after injection of 2x10° EOL-1 cells and decreases the number of leukemia cells in the blood.
A: Kaplan-Meyer survival curve for wild-type (wt, selectin competent, 8 animals, grey curve) and selectin knockout (k.o., E-and P-selectin deficient, 10
animals, black curve). The percentage of surviving animals on a given day is shown. The experiment was terminated after 53 days. Median survival
after transplantation was: wt 32 days, k.o. not reached. The curves were significantly different, ***: P<<0.0001 (Log-rank test). B: Human EOL-1 cells in
the animals’ blood at the time of death as determined by quantitative real-time PCR. Selectin competent (wt, 8 animals) are compared with E- and P-
selectin deficient mice (k.o., 9 animals). Given in the box plot are the median (line), highest and lowest number of EOL-1 cells per ml of the animals’
blood (whiskers) and upper and lower quartile (box). Median cell number per ml blood was 32950 for the wt group and 7.8 for the k.o. group. The
difference between the groups was significantly different, ***: P=0.0002 (Mann Whitney test).

doi:10.1371/journal.pone.0070139.g004

among other carbohydrate moieties) had no inhibitory effect on E- not to K562 (Figure 7A), whereas E-sclectin binding to both cell
and P-selectin binding to the CEL and CML cells, but blocked E- lines was not influenced by anti-CD162 (not shown).
selectin binding to PaCa 5061 cells (not shown). An antibody As we were unable to confirm that the described selectin ligands

against CD162 (PSGL-1) blocked P-selectin binding to EOL-1, but sialyl Lewis a and sialyl Lewis x played any role in selectin binding
to the CEL or CML line used in our experiments, we treated the

PLOS ONE | www.plosone.org 6 July 2013 | Volume 8 | Issue 7 | 70139
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tation was: wt 48.5 days, k.o. not reached. The curves were significantly
different, **: P=0.0085 (Log-rank test). B: Human K562 CML cells (given
in cells/ml) in the animals’ blood at the time of death as determined by
quantitative real-time PCR (qRT-PCR). Selectin competent (wt, n=10)
compared with E- and P-selectin deficient mice (k.o., n=10). Given in
the box plot are the median (line), highest and lowest number of K562
cells per ml of the animals’ blood (whiskers) and upper and lower
quartile (box). Median cell number per ml blood was 268.8 for the wt
group and 0.2 for the k.o. group. The difference between the groups
was significantly different, **: P =0.0068 (Mann Whitney test). C: Human
K562 CML cells in the animals’ bone marrow at the time of death as
determined by qRT-PCR (given in cells/60 ng template DNA). Given in
the box plot are the median (line), highest and lowest number of K562
cells (whiskers) and upper and lower quartile (box). Median cells per
60 ng template DNA in the wt group were 243 compared with 0 cells in
the k.o. group. This difference was significant, **: P=0.0089 (Mann
Whitney test).

doi:10.1371/journal.pone.0070139.9g005

cells with neuraminidase (sialidase) to investigate whether
sialylated carbohydrate moieties were involved in selectin binding
at all. Treatment with neuraminidase abolished E-selectin binding
to both EOL-1 and K562 cells and considerably reduced P-
selectin binding to EOL-1 cells. However, P-selectin binding to
K562 cells was not affected by neuraminidase digestion

(Figure 7C).

Discussion

This study was undertaken to analyze the functional role of E-
and P-selectin in the process of leukemic dissemination in CML
and CEL. Both cell lines used bound to E- and P-selectin fusion
proteins: This binding was more intense in EOL-1 cells (moderate
to E- and strong to P-selectin) compared to K562 (weak to E- and
moderate to P-selectin) and interacted with the selectins under
laminar flow conditions. The pathophysiological role of selectin
binding could be verified i vivo: E- and P-selectin deficient mice
showed dramatically increased survival and little organ infiltration
and chloroma formation were observed compared with wt mice.
Additionally, there were only few to no circulating leukemia cells
in the selectin deficient animals’ blood. These observations
indicate that E- and P-selectin play an important role in organ
infiltration and chloroma formation by CEL and CML cells. Flow
cytometric analysis in earlier xenograft experiments with EOL-1
cells showed that nearly all cells vanish from the murine
bloodstream after intravenous injection and reappear in the blood
about 28 days later [28]. Thus, the human leukemia cells
obviously left the bloodstream to home into at least one type of
survival niche in the murine organism (in the bone marrow and/or
other organs). Whether this niche is similar or identical to the
Leukemia Stem Cell (LSC) niche [35,36] and whether the
leukemia cells can establish LSCs in the animals, is a highly
pertinent question that can be studied @ vivo in this model.
However, it should be stated that the model applied here
employed human cell lines and that cell line-specific LSC may
differ from primary LSC in patients regarding their biology and
expansion.

Obviously, the leukemia cells were unable to survive in the
bloodstream for extended periods of time: In the selectin k.o.
animals where the leukemia cells’ ability to leave the bloodstream
and enter the organs was impaired, only a minority of the mice
showed any sign of tumor cell engraftment at all. This might imply
a dynamic situation in human patients as well, with leukemia cells
that may constantly be redistributed from and into the bone
marrow (and probably also other organs) and adhesion receptors
such as E- and P-selectin may play an important role in this
redistribution process. Thus, the selectins might be involved in the
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CA19-9. The cells were either completely negative or more than 95% positive for the other ligands. All experiments were repeated twice,

representative results are shown.
doi:10.1371/journal.pone.0070139.9g006

spread of LSC to new sites in the bone marrow and other organs.
Recently, it has been suggested that LSC in acute myelogenous
leukemia use the circulation to reach these new sites where they
utilize selectins, integrins and other molecules of the leukocyte
cascade to leave the bloodstream and subsequently enter their
niche again [14]. For hematopoietic stem cells (HSCs) at least two
survival niches exist in the bone marrow, as the HSCs are either
associated with sinusoidal endothelium or endosteum [37].
Recently, it was demonstrated, that E-selectin is part of the
sinusoidal endothelial survival niche itself and that the selectin
regulates dormancy and self-renewal of HSCs [26]. If these
findings also apply to the survival niche(s) of the EOL-1 and K562
leukemia cells, the selectin deficiency could have effects on both
niches: The injected leukemia cells would have a drastically

PLOS ONE | www.plosone.org

reduced probability of reaching the endosteal survival niche as
their ability to leave the bloodstream (adherence to and crossing of
the endothelium) is impaired. In the sinusoidal endothelial niche,
the lack of E-selectin might prevent the leukemia cells from self-
renewal/proliferation. As a result of these two effects, the overall
number of leukemia cells in the animals’ bone marrow and blood
could have dropped below the detection threshold. Due to the
selectin deficiency, the few leukemia cells escaping dormancy in
the endothelial niche of the k.o. mice would again encounter great
difficulties leaving the bloodstream to invade organs or establish
chloromas. Future experiments will have to answer the question if
(and then to what extent) a dormancy effect similar to the one
described for HSCs [26] is involved in the effects of selectin
deficiency in our xenograft model.
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Figure 7. Inhibition of selectin binding to human CEL and CML cells by monoclonal antibodies and neuraminidase treatment as

determined by flow cytometry. A: Blocking of P-selectin binding by (pre)incubation with monoclonal antibodies against CD15s and CD162. Filled
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curves in the histograms represent incubation of the leukemia cells with isotype control, open curves represent incubation with the respective
specific antibody. The only observed inhibitory effect was caused by anti-CD162 on EOL-1, but not on K562 cells. B: Blocking of E-selectin binding by
(pre)incubation with monoclonal antibodies against CA19-9. Filled curves in the histograms represent incubation of the cells with isotype control,
open curves represent incubation with the specific antibody. The only observed inhibitory effect by anti-CA19-9 was observed on PaCa 5061
pancreatic adenocarcinoma cells (positive control). C: Binding of selectins to the leukemia cells after neuraminidase treatment. Filled curves in the
histograms: selectin binding without neuraminidase incubation (positive control); open curves, black: selectin binding to neuraminidase treated cells;
open curves, grey: negative controls. Neuraminidase treatment abolished E-selectin binding to both cell lines and reduced P-selectin binding to EOL-
1 but not to K562 cells. All experiments were repeated twice, representative results are shown.

doi:10.1371/journal.pone.0070139.9g007

With the exception of CD162, we were not able to identify the
E- and P-selectin ligands on the surface of the leukemia cell lines
used in our experiments by inhibition with monclonal antibodies
specific for published selectin ligands. Only an anti-CD162
(PSGL-1) antibody inhibited P-selectin binding to EOL-1, but
not to K562 cells. Surprisingly, antibodies specific for sialyl Lewis a
(CA19-9) and sialyl Lewis x (CSLEX1) and the antibody HECA-
452 (recognizing both carbohydrate moieties) were unable to
inhibit E- or P-selectin binding to EOL-1 and K562 cells (which
had to be expected in the latter case as K562 cells are negative for
sialyl Lewis a and x). In contrast, the antibody against sialyl Lewis
a inhibited E-selectin binding to the pancreatic adenocarcinoma
cell line PaCa 5061 (used as positive control), as described earlier
[34]. It has been known for decades that the presence of sialyl
Lewis x alone is not sufficient for a protein to function as a selectin
ligand [38] and it has been shown recently that binding of HECA-
452 does not block simultaneous E-selectin binding to sialyl Lewis
x microspheres [39]. Our results appear to verify the latter finding
on a cellular level. It is unlikely, however, that the antibody
(GSLEX]1) against sialyl Lewis x that we used in this study is
similar to HECA-452 in this respect (not able to block
simultaneous selectin binding) as it has been shown to block E-
and P-selectin binding on a cellular level before [40,41]. We could
show that sialylated carbohydrate moieties are involved in E-
selectin binding to EOL-1 and K562 cells, as neuraminidase
(sialidase) digestion abolished E-selectin binding to both cell lines.
Interestingly, neuraminidase digestion only partially inhibited P-
selectin binding to EOL-1, but not to K562 cells where P-selectin
binding was unaltered by neuraminidase digestion, indicating that
P-selectin binding does not depend on neuraminic acid in the
latter case. Other carbohydrate moieties might be critically
involved in selectin binding to the leukemia cells, as especially
indicated by the results for K562 cells and P-selectin. Taken
together, our results suggest that the selectins mainly bind to
noncanonical ligands on the CEL and CML cells. Interestingly, it
has been shown recently, that binding of HSCs to E-selectin is also
mediated by noncanonical selectin ligands [26]. If the EOL-1 and
K562 cells display the same (hitherto unidentified new E-selectin
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Zusammenfassung

Bei der chronischen myeloischen Leukdmie (CML) und der chronischen Eosinophilenleuké-
mie (CEL) streuen neoplastische Zellen {iber den Blutkreislauf in verschiedene extramedulli-
re Organe. Da E- und P-Selektin den Startpunkt der Leukozytenadhisions-/Invasionskaskade
bilden und CEL- und CML-Zellen viele Eigenschaften mit normalen Granulozyten teilen,
untersuchten wir die Rolle dieser Selektine bei der Ausbreitung und Organinvasion der CEL-
und CML-Zellen in einem Xenotransplantationsmodell an SCID-Méusen. Anhand von zwei
humanen Leukdmiezelllinien (EOL-1 und K562) konnten wir im Flussversuch zeigen, dass E-
und P-Selektin Tethering und Adhidsion von Leukdmiezellen vermitteln. Wahrend die E-
Selektin-Bindung von sialylierten Kohlenhydratresten abhing, war die P-Selektin-Bindung
komplett (K562) bzw. partiell (EOL-1) unabhingig von diesen Kohlenhydraten, was auf die
Beteiligung von nicht-kanonischen Selektinliganden hindeutet. In einem SCID-Maus-
Xenograft-Modell drangen beide Zelllinien ins Knochenmark und in andere Organe ein, bil-
deten Chlorome und fiihrten schlussendlich zu einer manifesten Leukdmie. Im Gegensatz da-
zu konnten die Zellen in E- und P-Selektin-Knockout-SCID-Mausen in acht von zehn Ver-
suchstieren nicht anwachsen. In den verbleibenden zwei Tieren waren nur wenige kleine
Chlorome und Organinvasionen vorhanden. Zusammengefasst legen diese Daten nahe, dass

E- und P-Selektin eine wichtige Rolle bei der Ausbreitung von CML und CEL spielen.
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1 Darstellung der Publikation

1.1 Fragestellung der Arbeit

Nach aktuellen Erkenntnissen spielen E- und P-Selektin eine grof3e Rolle in der Metastasie-
rung von Colon- und Mamma-Karzinomen (Ko&hler et al. 2009), sowie von Pankreas-
Karzinomen (Gebauer et al. 2012). In der Leukozytenmigration bilden Selektine bekannter-
mafen den Startpunkt der Diapedese. Krebszellen machen sich diesen Mechanismus zu Nut-
ze, um aus dem Blutstrom ins Gewebe auszuwandern und dort Metastasen zu bilden. Da Leu-
kdmiezellen entarteten Leukozyten entsprechen, ist anzunehmen, dass sie iiber den gleichen
Mechanismus wie die anderen Krebszellen und normale Leukozyten den Blutstrom verlassen,

um ins Gewebe auszuwandern.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Beteiligung von E- und P-Selektin an der Streuung von
Leukdmiezellen am Beispiel einer chronisch myeloischen Leukdmie (K562) und einer chroni-

schen Eosinophilenleukdmie (EOL-1) zu untersuchen.
Die konkreten Fragestellungen dazu waren:

- Binden EOL-1 und K562 an E- und P-Selektin?

- Welche Liganden sind an der Bindung beteiligt?

- Spielen E- und P-Selektin in vivo eine Rolle im klinischen Verlauf der CML und
CEL?

1.2 Einleitung

Jahrlich erkranken etwa 14/100.000 Einwohner weltweit an Leukdmie. In Deutschland sind
jahrlich ca. 9300 Menschen betroffen. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate fiir Leukimien
liegt bei 35-50%, wobei die akuten Leukdmien im Erwachsenenalter die schlechteste Progno-

se haben (Husmann et al. 2010).

Die chronische myeloische Leukdmie (CML) ist eine klonale myeloproliferative Neoplasie.
Ausgehend von einer entarteten pluripotenten hdmatopoetischen Stammzelle kommt es zur
iiberschieBenden Produktion von Leukdmiezellen, welche dann die normale Hdmatopoese im
Knochenmark verdrangt. Im Fall einer Blastenkrise verteilen sich die Leukdmiezellen iiber
den Blutstrom im Organismus, was unbehandelt in wenigen Wochen zum Tod fiihrt. Die
chronische Eosinophilenleukdmie (CEL) ist eine seltene Form der myeloproliferativen Ne-
oplasien. Durch unkontrollierte klonale Proliferation von eosinophilen Granulozyten kommt

es zur schnell progredienten Organschidigung (Gotlib und Cools 2008).



Sowohl die CML als auch die CEL konnen effektiv mit einem Tyrosinkinase-Inhibitor (TKI)
wie z. B. Imatinib behandelt werden. Diese Therapie muss jedoch auf unbestimmte Zeit fort-
gefiihrt werden. Nach dem Absetzen der TKI kommt es bei vielen Patienten, trotz mehrjéhri-
gen Bestehens kompletter molekularer Remission, zum Rezidiv der Erkrankung (Cortes et al.
2004). In der Literatur wird dieses Phinomen mit der Existenz leukdmischer Stammzellen
(LSC) erklart, welche sich im Knochenmark in Stammzellnischen einnisten und dort im Ru-
hestadium die TKI-Therapie unbeschadet iiberdauern (Copland et al. 2006, Jiang et al. 2007,
Valent 2008). Nach Absetzen der TKI bilden sie neue Leukdmiezellen, die sich iiber den

Blutstrom im Organismus verteilen und ein Rezidiv der Erkrankung bewirken.

Absolute Kontraindikationen der TKI-Therapie ergeben sich aus Nebenwirkungen wie der
schweren Knochenmarksdepression mit Andmie und Panzytopenie. Leichtere Nebenwirkun-
gen, wie Kopfschmerzen, Ubelkeit, Muskel- und Knochenschmerzen fiihren zur Incompliance
der Patienten. Aufgrund der Teratogenitdt von Tyrosinkinase-Inhibitoren muss auch bei be-
stehendem Kinderwunsch die Therapie unterbrochen werden. Konventionelle Therapien mit
Zytostatika sind jedoch weniger wirksam als TKI und eine Stammzelltransplantation kann bei
dlteren Menschen und Risikopatienten aufgrund der erhdhten Morbiditdt und Mortalitét nicht
empfohlen werden (AOK-Bundesverband 2010). Um neue Therapieansitze zu entwickeln, ist
es notwendig den molekularen Mechanismus der Ausbreitung von Leukdmiezellen im Orga-

nismus zu kennen.

In der vorliegenden Arbeit beschiftigen wir uns mit der Beteiligung von Selektinen an der
Ausbreitung von Leukdmiezellen am Beispiel der CML und der CEL. Um Bindungsverhalten
und potentielle Liganden der Zellen zu untersuchen, werden verschiedene statische und dy-
namische Essays in vitro durchgefiihrt. Basierend auf den Erkenntnissen aus den in vitro-
Versuchen, soll dann anhand eines Xenograft-Mausmodells mit E- und P-Selektin-defizienten
Doppelknockoutméusen tiberpriift werden, ob E- und P-Selektin einen Einfluss auf den klini-

schen Verlauf von CML und CEL haben.

Die Haltung der Versuchstiere erfolgte unter Berilicksichtigung der UKCCR-Richtlinien
(Workman et al. 2010) sowie unter Uberwachung und Autorisierung durch die Behérde fiir
Soziales, Familie, Gesundheit, Verbraucherschutz; Amt fiir Gesundheit und Verbraucher-
schutz (BillstraBe 80, 20539 Hamburg). Eine Bewilligung durch die Ethikkommision wurde
im Vorfeld erteilt (Projektnummer G10/55).



1.3 Grundlagen

1.3.1 Selektine

Selektine sind kohlenhydratbindende Zelladhdsionsmolekiile aus der Familie der C-Typ-
Lektine. Die von ihnen vermittelte Bindung erfolgt calciumabhingig an Kohlenhydratreste,
die auf Glycoproteinen oder Glycolipiden lokalisiert sind (Cummings und McEver 2009). Es
werden drei Typen von Selektinen unterschieden: E-, P- und L- Selektin. Benannt sind diese
nach dem urspriinglichen Ort ihrer Entdeckung: E-Selektin auf aktivierten Endothelzellen,
P-Selektin auf Thrombozyten (engl.: platelets) und L-Selektin auf Leukozyten, wobei
P-Selektin allerdings auch auf aktivierten Endothelzellen vorkommt.

Selektine sind aus mehreren Doménen aufgebaut: N-teminal befindet sich eine Lektindoméne,
eine epidermal growth factor like-Doméne (EGF), zwei bis neun short consensus repeat-
Einheiten (SCR) und eine Transmembrandomine. Eine cytoplasmatische Doméne findet sich
am C-Terminus. Strukturell unterscheiden sich E-, P- und L-Selektin in der unterschiedlichen

Anzahl an SCRs (Cummings und McEver 2009).

N- Terminus C- Terminus

O —

Lectindoméne EGF 2-9 SCR Tran§membran- Cyto;_)lasmatlsche
domane Doméne

Abb.1: Aufbau der Selektine

Die Selektine bilden den Startpunkt der Leukozytenemigration: Durch das Zusammenspiel
von Selektinen und glykosylierten Liganden wird Rolling und Tethering von Leukozyten auf
dem Endothel initiiert. Erst das langsame Rollen {iber das Endothel ermoglicht den Leukozy-
ten den Kontakt zu weiteren Zelladhdsionsmolekiilen wie z. B. Vertretern der Immunglobu-
lin-Superfamilie. Die Leukozyten werden abgebremst, haften dann fest am Endothel und wan-
dern schlieBlich aus dem Blutstrom ins Gewebe aus (Cummings und McEver 2009). Da
L-Selektin nicht auf Endothelzellen lokalisiert ist und mit der Bindung von Leukozyten unter-
einander eine andere Funktion hat als E- und P-Selektin, beschrinkt sich diese Arbeit auf die

Rolle von E- und P-Selektin im Metastasierungsprozess von CML und CEL.



1.3.2 Die chronische myeloische Leukéimie

Die CML ist eine klonale myeloproliferative Neoplasie. Die zytogenetische Grundlage bildet
das Philadelphia- (Ph) Chromosom mit dem BCR-ABL-Fusionsgen. Jihrlich erkranken
1-2/100.000 Einwohner an CML, das entspricht 1200 Patienten jéhrlich in Deutschland. Be-
troffen sind Menschen aller Altersschichten, wobei das mediane Erkrankungsalter bei 55-60
Jahren liegt. Ménner erkranken etwas haufiger als Frauen (3:2). Die jihrliche Mortalitét liegt
bei 1,5%. Infolge verbesserter Prognosen durch effektive Therapien (z.B TKI) steigt die Pra-

valenz der Erkrankung bei konstanter Inzidenz (Hochhaus et al. 2013).

Die CML verl4uft zunichst iiber mehrere Jahre chronisch. Uber eine mehrmonatige Akzelera-
tionsphase (AP) kann sie jedoch in eine Blastenkrise (BC) iibergehen. Diese entspricht einer
akuten Leukdmie und endet unbehandelt innerhalb weniger Wochen tédlich (Hochhaus et al.
2013). Die CML wird héufig in der chronischen Phase (CP) als Zufallsbefund diagnostiziert.
Im Differentialblutbild zeigen sich eine Leukozytose mit pathologischer Linksverschiebung
sowie eine Basophilie und Eosinophilie. Haufig liegen zusétzlich eine Thrombozytose, Ané-
mie und Splenomegalie vor. Die granulopoetischen Vorlduferzellen weisen noch eine normale
Differenzierungskapazitit auf. Kommt es trotz addquater Therapie zu steigenden Leukozyten-
zahlen, B-Symptomatik (Fieber, Nachtschweil3, Gewichtsverlust), progredienter Andmie und
Splenomegalie, deutet dies auf den Ubergang in die AP hin. Die BC ist nach WHO-Definition
gekennzeichnet durch einen Anteil der Blasten liber 20% der Leukozyten im peripheren Blut
oder Knochenmark. Weitere Kennzeichen sind das Auftreten grof8er Cluster von Blasten in
Knochenmarkbiopsien, sowie extramedulldrer Infiltrate, sog. Chlorome (granulozytire Sar-

kome) (Hehlmann und Hochhaus 2010).

Die Pathogenese beruht auf der Transformation einer himatopoetischen Stammzelle (HSC) zu
einer leukdmischen Stammzelle (LSC). Diese LSC hat die Fahigkeit zur Selbsterneuerung, zu
unreguliertem Wachstum und zur Differenzierung in reifere Leukdmiezellen. Dadurch wird
sowohl der leukdmische Stammzellpool unterhalten als auch eine grole Menge an weiterent-
wickelten Leukdmiezellen produziert (Valent 2011). In iiber 90% der Fille tragen die Leuka-
miezellen das Philadelphia- (Ph) Chromosom t(9;22)(q34;q11), ein verkiirztes Chromosom
22. Dieses entsteht durch reziproke Translokation distaler Anteile der langen Arme der
Chromosomen 9 und 22 (Hehlmann und Hochhaus 2010). Die Bruchstelle liegt auf Chromo-
som 9 im Bereich des ABL-Protoonkogens und auf Chromosom 22 im Bereich des BCR-
Gens. Das entstehende BCR-ABL-Fusionsgen kodiert fiir ein Protein mit erhohter Tyrosinki-
naseaktivitdt, welche die chronische Phase der CML bedingt (Goldmann und Melo 2001). Die

BCR-ABL-Tyrosinkinase aktiviert verschiedene Signaltransduktionswege in Leukdmiezellen,
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wodurch es zu unkontrollierter Wachstumsstimulation, Resistenz gegeniiber Induktoren der
Apoptose und zur genetischen Instabilitdit kommt (Valent 2008). In der CP kommt es zur
Produktion groBBer Mengen leukdmischer Vorlduferzellen, die jedoch morphologisch und
funktionell normale, reife Nachkommen bilden. Viele Patienten haben dariiber hinaus iiber-
wiegend normale HSC. Dies erklért den stabilen, symptomarmen Krankheitsverlauf in der CP
der CML (Jiang et al. 2007). LSC siedeln sich in Stammzellnischen im Knochenmark an, wo
sie in Zellruhe sowohl Chemo- als auch TKI-Therapie iiberstehen konnen. Die benachbarten
Zellen in der Stammzellnische regulieren iiber chemotaktische Signale und Stimuli Selbster-
neuerung und Zellruhe der LSC. Verlieren die LSC ihre Féhigkeit zur Differenzierung,
kommt es zum vermehrten Auftreten von unreifen Vorlduferzellen (Blasten). Dies bedeutet
den Ubergang der CML aus der CP in die AP und schlieBlich in die BC. In diesen Phasen der
Erkrankung spielen neben der BCR-ABL-Tyrosinkinase noch andere Onkogene eine Rolle,
was das verminderte Ansprechen auf die TKI-Therapie im fortgeschrittenen Krankheitsver-

lauf erklért (Valent 2008).

Vor dem  Beginn einer  Therapie @ wird anhand des  EUTOS-Scores
(http://www.eutos.org/content/home/eutos_score/index_eng.html) basierend auf dem Anteil
der Basophilen im peripheren Blut und der Milzgro3e die Wahrscheinlichkeit des Erreichens
einer kompletten zytogenetischen Remission innerhalb von 18 Monaten berechnet. In der CP
oder AP der CML wird eine Therapie mit TKI wie Imatinib, Nilotinib oder Dasatinib durch-
gefiihrt. Das Therapieziel liegt im Erreichen der kompletten zytogenetischen Remission und
wird in 75-90% der Fille erreicht. Die TKI-Therapie muss auf unbestimmte Zeit in Form ei-
ner tdglichen Tabletteneinnahme fortgefiihrt werden. Nach dem Absetzen der TKI bei anhal-
tender Remission kommt es in vielen Fillen binnen kurzer Zeit zum Rezidiv (Cortes et al.
2004, Mahon et al. 2010). In der BC wird der Patient zunédchst mit konventionellen Che-
motherapeutika evtl. in Kombination mit TKI behandelt, um dann nach Mdoglichkeit eine allo-

gene Stammzelltransplantation durchzufiihren.

Die 5-Jahres-Uberlebensrate unter adiquater Therapie betrigt ca. 90% in der CP, 50% in der
AP und nur 10% in der BC (Burchert und Neubauer 2011, Druker et al. 2006).

1.3.3 Die chronische Eosinophilenleukiimie

Die CEL ist eine myeloproliferative Neoplasie, die durch persistierende Eosinophilie
(>1500 Eosinophile/ul  fiir mindestens sechs Monate), das zytogenetisch oder
molekulargenetisch nachgewiesene Auftreten monoklonaler eosinophiler Granulozyten, sowie

das Vorkommen von >2 % Blasten im peripheren Blut oder >5 % und <20 % Blasten im
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Knochenmark gekennzeichnet ist (Reiter et al. 2011). Im Gegensatz zu reaktiven, sekundédren
Eosinophilien, die als Folge von Allergien oder Infektionen auftreten, ist die CEL eine
primére, klonale eosinophile Storung. In der Literatur hat sich die Bezeichnung
myeloproliferative Variante des hypereosinophilen Syndroms (M-HES) durchgesetzt (Gotlib
und Cools 2008). Es handelt sich um eine sehr seltene Erkrankung mit einer Inzidenz unter

1/100.000 Einwohner pro Jahr (Gotlib und Cools 2008).

Das klinische Bild ist durch Symptome einer klassischen myeloproliferativen Neoplasie wie
z.B. Hepato- und Splenomegalie, Knochenmarkshyperplasie oder -fibrose, unreife myeloische
Zellen im peripheren Blut und erhohte Serumtryptasewerte gekennzeichnet. Chlorome treten
v. a. in Herz, Haut, Riickenmark, Lunge, Milz und dem Gastrointestinaltrakt auf (Gotlib und

Cools 2008).

Die Pathogenese der CEL beruht auf der klonalen Uberproduktion von maligne entarteten
eosinophilen Granulozyten im peripheren Blut und Knochenmark. Dies fiihrt zur Infiltration
und Zerstérung peripherer Organe. In den meisten Féllen basiert die Erkrankung auf dem
FIP1L1-PDGFRA-Fusionsgen, das durch interstitielle Deletion des fip1-like 1 (FIP1L1)-Gens
und des platelet derived growth factor receptor (PDGFR) A-Gens auf Chromosom 4q12 ent-
steht. Dieses Fusionsgen kodiert fiir die dauerhaft aktivierte FIP1L1-PDGFRa- Tyrosinkinase,
die strukturell der BCR-ABL-Tyrosinkinase dhnelt und zu der unkontrollierten Proliferation
der FIP1L1-PDGFRa-tragenden Eosinophilen fiihrt (Gotlib und Cools 2008, Ishihara et al.
2008).

Zur Therapie der CEL kommen TKI wie Imatinib, Nilotinib oder Dasatinib zum Einsatz. Un-
ter der empfohlenen Erstlinientherapie mit Imatinib erreichen die meisten Patienten eine
komplette hdmatologische Remission. Nach Absetzen der TKI kommt es jedoch rasch zum
erneuten Auftreten des FIP1L1-PDGFRA-Fusionstranskripts. Um ein Rezidiv zu verhindern,
muss die TKI-Therapie dauerhaft durchgefiihrt werden (Gotlib und Cools 2008). In seltenen
Féllen besteht eine Resistenz gegen TKI-Inhibitoren. Diese Patienten werden dann mit klassi-
schen Chemotherapeutika, wie Interferon alpha oder Hydroxyharnstoff therapiert. Bei weite-
rem Progress der CEL kommt eine Stammzelltransplantation oder die Behandlung mit expe-

rimentellen Medikamenten im Rahmen einer Studie in betracht (Valent 2009).



1.3.4 Zelllinie K562 und EOL-1

K562 ist eine Zelllinie aus dem Kreis der chronisch myeloischen Leukdmien. Sie trigt das
Philadelphia-Chromosom (bcr/abl), das durch eine Translokation zwischen den Chromoso-
men 22 und 9 entsteht und zu einer verdnderten Tyrosinkinase-Aktivitdt fiihrt, wodurch sich
die K562-Zellen unkontrolliert vermehren konnen (Piper 2013). Die Zellen wurden von der
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Braunschweig bezo-
gen (DSMZ ACC 10). Sie wurden urspriinglich aus dem Pleuraerguss einer 53-jdhrigen Frau

mit CML in der Blastenkrise gewonnen.

EOL-1 ist eine Zellinie aus dem Kreis der chronischen Eosinophilenleukdmien. Sie trdgt das
Fusionsgen FIP1L1-PDGFRA, das durch interstitielle Deletion am Chromosom 4q12 entsteht
und fiir eine aktive Tyrosinkinase kodiert, wodurch sich die EOL-1-Zellen unkontrolliert
vermehren konnen (Piper 2013). Die Zellen wurden von der DSMZ bezogen (DSMZ ACC
386). Sie stammen aus dem Blut eines 33-jdhrigen Patienten mit hypereosinophilem Syndrom

und anschlieBendem Ubergang in eine akute Eosinophilenleukimie.

1.4 Ergebnisse der Arbeit

Eine mogliche Bindung von K562- und EOL-1-Zellen an humanes und murines E- und
P-Selektin wurde mit Hilfe von FACS-Analysen untersucht. Es zeigte sich, dass EOL-1-
Zellen humanes und murines E- und P-Selektin binden. K562-Zellen wiesen eine schwache
Bindung an humanes E-Selektin und eine maBige Bindung an murines E-Selektin, sowie eine

miBige Bindung an humanes und murines P-Selektin auf.

Um das Bindungsverhalten unter physiologischen Bedingungen zu untersuchen, wurden
Flussversuche durchgefiihrt, in denen die EOL-1- und K562-Zellen einer Scherbeanspruchung
ausgesetzt waren, wie sie auch auf Zellen einwirkt, die sich mit dem Blutstrom fortbewegen.
Dazu wurden die Wénde der Flusskandle mit humanem und murinem E- und P-Selektin be-
schichtet. In diesem dynamischen Essay zeigten Zellen beider Zelllinien nur eine schwache
Bindung an humanes und murines P-Selektin. Die Bindung an humanes und murines E-
Selektin war bei K562-Zellen ebenfalls schwach, bei EOL-1-Zellen etwas starker. In Kanélen,
die mit humanem bzw. murinem P-Selektin beschichtet waren, zeigten einige Zellen beider
Zelllinien Tethering entlang der Kanalwénde. In Kanélen, die mit humanem bzw. murinem
E-Selektin beschichtet waren, zeigten keine EOL-1-Zellen jedoch viele K562-Zellen Tethe-
ring entlang der Wénde. Es war bei beiden Zelllinien kein Unterschied in Bindung und Tethe-

ring zwischen E- und P-Selektin in Bezug auf humanen oder murinen Ursprung festzustellen.



Insgesamt zeigte sich in den in vitro-Versuchen, dass sowohl EOL-1-Zellen, als auch K562-
Zellen an E- und P-Selektin binden. Dabei wiesen EOL-1-Zellen insgesamt die stirkere Bin-

dungsfahigkeit auf.

Mogliche Selektinliganden auf K562- und EOL-1-Zellen wurden in FACS-Analysen
untersucht. Dazu wurden die Zellen mit Antikorpern gegen die in der Literatur beschriebenen
Selektinliganden sialyl Lewis x (CD15s), sialyl Lewis a (CA19-9) und PSGL-1 (CD162)
inkubiert und eine mogliche Bindung mittels Durchflusszytometrie detektiert. Die EOL-1-
Zellen wiesen ein deutliches Vorkommen von sialyl Lewis x auf; es zeigte sich jedoch nur
eine kleine Subpopulation von sialyl Lewis a-positiven Zellen. Die K562-Zellen wurden
negativ auf das Vorkommen von beiden potentiellen Selektinliganden getestet. EOL-1- sowie
K562-Zellen waren beide positiv fiir PSGL-1. Anschliefend wurde mittels FACS-Analyse
iiberpriift, ob die Bindung der Zellen an humanes E- und P-Selektin durch die Antikorper
blockiert werden konnte. Weder Antikorper gegen CD15s noch gegen CA19-9 oder gegen
beide zusammen konnten die Bindung von EOL-1-Zellen und K562-Zellen an humanes E-
und P-Selektin blockieren. Ein Antikdrper gegen CD162 blockierte zum Teil die Bindung von
EOL-1-Zellen an humanes P-Selektin, nicht jedoch an humanes E-Selektin. Auch konnte er
weder die E- noch die P-Selektin-Bindung (human) von K562-Zellen verhindern. Somit
konnten wir ausschliefen, dass die bereits beschriebenen Selektinliganden CA19-9 und
CD15s als Liganden fiir die Selektinbindung von EOL-1- und K562-Zellen fungieren. Um zu
untersuchen, ob sialylierte Kohlenhydratreste tiberhaupt eine Rolle in der Selektinbindung der
von uns getesteten Zelllinien spielen, behandelten wir die Zellen mit Neuraminidase
(Sialidase). Dies fiihrte bei beiden Zelllinien zu einer Authebung der Bindung an humanes
E-Selektin und verringerte die P-Selektinbindung (human) von EOL-1-Zellen. Die
P-Selektinbindung von K562-Zellen wurde durch Vorbehandlung mit Neuraminidase nicht
beeinflusst. Die  Bindung an humanes E-Selektin ist also abhidngig von sialylierten
Kohlenhydratresten, wihrend die Bindung an humanes P-Selektin nur teilweise (EOL-1) bzw.

gar nicht (K562) davon abhéingt.

Insgesamt ist festzuhalten, dass auf den Zellen beider Linien offensichtlich nicht-kanonische
(noch nicht in der Literatur beschriebene) Selektinliganden vorhanden sind.

Der Antikorper gegen CDI15s (CSLEX1) hatte zwar keinen blockierenden, jedoch einen
membrandestabilisierenden Effekt auf die EOL-1 Zellen. Nach Inkubation der CDI15s-
positiven Zellen mit CSLEX1 war die Zahl der Zellen mit intakten Membranen (Propidium-
iodid-negativ) im Gegensatz zur Isotypkontrolle auf 41,2% verringert. Der Einsatz von bio-

tinyliertem, liber Streptavidin quervernetztem anti-CD15s verringerte die Zellzahl noch weiter
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auf 3,3% der Isotypkontrolle. Der Antikorper HECA-452 (antiCD15s + antiCA19-9) hatte
einen dhnlichen Effekt auf EOL-1-Zellen. Die Membranstabilitidt der CD15s-negativen K562-

Zellen wurde durch keinen der beiden Antikérper beeinflusst.

Um die Bedeutung der Selektinbindung von EOL-1 und K562 fiir den klinischen Verlauf von
CML und CEL zu untersuchen, fiithrten wir in vivo-Versuche in einem Xenograft-Mausmodell
mit E- und P-Selektin-defizienten Doppelknockoutméiusen durch. Dazu wurden jeweils zehn
Wildtyp-SCID-Mausen (WT) und zehn selektindefizienten Méusen 2x10° EOL-1- bzw.
K562-Zellen intravends injiziert. Mause mit Symptomen, die auf das Vorliegen einer CML
bzw. CEL hindeuteten, wie Apathie, palpable Tumoren (Chlorome) oder Paraplegie, wurden
sofort getotet. Zwei WT-Méuse und eine selektindefiziente Maus aus der CEL-Gruppe wur-
den aus den weiteren Analysen ausgeschlossen, da sie, ohne an CEL erkrankt zu sein, wéh-

rend des Versuchs verstarben.

Der CEL-Versuch wurde nach 53 Tagen beendet. Zu diesem Zeitpunkt waren bereits alle
Wildtypmiuse getdtet worden (medianes Uberleben 32 Tage). Alle WT-Miuse, denen
EOL-1-Zellen injiziert wurden, entwickelten im Verlauf eine symptomatische CEL mit
massiven Organinfiltrationen, Chloromen und teilweise Paraplegie. Thr Allgemeinzustand
verschlechterte sich zunehmend (Kachexie und Apathie). Dagegen entwickelten nur 30% der
selektindefizienten Tiere kleine Chlorome und 20% hatten Leberinfiltrate. Insgesamt ging es
den selektindefizienten Mausen klinisch besser, sodass kein Tier vorzeitig getdtet werden
musste. Die Uberlebenskurven der beiden Gruppen war somit signifikant verschieden
(P<0,0001, Log-Rank-Test). Um die EOL-1-Zelllast im Blut der Tiere zum Todeszeitpunkt zu
untersuchen, fiihrten wir eine quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR) durch. Dabei fiel auf,
dass sich im Blut der selektindefizienten Mause signifikant weniger EOL-1-Zellen (Median:
7,8 Zellen/ml) befanden als im Blut der WT-Méuse (Median: 32950 Zellen/ml). Diese
Differenz war signifikant (P = 0,0002, Mann-Whitney-Test). Dies alles deutet darauf hin, dass
E- und P-Selektin eine entscheidende Rolle bei der Migration und Infiltration von EOL-1-

Zellen und damit bei der Entwicklung einer CEL spielen.

Der CML-Versuch wurde nach 56 Tagen beendet. Wéhrend dieses Beobachtungszeitraums
mussten acht von zehn selektinkompetenten Mausen getotet werden, da sie Symptome einer
CML, wie z.B. Kachexie, Apathie und palpable, teilweise sichtbare Tumoren entwickelten.
Diese Tiere zeigten keine Paraplegie, da die Chlorome nicht an der Wirbelsdule sondern im
Gesichtsbereich wuchsen. Zwei Wildtypméause zeigten bis zum Versuchsende keine Sympto-

me einer CML. Eine davon hatte jedoch histologisch gesicherte Lungeninfiltrate und K562-



Zellen im Blut. In der Gruppe der selektindefizienten Mause mussten zwei Tiere vorzeitig
getdtet werden, da sie sichtbare Chlorome entwickelten. Sie hatten jedoch gegeniiber den be-
troffenen WT-Méiusen einen besseren Allgemeinzustand (keine Kachexie, Apathie). Insge-
samt zeigten 90% der selektinkompetenten Tiere Zeichen einer CML, wohingegen nur 20%
der selektindefizienten Méuse betroffen waren. In der durchgefiihrten qRT-PCR lag die
K562-Zelllast im Blut der WT-Gruppe im Median bei 268,8 Zellen/ml Blut und in der Knock-
Out-Gruppe bei 0,2 Zellen/ml Blut (P = 0,0068, Mann-Whitney-Test). Die selektinkompeten-
ten Méduse hatten im Median 243 K562-Zellen/60pg DNA im Knochenmark, die selektindefi-
zienten Mduse 0 Zellen/60pg DNA (P = 0,0089, Mann-Whitney-Test). Diese Ergebnisse las-
sen vermuten, dass E- und P-Selektin eine Rolle bei der Migration und Infiltration von K562

und damit bei der Entwicklung einer CML spielen.

Die Tatsache, dass in den selektindefizienten Mausen beider Versuchsreihen nach Versuchs-
ende kaum noch Leukdmiezellen im Blut nachzuweisen waren, deutet darauf hin, dass die
Zellen nicht liber langere Zeit im Blutstrom iiberleben konnen. Da in den Knock-Out-Méusen
die Moglichkeit zum Auswandern aus dem Blutstrom und zur Organinfiltration aufgrund der
fehlenden Selektine eingeschrankt ist, konnen sich die Leukdmiezellen nicht vermehren und

sterben ab. In diesen Féllen konnte sich also keine Leukdmie in der Maus entwickeln.

2 Ausblick

In dieser Arbeit wurde das Bindungsverhalten der Leukédmiezelllinien EOL-1 und K562 an E-
und P-Selektin untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass E- und P-Selektin eine entschei-
dende Rolle in der Entwicklung und im klinischen Verlauf von CEL und CML im Xenograft-
Mausmodell spielen. Weitere Studien miissen nun zeigen, ob sich das hier angewendete

Tiermodell auch auf den Menschen iibertragen ldsst.

Wenn die Pathogenese der Krankheit auf der Interaktion von Leukdmiezellen und Selektinen
beruht, liegt es nahe, diese zu unterbinden. Dazu miissen in folgenden Studien die Selektin-
liganden der Leukdmiezellen indentifiziert werden, um diese dann blockieren zu konnen. Ei-
nen weiteren potentiellen Therapieansatz stellt der membrandestabilisierende Effekt des mo-
noklonalen Antikérpers CSLEX1 auf die CDI15s-positiven EOL-1-Zellen dar. Der genaue
Mechanismus, der zu dieser Zerstorung der Leukédmiezellen fiihrt, muss in Zukunft noch wei-

ter erforscht werden.

So konnten in Zukunft neue Therapien fiir die CML und die CEL entstehen und Rezidive, die

nach dem Absetzen einer TKI-Therapie auftreten, verhindert werden.

10



Literaturverzeichnis

AOK-Bundesverband (2010) Imatinib bei chronischer myeloischer Leukdmie CML. Berlin
[Online im Internet.] URL: http://www.aok-
gesundheitspartner.de/imperia/md/gpp/bund/arzneimittel/bewertung/arzneimittel _hin

weise_nutzen imatinib_leukaemie.pdf [Stand: 17.6.2013, 18:30].

Aulitzky WE, Hehlmann R (2006) Chronische myeloische Leukdmie (CML). In: Kompendi-
um Internistische Onkologie. H.-J. Schmoll, K. Héffken, K. Possinger (Hrg.) Springer, Berlin,
Heidelberg, 5656-5663.

Burchert A, Neubauer A (2011) Chronische myeloische Leukédmie. Der Internist. 52:283-296.

Copland M, Hamilton A, Elrick LJ, Baird JW, Allan EK, Jordanides N, Barow M,
Mountford JC, Holyoake TL (2006) Dasatinib (BMS-354825) targets an earlier progenitor
population than imatinib in primary CML but does not eliminate the quiescent fraction.

Blood. 107:4532-9.

Cortes J, O'Brien S, Kantarjian H (2004) Discontinuation of imatinib therapy after achieving a

molecular response. Blood. 104:2204-5.

Crews LA, Jamieson CH (2012) Chronic myeloid leukemia stem cell biology. Curr Hematol
Malig Rep. 7:125-32.

Cummings RD, McEver RP (2009) In: Varki A, Cummings RD, Esko JD, Freeze HH, Stanley
P, Bertozzi CR, Hart GW, Etzler ME, editors. Essentials of Glycobiology. 2nd edition. Cold
Spring Harbor (NY): Cold Spring Harbor Laboratory Press; Chapter 31.

Druker BJ, Guilhot F, O'Brien SG, Gathmann I, Kantarjian H, Gattermann N, Deininger MW,
Silver RT, Goldman JM, Stone RM, Cervantes F, Hochhaus A, Powell BL, Gabrilove JL,
Rousselot P, Reiffers J, Cornelissen JJ, Hughes T, Agis H, Fischer T, Verhoef G, Shepherd J,
Saglio G, Gratwohl A, Nielsen JL, Radich JP, Simonsson B, Taylor K, Baccarani M, So C,
Letvak L, Larson RA (2006) Five-year follow-up of patients receiving imatinib for chronic

myeloid leukemia. N Engl J Med. 355:2408-17.
Gebauer F, Wicklein D, Stubke K, Nehmann N, Schmidt A, Salamon J, Peldschus K, Nent-
wich MF, Adam G, Tolstonog G, Bockhorn M, Izbicki JR, Wagener C, Schumacher U (2012)

Selectin binding is essential for peritoneal carcinomatosis in a xenograft model of human panc-

reatic adenocarcinoma in pfp--/rag2-- mice. Gut. 62:741-50.



Goldman JM, Melo JV (2001) Targeting the BCR-ABL tyrosine kinase in chronic myeloid
leukemia. N Engl J Med. 344:1084-6.

Gotlib J, Cools J (2008) Five years since the discovery of FIP1L1-PDGFRA: what we have
learned about the fusion and other molecularly defined eosinophilias. Leukemia. 22:1999-

2010.

Hehlmann R, Hochhaus A (2010) Chronische myeloische Leukémie. In: Die Onkologie. W.
Hiddemann, C. R. Bartram (Hrg.) Springer. Berlin, Heidelberg, 1703-1721.

Hochhaus A, Baerlocher G, Briimmendorf TH, Chalandon Y, le Coutre P, Doélken G, Thiede
C, Wolf D (2013) Chronische Myeloische Leukdmie (CML). Berlin [Online im Internet.
http://www.dgho-onkopedia.de/de/onkopedia/leitlinien/cml [Stand: 12.06.2013, 19:00].

Husmann G, Kaatsch P, Katalinic A, Bertz J, Haberland J, Kraywinkel K, Wolf U (2010)
Krebs in Deutschland 2005/2006. Haufigkeiten und Trends, 7. Ausgabe, Robert Koch-Institut
(Hrsg) und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e. V. (Hrsg),

Berlin.

Ishihara K, Kitamura H, Hiraizumi K, Kaneko M, Takahashi A, Zee O, Seyama T, Hong J,
Ohuchi K, Hirasawa N (2008) Mechanisms for the proliferation of eosinophilic leukemia cells

by FIP1L1-PDGFRalpha. Biochem Biophys Res Commun. 366:1007-11.

Jiang X, Zhao Y, Smith C, Gasparetto M, Turhan A, Eaves A, Eaves C (2007) Chronic mye-
loid leukemia stem cells possess multiple unique features of resistance to BCR-ABL targeted

therapies. Leukemia. 21:926-35.

Kohler S, Ullrich S, Richter U, Schumacher U (2009) E-/P-selectins and colon carcinoma me-
tastasis: first in vivo evidence for their crucial role in a clinically relevant model of spontane-

ous metastasis formation in the lung. Br J Cancer.102:602-9.

Mahon FX, Rea D, Guilhot J, Guilhot F, Huguet F, Nicolini F, Legros L, Charbonnier A,
Guerci A, Varet B, Etienne G, Reiffers J, Rousselot P (2010) Discontinuation of imatinib in
patients with chronic myeloid leukaemia who have maintained complete molecular remission
for at least 2 years: the prospective, multicentre Stop Imatinib (STIM) trial. Lancet Oncol.

11:1029-35.

Marin D (2013) Management of the New Patient with CML in Chronic Phase. Curr Hematol
Malig Rep. 8:37-42.

i



Piper W (2013) Krankheiten des Blutes und der blutbildenden Organe. In: Innere Medizin.
Springer Berlin Heidelberg (Hrg), 2. liberarbeitete Auflage, Springer-Verlag, Berlin Heidel-
berg, 595-720.

Reiter A, Goede J, Metzgeroth G, Sperr WR, Valent P (2011) Eosinophilie - assoziierte Mye-
loproliferative Erkrankungen (MPN-Eo). Berlin [Online im Internet.] http://www.dgho-
onkopedia.de/de/onkopedia/leitlinien/eosinophilie-assoziierte-myeloproliferative [Stand:

25.06.2013, 11:30].

Valent P (2008) Emerging stem cell concepts for imatinib-resistant chronic myeloid leukaemia:
implications for the biology, management, and therapy of the disease. Br J Haematol.

142:361-78.

Valent P (2009) Pathogenesis, classification, and therapy of eosinophilia and eosinophil disor-

ders. Blood Rev. 23:157-65.

Valent P (2011) Targeting of leukemia-initiating cells to develop curative drug therapies:

straightforward but nontrivial concept. Curr Cancer Drug Targets. 11:56-71.

Workman P, Aboagye EO, Balkwill F, Balmain A, Bruder G, Chaplin DJ, Double JA, Everitt
J, Farningham DA, Glennie MJ, Kelland LR, Robinson V, Stratford 1J, Tozer GM, Watson S,
Wedge SR, Eccles SA (2010) Guidelines for the welfare and use of animals in cancer research.

BrJ Cancer. 102:1555-77.

Erklirung des Eigenanteils

Der Entwurf der Arbeit erfolgte durch Dr. Daniel Wicklein, Prof. Dr. Udo Schumacher, PD
Dr. Sebastian Ullrich, Prof. Dr. Peter Valent und mich.

Die Durchfiihrung der Experimente und die Datenerhebung erfolgten durch mich (Zellkultur,
FACS-Analysen, Zellflussversuche, Immunhistochemie, qRT-PCR), Dr. Daniel Wicklein
(Zellkultur, FACS-Analysen) und Frau Vera Labitzky (Zellkultur, FACS-Analysen).

Die Analyse und Interpretation der Daten erfolgten durch Dr. Daniel Wicklein und mich, so-
wie Frau Vera Labitzky, PD Dr. Sebastian Ullrich, Prof. Dr. Peter Valent und Prof. Dr. Udo

Schumacher.

Das Manuskript wurde von Dr. Daniel Wicklein und mir, sowie von Prof. Dr. Peter Valent

und Prof. Dr. Udo Schumacher verfasst.

111



Danksagung

An dieser Stelle mdchte ich mich bei all denen bedanken, die mich wahrend der Arbeit an

meiner Dissertation begleitet und unterstiitzt haben.

Herrn Prof. Dr. Udo Schumacher danke ich fiir seine Unterstiitzung, die Bereitstellung von

Material und Geriten, sowie das stete Interesse am Fortschritt dieser Arbeit.

Ganz besonderer Dank geht an Dr. Daniel Wicklein fiir die gute Betreuung. Danke fiir die
unendliche Geduld bei allen Fragen und Problemen, fiir die Hilfe und Unterstiitzung bei der
Durchfiihrung, Auswertung und Interpretation der Versuche und fiir viele interessante Ge-

sprache.

Herrn PD Dr. Sebastian Ullrich und Herrn Prof. Dr. Peter Valent danke ich fiir viele Ideen

und neue DenkanstoB3e, die diese Arbeit voran gebracht haben.

Ich danke auch allen Mitarbeitern der Anatomie, die mir immer mit Rat und Tat zur Seite
standen und mit denen man auch einfach mal nett schnacken konnte:

Christine Knies, Renate Gehrcke, Tjandra Collen, Jenny Schréder-Schwarz, Tobias Gosau
und Hanna Maar danke ich fiir die Unterstilitzung bei Zellkultur, Einbetten, Schneiden und
Féarben und bei der PCR.

Fiir die Hilfe mit den Mausen und beim Priparieren danke ich Carsten Kopke.

Vera Labitzky danke ich fiir die gemeinsame Laborarbeit. Auch wenn mal wieder ein Gel fiir
den Western Blot ausgelaufen ist oder die Zellen beim Pipettieren die Fiile gestreckt haben,
war’s eine schone Zeit.

Frau Dr. Christine Schroder danke ich fiir ihre Hilfe bei den Zellflussversuchen.

Ein besonderer Dank geht an Susanne Feldhaus. Neben der Hilfe mit den Miusen hatte sie
immer ein offenes Ohr und eine Schulter zum Anlehnen, wenn wieder irgendetwas so gar

nicht gelaufen ist, wie es sollte.

Dr. Johannes Salamon und Dr. Nuno Ramos Leal danke ich fiir die Unterstiitzung bei dem

Tierversuch und fiir die Weitergabe ihrer Erfahrungen.

Ganz besonders danken mochte ich auch meinem lieben Freund, Dr. Philipp Wagener, der

immer fiir mich da ist und alle Hohen und Tiefen wahrend der Arbeit an meiner Dissertation

v



mit mir durchlebt hat. Danke, fiir’s Zuhoren und Aufmuntern, fiir Korrektur und Verbesse-
rungsvorschlige und die stoische Ruhe, die mich immer wieder geerdet hat, wenn irgendet-

was mich zur Weil3glut getrieben hatte.

Zum Schluss mochte ich mich noch bei meiner Familie bedanken, bei der ich unerschiitterli-
chen Riickhalt finde. Besonders danke ich meinen Eltern, ohne deren Unterstiitzung und Vor-

bildfunktion ich sicher nicht so weit gegkommen wire.



Lebenslauf

- entfallt aus datenschutzrechtlichen Griinden -

Vi



Eidesstattliche Versicherung

Ich versichere ausdriicklich, dass ich die Arbeit selbstindig und ohne fremde Hilfe verfasst,
andere als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel nicht benutzt und die aus den
benutzten Werken wortlich oder inhaltlich entnommenen Stellen einzeln nach Ausgabe
(Auflage und Jahr des Erscheinens), Band und Seite des benutzten Werkes kenntlich gemacht

habe.

Ferner versichere ich, dass ich die Dissertation bisher nicht einem Fachvertreter an einer
anderen Hochschule zur Uberpriifung vorgelegt oder mich anderweitig um Zulassung zur

Promotion beworben habe.

Ich erkldare mich einverstanden, dass meine Dissertation vom Dekanat der Medizinischen

Fakultit mit einer géngigen Software zur Erkennung von Plagiaten tiberpriift werden kann.

A / |
AL 1-{’

7YaT A I A

UNLErSCRIITT: oo

vil



