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1. Zusammenfassung

Wahrend des homdostatisch sehr fein abgestimmten Prozesses der Hamatopoese
ist besonders die Aktivitdt und Menge von Transkriptionsfaktoren von entscheidender
Bedeutung. Eine grundlegende Erforschung des Ablaufes der gesunden Hamatopoese ist
dementsprechend unabkémmlich, um die Ursachen von Blutzellentartungen, die zur
Entstehung von Leukamie fihren kénnen, zu identifizieren.

Der Myocyte Enhancer Factor 2 ¢ (Mef2c) ist ein Mitglied der Familie der MADS-box
Transkriptionsfaktoren und spielt eine wesentliche Rolle bei der Entwicklung von Muskel-
und Nervenzellen. Aufgrund zweier Beobachtungen wurde in dieser Arbeit eine mdgliche,
neue Funktion von Mef2c wahrend der Hamatopoese und Leukdmogenese untersucht:
MEF2C ist in einigen Proben von Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie (AML)
hochreguliert, und dies ist teilweise korreliert mit einer Translokation des Mixed Lineage
Leukemia (MLL)-Gens. Weiterhin konnte in unserem Labor gezeigt werden, dass die
Uberexpression von Mef2c in einem von uns etablierten Mausmodell der chronischen
myeloischen Leukédmie (CML) zur Induktion einer akuten myelomonozytaren Leukamie fuhrt.

Zunachst wurde untersucht, ob die leukdmische Transformation friiher, muriner
Knochenmarkzellen durch ein MLL-Fusionsprotein — MLL/ENL (M/E) — in Abhangigkeit von
Mef2c erfolgt. Es konnte gezeigt werden, dass Mef2c zwar nicht fur die Etablierung und
Erhaltung von M/E-transformierten Zelllinien notwendig ist, aber eine wichtige
Stammzelleigenschaft auf M/E-transformierte Zellen Ubertragt. Diese aufiert sich sowohl
in vitro, als auch in vivo in Form erhdhter Homing- und Migrationskapazitat. Innerhalb der
M/E-Mef2c-exprimierenden Zellen konnte eine vergrofRerte Population identifiziert werden,
die den Stammzell- und Homing-assoziierten Rezeptor Cxcr4 exprimiert. Die Untersuchung
der Expression von Cxcr4 ergab, dass eine Regulation durch Mef2c am wahrscheinlichsten
auf Proteinebene erfolgt, da auch M/E-Mef2c-defiziente Zellen die Cxcr4-mRNA stark
exprimieren. Mit Hilfe einer gesamtgenomischen Expressionsanalyse konnte in M/E-Mef2c-
exprimierenden Zellen die Hochregulation weiterer Migrations-assoziierter Gene, die flr
Chemokinrezeptoren- und -liganden, sowie flr Matrix-Metalloproteasen codieren, gefunden
werden. Mit diesem Befund kann auch die in vivo beobachtete erhdhte Aggressivitat
M/E-Mef2c-exprimierender leukdmischer Knochenmarkzellen nach Transplantation in
konditionierte Mause erklart werden.

Analysen an gesunden murinen hamatopoetischen Vorlduferzellen des
Knochenmarks ergaben auch eine Funktion von Mef2c wahrend der normalen
Hamatopoese. Wahrend Mef2c-defiziente Knochenmarkzellen eine verminderte Fahigkeit
zur Monopoese aufweisen, resultiert die konstitutive Uberexpression von Mef2¢ in

hamatopoetischen Vorlauferzellen in einer verstarkien Monopoese auf Kosten der
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Granulopoese. In beiden Fallen wurden myeloide Zytokine zur Stimulation der
Knochenmarkzellen eingesetzt. Mechanistische Studien zeigten, dass der Verlust der Mef2c-
Expression mit einer reduzierten Expression des Transkriptionsfaktors c-jun einhergeht. Wird
c-jun in murinem Knochenmark Uberexprimiert, fuhrt dies — wie auch die Mef2c
Uberexpression — zu einer verstarkten monozytdren/makrophagialen Differenzierung. Die
Reduktion des c-jun Expressionsniveaus mit Hilfe von short-hairpin (sh)-RNA Vektoren
revertiet den durch Mef2c hervorgerufenen monozytaren/makrophagialen Phanotyp
teilweise. Mit diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass c-jun ein kritisches
nachgeschaltetes Zielgen von Mef2c wahrend der Monopoese ist. Mef2c spielt auf diese
Weise eine wichtige Rolle in der Entscheidung zwischen mono- und granulozytarer
Differenzierung, was durch dufere Stimuli beeinflusst werden kann.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt werden, dass
der MADS-box Trankriptionsfaktor Mef2c ein wichtiger Regulator der Informationsvermittlung
zwischen extra- und intrazellularen Prozessen wahrend der Hamatopoese darstellt. Die
extrazellulare Stimulation friher Knochenmarkzellen beeinflusst Gber Mef2c-involvierende
Signalwege die Myelopoese. Dies aufert sich in einer verstarkten Entwicklung von
Monozyten/Makrophagen auf Kosten von Granulozyten. Im Einklang mit der verstarkten
makrophagialen Entwicklung Mef2c-Uberexprimierender, friiher Knochenmarkzellen steht die
Erhdhung der migratorischen Kapazitdt von leukdmischen, M/E-transformierten
Stammzellen. Neben der Migrationskapazitat ist eine weitere wichtige Stammzelleigenschaft

— die Homingkapazitat — der M/E-transformierten leukdmischen Zellen erhoht.
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2. Einleitung

21 Das Blut

Das Herz-Kreislauf-System ist eines der wichtigsten Organe der Wirbellosen und
Wirbeltiere, inklusive des Menschen. Dies wird besonders deutlich aufgrund der Tatsache,
dass alle tierischen Lebensformen eine Art Kreislaufsystem ausgebildet haben, sobald das
Oberflache-Volumen-Verhaltnis zu grof3 ist, um die Versorgung aller Zellen mit Sauerstoff
Uber die Oberflache, beziehungsweise mit Nahrstoffen iber den Verdauungstrakt garantieren
zu konnen.

Hauptbestandteil des geschlossenen Herz-Kreislauf-Systems von Saugetieren sind
das Herz und die BlutgefalRe. Durch die regelmafiige Kontraktion des Herzmuskels kann das
Blut durch den gesamten Korper gepumpt werden, wodurch die Versorgung aller Organe des
Organsimus gewahrleistet wird. Beim Menschen besteht das Blut zu etwa 55% aus dem
proteinreichen, wassrigen Blutplasma, welches unter anderem als Trager fur die zellularen
Bestandteile (Hamatokrit, etwa 44%) dient. Weiterhin enthalt das Blutplasma Salze,
Nahrstoffe und geléste Gase zur Versorgung des Stoffwechsels aller Kérperzellen, wahrend
Stoffwechselendprodukte Uber das Blut zu den Ausscheidungsorganen transportiert werden.
Auch niedrigmolare Substanzen wie Hormone oder Wachstumsfaktoren, die als Botenstoffe
zur Informationstbermittlung innerhalb des Korpers dienen, werden Uber das Blutplasma
transportiert. So kann zum Beispiel die Thermoregulation, die Immunabwehr und die
Blutbildung reguliert werden. Die Versorgung der Korperzellen mit Sauerstoff, sowie der
Abtransport des Stoffwechselendproduktes Kohlendioxid erfolgt ebenfalls Uber das
Blutkreislaufsystem — diese Gase werden allerdings nicht geldst, sondern gebunden an das
Hamoglobin der roten Blutkérperchen (Erythrozyten), transportiert. Der Austausch der im Blut
transportierten Stoffe mit den Organen und Geweben der Peripherie erfolgt Gber die diinnen
Wande der fein verastelten GefalRe (Kapillaren) innerhalb dieser Bereiche ('Campbell,
Biologie, 1998).

211  Zellulare Bestandteile des Blutes

Fur diese Arbeit spielen vor allem die zellularen Bestandteile des Blutes eine wichtige
Rolle. Hauptsachlich werden hier die roten und weilen Blutkérperchen — Erythrozyten und
Leukozyten — sowie die Blutplatichen (Thrombozyten) unterschieden. Den gréfiten Anteil
dieser Blutzellen nehmen mit 4,5 bis 6 Millionen Zellen pro pl Blut die Erythrozyten ein, gefolgt
von 150.000 bis 350.000 Thrombozyten pro ul Blut. Mit etwa 4.000 bis 10.000 Zellen pro pl
Blut sind die Leukozyten recht sparlich vertreten. Dies kann sich bei infektiosen Prozessen
des Korpers schnell andern ("Campbell, Biologie, 1998).

Bei den Leukozyten unterscheidet man die myeloiden und lymphoiden Zelllinien. Mit
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60 bis 70% machen die Granulozyten, die weiter unterteilt werden in neutrophile, eosinophile
und basophile Granulozyten, den groRten Teil der myeloiden Leukozyten aus. Auch
Monozyten/Makrophagen gehdren zur myeloiden Zelllinie, sind mit 2 bis 6% aber die
seltenere Zellform unter diesen Leukozyten. Die lymphoide Zelllinie der Leukozyten umfasst
20 bis 30% der gesamten wei’en Blutkérperchen und setzt sich aus B- und T-Lymphozyten
sowie NK-Zellen (engl. natural killer) zusammen. Die hier angegebenen Zahlenwerte
entsprechen der Normalverteilung der zellularen Blutbestandteile im Menschen (‘Campbell,
Biologie, 1998).

Die Hauptfunktion dieser zellularen Bestandteile ist die Immunabwehr. Hier werden
hauptsachlich die unspezifische angeborene und die spezifische erworbene Immunitat
unterschieden. Granulozyten, Monozyten und NK-Zellen (bernehmen dabei vor allem
Funktionen der unspezifischen Immunabwehr und dienen so der primaren Abwehrreaktion
eines Organismus nach Detektion kérperfremder Stoffe oder entarteter Kérperzellen, welche
phagozytiert und abgebaut werden. Neutrophile Granulozyten und Monozyten kénnen zur
weiteren Immunabwehr in Gewebe einwandern. Wahrend erstere nur wenige Stunden im Blut
zirkulieren um dann im Gewebe ein bis drei Tage zu Uberleben, kénnen Monozyten bereits
mehrere Tage im Blut patroulieren, bevor sie nach Migration ins Gewebe weiter in
Makrophagen differenzieren. Als solche koénnen sie Uber mehrere Wochen bis Monate
Uberleben und die Organe durchwandern. Monozyten sind nach Abbau der phagozytierten
Substanzen befahigt zur Antigenprasentation, neutrophile Granulozyten und Makrophagen
produzieren zudem nach Kontakt mit und Phagozytose von kérperfremden Stoffen eine Reihe
von Substanzen wie Interleukine, Chemokine und Zytokine. Diese sezernierten Molekile
verstarken die weitere Reifung von Blutzellen aus Vorlauferzellen und aktivieren die
spezifische, ,erlernte“ Immunabwehr der B- und T-Lymphozyten. Letztere spielt eine
besondere Rolle bei Wiederbefall des Organismus mit einem schon bekannten Fremdkérper,
wodurch dieser schnell und effizient eliminiert werden kann ("Campbell, Biologie, 1998). Die
Immunabwehr ist ein entscheidender Faktor fiir das Uberleben eines Organismus. Da
Blutzellen eine recht beschrankte Lebensdauer aufweisen darf die Entwicklung des ,fllissigen
Organes” Blut kein einmalig wahrend der Embryogenese stattfindender Prozess sein. Auch
ein adulter Organismus muss wahrend seiner gesamten Lebensdauer in der Lage sein, alle
zelluldren Bestandteile des Blutes immer wieder neu zu bilden und bereit zu stellen. Dieser
komplizierte und homdostatisch sehr fein abgestimmte Prozess wird Hdmatopoese genannt

und wird im Folgenden naher beschrieben.

2.2 Hamatopoese
Unter Hdmatopoese versteht man sowohl den Prozess der embryonalen und adulten

Blutbildung, als auch die Funktion von adulten hamatopoetischen Stammzellen (HSZ) sich
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selbst zu erneuern, zu proliferieren und zu differenzieren. So kann ein kleines Reservoir an
HSZ (< 0,1% der kernhaltigen Zellen des Knochenmarks) das gesamte Blutsystem
regenerieren, weil diese als Ursprungszellen fir alle Blutzellen dienen. Beide Prozesse

werden im Folgenden am Beispiel der murinen Hamatopoese naher erlautert.

2.21 Die embryonale und adulte Blutbildung

Die ersten hamatopoetischen Zellen des murinen Embryos leiten sich aus dem
Mesoderm ab und entstehen ab etwa Tag E7.0 bis E7.5 post coitum (p.c.). Mesodermale
Vorlauferzellen (Hadmangioblasten) wandern wahrend der Gastrulation des Embryos zunachst
in den extraembryonalen Dottersack und werden dort unter anderem durch Kontakt mit
primitiven endodermalen Vorlauferzellen spezifiziert. Es folgt eine Weiterentwicklung in
endotheliale Zellen wobei die Frage nach der Entstehung der ersten hamatopoetischen Zellen
lange Zeit kontrovers diskutiert wurde. Kirzlich konnte gezeigt werden, dass diese endothelial
determinierten Vorlauferzellen sich direkt aus den Hamangioblasten entwickeln und zudem
das Potenzial zur Abspaltung von Blutzellen besitzen. Dementsprechend werden sie als
hamogene Endothelzellen bezeichnet (°Eilken et al., 2009; *Lancrin et al., 2009). In diesem als
primitive embryonale Hamatopoese bezeichneten Prozess, entwickeln sich die ersten
kernhaltigen Erythrozyten. Diese Blutzellen bilden zunachst sogenannte Blutinseln (engl.
blood islands) auf der Oberflache des Dottersacks und sind umgeben von endothelialen
Zellen, die spater zur Bildung des GefalRsystems dienen. Sobald die erste Vaskularisierung im
Embryo begonnen hat (etwa Tag E8.5 p.c.) kdnnen die primitiven Erythrozyten in die
Zirkulation eintreten und erste Funktionen zum Sauerstofftransport innerhalb des Embryos
und spater des Fotus Ubernehmen. Nach Ausbildung der Vaskularisierung kénnen auch
myeloide und lymphoide Vorlauferzellen, sowie Blutzellen mit einer sogenannten Langzeit-
Repopulierungs-Fahigkeit — Stammzellen, die die Fahigkeit haben, das Blutsystem Uber einen
langen Zeitraum hinweg zu speisen — im extraembryonalen Dottersack gefunden werden. Die
Frage nach der definitiven adulten Hamatopoese, also der Bildung der ersten HSZ, bleibt
allerdings noch immer offen (*Samokhalov et al., 2007), da aufgrund der bereits vorhandenen
Vaskularisierung nicht endglltig geklart werden kann, ob diese Zellen im Dottersack
entstehen oder dort hin transportiert werden. Als weiterer Ort der definitiven adulten
Hamatopoese kommt auller diesem extraembryonalen Gewebe eine intraembryonale Region
in Frage, die sogenannte Aorten-Gonaden-Mesonephros (AGM) Region (°Taoudi et al., 2005).
Dieser Bereich umfasst die dorsale Aorta, das umgebende Mesenchym und die
Urogenitalleiste.

Unabhangig vom Ursprungsort der adulten Hamatopoese migrieren die ersten HSZ
zunachst in die fétale Leber, wo bis zur Geburt eine Weiterreifung und Expansion der HSZ

erfolgt. Erst wenn das Knochenmark vollstandig ausgebildet ist, erfolgt die Kolonialisierung mit
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HSZ aus der fétalen Leber (Ubersicht in ®Mikkola und Orkin, 2006; ‘Huang et al., 2007). Im
adulten Organismus findet die Hdmatopoese in Form von Selbsterneuerung, Proliferation und
Differenzierung von HSZ in spezialisierten Bereichen des Knochenmarks statt. Dies wird im

folgenden Abschnitt beschrieben.

2.2.2 Die Himatopoese von HSZ

Damit hamatopoetische Stammzellen ein Leben lang erhalten bleiben, ist es wichtig,
dass diese Zellen die Fahigkeit zur Selbsterneuerung besitzen und eine nur niedrige
Proliferationsfrequenz aufweisen, so lange kein auldergewdhnlich hoher Bedarf an Blutzellen
besteht. Im adulten Organismus liegen die HSZ in spezialisierten Bereichen des
Knochenmarks (Nischen) vor, wovon zwei Bereiche in Betracht kommen: (1) eine Nische
innerhalb der Bindegewebshaut (Endosteum), die den Knochen auskleidet und vom inneren
Markbereich abgrenzt. Diese Schicht besteht vorwiegend aus sogenannten Osteoblasten -
mesenchymale Zellen, die die Matrix flr die spatere Knochenbildung durch Mineralisierung
darstellen. (2) Eine Nische im Bereich der Blutkapillarwande (Sinusoide). Hier sind vor allem
die Epithelzellen, die die Kapillarwande bilden, wichtig fir die Anhaftung der HSZ ("Huang et
al., 2007).

In beiden Fallen ist es notwendig, dass die HSZ mit ihrer Umgebung interagieren
konnen. Dies spielt sowohl zur Induktion der mitotischen Selbsterneuerung und fir die
Rickhaltung und den Schutz der HSZ eine Rolle, aber auch — wenn notwendig — zur
Proliferation und Differenzierung bei Bedarf neuer Blutzellen in der Peripherie.

Der Rickhalt der HSZ in ihren spezialisierten Nischen wird vor allem durch die
Interaktion zwischen Rezeptoren, die meist auf der Oberflache von HSZ exprimiert werden
und ihren Liganden, die von Zellen innerhalb der Nischen exprimiert und teilweise sezerniert
werden, bewerkstelligt. In beiden Nischen gibt es eine Vielzahl von solchen
Rezeptor/Liganden-Interaktionen, die diese Aufgabe erflllen. Obwohl sich die Expression
entsprechender Liganden durch die Zellen der Nischen in geringem Male unterscheidet,
scheint eine bestimmte Interaktion in beiden Nischen von groRer Bedeutung zu sein: Die
Interaktion zwischen dem stromal derived factor 1 (SDF1a, Cxcl12), der von sogenannten
Cxcl12-abundant reticular (CAR) Zellen der Nischen gebildet und sezerniert wird, und dessen
Rezeptor Cxcr4, der auf HSZ exprimiert wird (Ubersicht in "Huang et al., 2007). Beide
Faktoren sind allerdings nicht nur fur die Ruckhaltung der HSZ im Knochenmark von
Bedeutung: Wahrend friher Entwicklungszeitpunkte bewirkt die SDF1a-Produktion im
Knochenmark die Migration der Cxcr4-exprimierenden HSZ aus der fbtalen Leber zur
Kolonialisierung des Knochenmarks und zu spateren Zeitpunkten kann ein SDF1a Gradient
im Organismus die Bereitstellung von HSZ zur weiteren Blutzellentwicklung bei Bedarf in der

Peripherie bewirken (Ubersicht in ®Kucia et al., 2005). Die Expression von Cxcr4 in/auf HSZs



Einleitung 7

stellt eine wichtige Stammzelleigenschaft dar und ist fir diese Arbeit von besonderer
Bedeutung.

Die eigentliche Hamatopoese — Entwicklung aller Blutzelllinien aus HSZ — erfolgt in
einem streng homoostatisch regulierten und schrittweisen Prozess. Im gesunden Organismus
werden immer genauso viele Blutzellen nachgebildet, wie durch Apoptose oder Abbau in der
Peripherie verloren gehen. Dieser Prozess wird reguliert durch das Zusammenspiel der
Konzentration und Zelltyp-spezifischen Expression von Transkriptionsfaktoren mit
extrazellularen Signalen, wie zum Beispiel Zell-Zell-Interaktion und Wachstumsfaktoren oder
anderer Informations-Ubermittelnder Molekile, die an entsprechende Rezeptoren auf der
Oberflache von HSZ und Vorlauferzellen binden kénnen. In Situationen wie zum Beispiel nach
Verletzung, Infektion oder Blutverlust ist eine erhdhte und schnelle Bereitstellung neuer
zellularer Blutbestandteile erforderlich. Um dies zu gewahrleisten, werden unter anderem von
geschadigten Gewebezellen und an der Immunabwehr beteiligten Blutzellen verstarkt
Wachstumsfaktoren und andere Informations-Ubermittelnde Faktoren exprimiert und
sezerniert. Diese kdnnen Uber den Blutkreislauf bis hin zu den HSZ-Nischen im Knochenmark
transportiert werden und eine verstarkte Proliferation und Differenzierung anregen. Der
Prozess der Hamatopoese ist in Abbildung 1 schematisch dargestellt und wird im Folgenden

kurz erlautert.
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Abbildung 1: Schematische Ubersicht des Prozesses der Himatopoese. Dargestellt ist die Entwicklung der
im Text beschriebenen Blutzellinien nach dem Akashi-Kondo-Weissman Modell. LT-HSZ, long-term
hamatopoetische Stammzelle; ST-HSZ, short-term hamatopoetische Stammzelle; MPP, multipotente
Progenitoren; CMP, gesamte myeloide Vorldufer; CLP, gesamte lymphoide Vorldufer; Ubernommen und
modifiziert aus *Passegue et al., 2003.

Zunachst entwickeln sich aus sogenannten long term (LT)-HSZ, short term (ST)-
HSZ. Wahrend LT-HSZ vor allem der Erhaltung des HSZ-Pools durch Selbsterneuerung tber
einen langen Zeitraum hinweg dienen, durchlaufen die ST-HSZ nur eine kurze Phase der
Selbsterneuerung und entwickeln sich im Anschluss in etwas starker determinierte,
multipotente Vorlauferzellen oder sterben durch Apoptose ab. Multipotente Vorlauferzellen
haben noch ein gewisses Potenzial zur Selbsterneuerung, dienen aber vor allem zur weiteren
Entwicklung in Linien-spezifische gesamte myeloide Vorlauferzellen (engl. common myeloid
progenitors, CMP) oder gesamte lymphoide Vorlauferzellen (engl. common Ilymphoid
progenitors, CLP). Diese Vorlauferzellen kénnen sich nicht mehr selbst erneuern und bilden
aufgrund irreversibler Reifungsschritte, die vor allem durch die Aktivitdt und Konzentration
Zelltyp-spezifischer  Trankriptionsfaktoren determiniert sind, nur noch Zellen der
entsprechenden myeloiden oder lymphoiden Reihe.

Ob die CLPs in B- oder T-Lymphozyten weiterreifen entscheidet sich durch den
Verbleib der Vorlauferzellen im Knochenmark oder deren Migration in den Thymus. Wahrend
ersteres zunachst zur weiteren Differenzierung von B-Lymphozyten fihrt, die noch vor ihrer

vollstandigen Ausreifung aus dem Knochenmark vor allem in die sekundaren lymphatischen
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Organe Milz und Lymphknoten migrieren, werden T-Lymphozyten ausschliellich im Thymus
aus dort eingewanderten CLPs gebildet. Die Reifung von NK-Zellen aus CLPs erfolgt im
Knochenmark.

Die Weiterentwicklung von CMPs erfolgt ausschlieBlich im Knochenmark. CMPs
kénnen zunachst entweder in megakaryozytare/erythroide Vorlauferzellen (engl.
megakaryocytic erythroid progenitors, MEP) oder granulozytare/monozytare Vorlauferzellen
(engl. granulocytic monocytic progenitors, GMP) differenzieren. Die MEPs entwickeln sich
weiter in Erythrozyten und Megakaryozyten, die durch Zerfall zu Thrombozyten werden.
GMPs reifen weiter in Granulozyten und Monozyten/Makrophagen (Ubersicht in *Passuege et
al., 2003; "**Graf und Trumpp, online Poster, Nature Reviews).

Der hier vereinfacht dargestellte Prozess der Hamatopoese entspricht dem
sogenannten Akashi-Kondo-Weissman Schema. Dieser Ablauf postuliert einen mehr oder
weniger streng binar ablaufenden Prozess, was bedeutet, dass jede Vorlauferzelle die
Méglichkeit hat, in zwei verschiedene Nachfolgezellen zu reifen. Ob die Hamatopoese
allerdings tatsachlich diesem Schema folgt, wird aufgrund mehrerer Studien der letzten Jahre
etwas kontrovers diskutiert (Ubersicht in "°Laiosa et al., 2006).

Auf zellularer Ebene spielt wie bereits erwahnt vor allem die Expression bestimmter
Transkriptionsfaktoren eine grolte Rolle fiur die Spezifizierung von HSZ. Der wohl
naheliegendste Grund hierflr ist, dass die Aktivitat von Transkriptionsfaktoren ein spezifisches
genetisches Programm aktiviert, was gleichzeitig durch unterschiedliche Mechanismen zur
Repression eines gegensatzlichen Programms fihren kann. Wahrend dieser ersten
Entwicklungsschritte kdnnen so zunachst die myleoiden oder lymphoiden Vorlauferzellen aus
HSZ und multipotenten Vorlauferzellen entwickelt werden. Dabei verandert sich auch die
Expression von speziellen Oberflachenproteinen auf diesen Zellen, was eine wichtige Rolle fir
deren Reaktionsvermdgen auf auldere Stimuli spielt.

Da fir diese Arbeit vor allem die Differenzierung myeloider Zellen — speziell der
GMPs in Monozyten/Makrophagen oder Granulozyten — von besonderer Bedeutung ist, wird
diese im folgenden Abschnitt unter Berticksichtigung der beteiligten Transkriptionsfaktoren,

sowie extrazellularen Stiumuli und dadurch aktivierte Signalkaskaden genauer beschrieben.

23 Die Entwicklung myeloider Zelllinien

Zur Spezifizierung, Weiterentwicklung und endgultigen Ausreifung myeloider Zellen
sind zunachst die zelltyp-spezifische Expression und Aktivitat einiger Transkriptionsfaktoren
von Bedeutung. Durch deren Zusammenspiel kann auf DNA-Ebene ein genetisches
Programm aktiviert werden, dass die Entwicklung der myeloiden Zellen zur Folge hat und
gleichzeitig werden genetische Programme, die die Entwicklung anderer Zelllinien induzieren,

deaktiviert. Diese antagonistischen Funktionen kdnnen auf unterschiedlichen Ebenen reguliert
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werden, worauf spater noch eingegangen wird. Zunachst sollen die wichtigsten

Transkriptionsfaktoren im Zusammenhang mit myeloider Entwicklung kurz vorgestellt werden.

2.3.1  Wichtige myeloide Transkriptionsfaktoren

Wahrend sehr friiher Differenzierungsprozesse ist der Transkritptionsfaktor Runx1
(core binding factor a2 (CBFa2); Aml1), der zur Familie der Transkriptionsfaktoren mit
Homologie zu Faktoren mit Runt-Domé&ne von Drosophila melanogaster gehért, von
besonderer Bedeutung. Runx1 ist eine von drei a-Untereinheiten, die mit CBF3 den aktiven
CBF-Komplex bilden kénnen. In diesem Heterodimer vermittelt die Runt-Doméane von Runx1
die DNA Bindung an Promotor/Enhancer Sequenzen entsprechender Zielgene. Speziell in der
sehr fruhen embryonalen hamatopoetischen Entwicklung ist die Aktivitat von Runx1 wichtig
zur Bildung hamatopoetischer Zellen aus endothelialen Vorlaufern (''Chen et al., 2009). Zu
spateren Zeitpunkten reguliert Runx1 die Entwicklung von CLPs, B- und T-lymphoiden Zellen,
aber — im Zusammenspiel mit weiteren Faktoren — auch die Expression myeloider Gene.
Hierzu gehdren zum Beispiel die Gene der Rezeptoren fur wichtige myeloide
Wachstumsfaktoren wie den Granulozyten/Monozyten-Kolonie-stimulierenden  Faktor
(GM-CSF) und des Monozyten-CSF (M-CSF) (Ubersicht in "?Friedman, 2002; "*Rosmarin et
al., 2005; "“Rosenbauer und Tenen, 2007).

Zwei der wohl wichtigsten Transkriptionsfaktoren wahrend der myeloiden Entwicklung
sind Pu.1 und C/ebpa (CCAAT enhancer binding protein). Pu.1 gehort zur Familie der Ets-
Transkriptionsfaktoren und ist das Produkt des Onkogens Sfpi7 (murines Gen; humanes Gen:
SPI1). Uber die C-terminal gelegene Ets-Doméane erfolgt mit Hilfe eines Helix-turn-Helix
Motives die Bindung an regulatorische DNA-Sequenzen. Weiterhin wird durch diese Domane
auch die Interaktion mit anderen Proteinen vermittelt. N-terminal enthalt das Protein eine
Transaktivierungsdomane, gefolgt von einer sogenannten PEST-Domane, die vor allem aus
den Aminosauren Prolin, Glutamat, Serin und Threonin aufgebaut ist. Auch Uber diese
Domanen kann Protein-Protein-Interaktion vermittelt werden. Pu.1 wird ausschliefdlich in
hamatopoetischen Zellen exprimiert und ist unabdingbar zur Entwicklung von B-lymphoiden
Zellen und Makrophagen. Die Bedeutung von Pu.1 fir die myeloide Entwicklung wird
besonders deutlich aufgrund der Tatsache, dass fast alle myeloid-spezifischen Gene eine
Pu.1 Bindungssequenz in entsprechenden regulatorischen Regionen aufweisen. Als Beispiele
seien hier die Gene der myeloiden Oberflachenproteine CD11b und CD18, sowie die Gene flr
die Rezeptoren der Wachstumsfaktoren GM-CSF, Granulozyten-CSF (G-CSF) und M-CSF
aufgefiihrt. Auch das Sfpi1-Gen selbst wird autoregulatorisch durch Pu.1 aktiviert (Ubersicht in
*Rosmarin et al., 2005). Ein knock-out der Sfpi1-Allele in Keimzellen fiihrt zum Ausfall der
reifen myeloiden und B-lymphoiden Zellen, ein konditionaler knock-out in adulten HSZ flhrt zu

einer Erhdhung der Zahl an unreifen Granulozyten, sowie der Ausbildung von erythroiden
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Vorlauferzellen (Ubersicht in “Rosenbauer und Tenen, 2007).

Wahrend der einzelnen Entwicklungsschritte, in denen Pu.1 von Bedeutung ist, spielt
vor allem dessen Konzentration eine grof’e Rolle. Eine hohe Konzentration in HSZ flhrt
zunéchst zur Entwicklung von CMPs, wahrend geringere Konzentrationen zur Ausbildung von
CLPs notwendig sind. Zu spateren Entwicklungszeitpunkten bewirkt eine hohe Pu.1
Konzentration die Entwicklung von GMPs in Monozyten/Makrophagen auf Kosten von
Granulozyten, wahrend zur vollstandigen Granulozyten-Ausreifung ein niedriger Pu.1 Level
ausreicht (Ubersicht in “Rosenbauer und Tenen, 2007).

Der zweite wichtige myeloide Transkriptionsfaktor — C/ebpa — ist der erstgefundene
Faktor  der  C/ebp-Familie. Diese Transkriptionsfaktoren weisen N-terminal
Transaktivierungsdomanen zur Protein-Protein-Interaktion auf, gefolgt von basischen DNA-
Bindedoméanen. C-terminal liegt eine basische Leuzin-Zipper-Domane, wodurch ebenfalls die
Interaktion mit anderen Proteinen vermittelt wird. C/ebpa wird im hamatopoetischen System
vor allem in HSZ, myeloiden Vorlaufern und Granulozyten exprimiert, aber auch in
nicht-hdmatopoetischen Geweben wie zum Beispiel der Leber und in Fettzellen. Einige
wichtige Zielgene von C/ebpa im Zusammenhang mit myeloider Entwicklung sind das G-CSF-
Rezeptor-Gen, das Interleukin 6 (IL6)-Rezeptor-Gen, Sfpi1 (codiert fur PU.1), sowie Cebpa
selbst (Ubersicht in *Rosmarin et al., 2005; “Rosenbauer und Tenen, 2007).

Wie beschrieben ist die Expression von Pu.1 wichtig fir die Bildung von CMPs aus
HSZs, wahrend C/ebpa die weitere Differenzierung von CMPs in GMPs bewirkt. Steigt die
Cl/ebpa Konzentration wahrend der folgenden Entwicklungsschritte, so kommt es zur
Induktion granulozytarer Differenzierungsprozesse auf Kosten von Monozyten/Makrophagen.
Speziell Makrophagen exprimieren kein C/ebpa mehr (Ubersicht in *Rosmarin et al., 2005;
“Rosenbauer und Tenen, 2007). Sind beide Cebpa-Allele in murinen Keimzellen
ausgeschaltet, so kann ein Anstieg unreifer myeloider Zellformen, sowie die fehlende
Entwicklung von GMPs und Granulozyten und eine verlangsamte Entwicklung von Monozyten
beobachtet werden (Ubersicht in "?Friedman, 2002; “Rosenbauer und Tenen, 2007).

Von besonderer Bedeutung im Zusammenhang mit der C/ebpa-induzierten
Ausdifferenzierung von Granulozyten ist die Regulation von Zell-Zyklus-assoziierten Genen
und Proteinen durch diesen Faktor. So reprimiert C/ebpa zum Beispiel die Aktivitat von E2F
was zu einer verminderten Phosphorylierung des Retinoblastoma (Rb) Proteins fuhrt und in
einem Zell-Zyklus-Arrest resultiert (**Porse et al., 2001).

Eine Ubersicht der Expression der hier besprochenen Transkriptionsfaktoren

wahrend einzelner Entwicklungsstadien ist in Abbildung 2 schematisch dargestellt.
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Abbildung 2: Ubersicht iiber die Expression wichtiger myeloider Transkriptionsfaktoren zu bestimmten
Entwicklungszeitpunkten wahrend der myeloiden Differenzierung. Ubernommen und modifiziert aus *Rosenbauer
und Tenen, 2007.

2.3.2 Wie wird die zelltyp-spezifische Expression und Konzentration dieser

Transkriptionsfaktoren gesteuert?

Um eine fehlerfreie myeloide Entwicklung zu gewahrleisten, spielt zunachst die
zelltyp-spezifische Expression und Konzentration der an diesem Prozess beteiligten
Transkriptionsfaktoren eine grofe Rolle. Dazu ist die streng kontrollierte Expression und
Aktivitat dieser Faktoren von entscheidender Bedeutung. Dies wird auf verschiedenen Ebenen

reguliert und wird im Folgenden kurz beschrieben.

1. Regulation auf Trankriptionsebene:
Zur Zelltyp-spezifischen Expression von Transkriptionsfaktor-codierenden Genen ist

die Aktivitat von (zusatzlichen) Trankriptionsfaktoren auf Cis-regulatorischen DNA-Sequenzen
notwendig. Diese Art der Regulation ist bisher nur fir das Sfpi1/SPI1-Gen (codiert fir
Pu.1/PU.1) detaillierter untersucht. Im 5’Bereich des Sfpi1/SPI1-Lokus kénnen drei Gruppen
moglicher Cis-regulatorischer Elemente, zusatzlich zum Sfpi1/SPI/1-Promotor, gefunden
werden (°Li et al., 2001). Die Mutation eines dieser Elemente im murinen Modell fiihrte zur
Verminderung der Pu.1 Expression auf 20% der normalen Konzentration in HSZ, myeloiden

Vorlauferzellen und B-lymphoiden Zellen, aber einer Erhéhung der Pu.1 Konzentration in
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T-lymphoiden Vorlauferzellen. Die Folge dieser Zelltyp-spezifischen Expressionsanderung von
Pu.1 ist eine stark verminderte myeloide und T-Zell-Differenzierung, was eine myeloische
Leukamie beziehungsweise die Ausbildung von Lymphomen zur Folge hatte (Rosenbauer et
al., 2004 und '®2006). Anhand dieses Beispiels wird deutlich, dass die Expression und
Konzentration der myeloiden Transkriptionsfaktoren in unterschiedlichen Zelltypen bereits
durch Regulation auf DNA-Ebene unter anderem durch das Ausnutzen unterschiedlicher

regulatorischer DNA-Sequenzelemente zustande kommen kann.

2. Regulation auf Translationsebene

Auch nach Expression der entsprechenden Gene kann die endgultige Bildung des
aktiven Proteins noch moduliert werden. Als Beispiel soll hier die Expression von C/ebpa
aufgefuihrt werden. Ein und dieselbe mRNA kann zur Expression zweier verschiedener
Formen von Cl/ebpa flhren. Im 5'UTR-Bereich dieser mRNA finden sich regulatorische
Sequenzen zur Bindung der eukaryotischen Translationsfaktoren EIFAE und EIF2 (eukaryotic
initiation factors). Je nach Konzentration dieser Faktoren wird ein AUG-Startcodon zur
Expression des volle Lange C/ebpa Proteins (42 kDa) oder aber ein AUG-Codon zur
Expression einer kiirzeren 30 kDa-Form verwendet (**Calkhoven et al., 2000). Wahrend das
volle Lange Protein vollstandig transkriptionell aktiv und wichtig fur die Ausdifferenzierung von
Granulozyten ist, wirkt die kirzere 30 kDa-Form von C/EBPa mit fehlender N-terminaler
Domane als dominant-negatives Suppressor-Protein, das die Aktivitdt der 42 kDa-C/EBPa
Form unterbinden kann (*°Pabst et al., 2001). Dies gilt fiir das humane System sowohl in vivo,
als auch in vitro. In murinen Vorlauferzellen flhrt die Expression der 30 kDa-C/ebpa Form
zwar nicht zu einem myeloiden Differenzierungsblock (?'Schwieger et al., 2004), aber zu einer

verstarkten Proliferation myeloider Vorlauferzellen (**Porse et al., 2005).

3. Reqgulation durch Protein-Protein-Interaktion

Eine besonders wichtige Rolle fur den fehlerfreien Ablauf eines genetischen
Differenzierungsprogrammes spielt die Interaktion zwischen regulatorischen Proteinen. Diese
Interaktion kann sich sowohl aktivierend, als auch hemmend auf die Transkription der
Zielgene auswirken und kann zudem wichtig fur die Transkription per se sein. Fur diese
Aspekte gibt es zahlreiche Bespiele, von denen im Folgenden aus Griinden der Ubersicht nur
die fur die myeloide Differenzierung wichtigsten kurz erlautert werden.

Wahrend der frihen Entwicklungsprozesse multipotenter Vorladuferzellen ist die
Interaktion von Pu.1 mit dem basischen Leuzin-Zipper Transkriptionsfaktor Gata1 von grol3er
Bedeutung. Gata1 ist ein wichtiger Faktor zur Spezifizierung der
megakaryozytaren/erythroiden Linie und damit ein Gegenspieler von Pu.1 in Bezug auf die

Induktion der myeloiden Differenzierung. Beide Transkriptionsfaktoren konnen in einer
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hemmenden Weise miteinander interagieren, wobei die Konzentration der jeweiligen Faktoren
eine Rolle spielt: Pu.1 ist in der Lage die DNA-Bindungskapazitat von Gata1 zu inhibieren
oder — durch Interaktion mit bereits DNA-gebundenem Gatal — weitere Co-Faktoren zu
rekrutieren, wodurch ein Repressorkomplex gebildet wird (**Stopka et al., 2005; Ubersicht in
“Rosenbauer und Tenen, 2007). Liegt Gata1 in hoher Konzentration vor, so wird die Pu.1-
Aktivitat auf den Promotoren wichtiger myleoider/monozytarer Gene vermindert. Dies erfolgt
zum Beispiel durch Bindung von Gata1 an die 33/B4 Domane innerhalb des Ets-Motivs von
Pu.1, wodurch dessen Interaktion mit einem weiteren wichtigen Co-Faktor — c-jun — geblockt
wird. Die Aktivierung monozytarer Gene durch den Pu.1/c-jun Komplex kann durch eine
weitere mdgliche Interaktion — c-jun und C/ebpa — gehemmt werden. Dies flhrt zu einer
verstarkten Granulopoese (**Rangatia et al., 2002).

In Bezug auf die Differenzierung von GMPs in Granulozyten oder
Monozyten/Makrophagen ist weiterhin die Interaktion zwischen Pu.1 und lcspb (/nterferon
consensus sequence binding protein; auch Irf8 (Interferon response factor 8)) von Bedeutung.
Dieser Komplex scheint vor allem fir die Ausreifung und Aktivitat von Makrophagen und
dementsprechend auf den Promotoren von Makrophagen-spezifischen Genen notwendig zu
sein (Tamura et al., 2000 und %2005). Icsbp alleine moduliert ebenfalls die Expression
monozytarer Gene wie das des M-CSF-Rezeptors, wahrend zum Beispiel die Expression des
G-CSF-Rezeptor-Gens durch die Icsbp Aktivitat vermindert wird (*Tamura et al., 2000).

Die meisten der hier aufgefihrten Transkriptionsfaktoren kénnen zusatzlich
Interaktionen mit sogenannten Co-Aktivator oder -Repressor Proteinen eingehen. Diese
Molektle weisen in der Regel eine enzymatische Funktion auf, die entweder die DNA direkt,
oder aber die Chromatinstruktur durch Modifizierung der mit der DNA assoziierten Histone
verandert. In diesem Zusammenhang sollen kurz die sogenannten Histon-Acetylasen (HATS)
und deren Gegenspieler, Histon-Deacetylasen (HDACs) vorgestellt werden. Durch
Assoziation von Transkriptionsfaktoren mit HATs kommt es zunachst zur Acetylierung von
Lysinresten innerhalb der Histone. Dadurch wird deren positive Ladung maskiert und die
Bindung an das negativ geladene Ruckgrat der DNA vermindert, was zur Auflockerung der
Chromatinstruktur fhrt. Im umgekehrten Falle, der Assoziation von Transkriptionsfaktoren mit
HDACSs wird diese Reaktion riickgangig gemacht, so dass die wieder positiv geladenen Lysine
innerhalb der Histone wieder starker mit der DNA interagieren kdénnen und die
Chromatinstruktur weniger zugénglich fir die Transkriptionsmaschinerie ist (Ubersicht in
“’Haberland et al., 2009). Einige HATs kénnen aber auch zu einer direkten Acetylierung der
Transkriptionsfaktoren selbst fihren, was eine veranderte DNA-Bindung oder Interaktion mit
weiteren Proteinen zur Folge hat. Fir Runx1, Pu.1 und C/ebpa ist die Interaktion mit der HAT
p300 gezeigt (Ubersicht in '*Rosmarin et al, 2005). Da dieses Protein mit Hilfe

unterschiedlicher Domanen an mehrere Proteine gleichzeitig binden kann, ist die Bildung
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eines grofllen Transkriptionsfaktor-Komplexes mdaglich.

4. Einfluss auRerer Stimuli

Ein nicht zu vernachlassigender Einfluss auf hdmatopoetische Entwicklungsprozesse
Uben auliere Faktoren aus. Wahrend der gesunden Hamatopoese spielen vor allem Faktoren,
die von den Zellen der hamatopoetischen Nischen sezerniert werden, aber auch die
Zell-Zell-Interaktionen als solche, eine wichtige Rolle (Ubersicht in 2Enver et al., 1998;
®Metcalf et al., 1998). Wahrend aufergewdhnlicher Situationen, wie zum Beispiel nach
Eindringen koérperfremder Stoffe in den Organismus, muss das hamatopoetische System in
der Lage sein, sich sehr schnell an diese veranderte Situation anzupassen. Hier erfolgt die
Informationsubermittlung mit Hilfe von Faktoren, die zum Beispiel von an der Immunabwehr
beteiligten Blutzellen wie Makrophagen, Granulozyten und Lymphozyten gebildet werden und
Uber den Blutkreislauf bis hin zu den hamatopoetischen Nischen transportiert werden
(Ubersicht in **Nathan, 2002).

In beiden Situationen sind eine Vielzahl an Molekilen fur die Hamatopoese von
Bedeutung. Wahrend des myleoiden Differenzierungsprozesses spielen neben den bereits
erwahnten Wachstumsfaktoren GM-CSF, G-CSF und M-CSF, die Interleukine 3 und 6 eine
wichtige Rolle. Die Bindung dieser Molekile an entsprechende Rezeptoren auf der
Zelloberflache fihrt in der Regel zur Aktivierung oder Repression eines Sets exprimierter
Transkriptionsfaktoren, was meist verstarkte Proliferation und positive Selektion einer
entsprechenden Zelllinie zur Folge hat (**Enver et al., 1998).

Die genauen Signalwege, die nach Aktivierung von Rezeptoren auf der
Zelloberflache myeloider Zellen ablaufen sind bisher nur unvollstéandig aufgeklart (Ubersicht in
*IMiranda und Johnson, 2007). Ein wichtiger Signalweg, fiir den eine direkte Assoziation mit
Transkriptionsfaktoren der myeloiden Differenzierung gezeigt ist, lauft Gber die Kinasen Ras,
Raf, Mek-1,2 und Erk-1,2. Diese Kette an Phosphorylierungen bewirkt letztendlich eine
Phosphorylierung von zum Beispiel Pu.1, C/ebpa und Runx1 mit unterschiedlichen
Auswirkungen. Wahrend Pu.1 durch diese Modifikation starker an entsprechende
regulatorische DNA-Sequenzen binden kann (*Miranda et al., 2005) und Runx1 eine
verstarkte Transaktivierungskapazitat aufweist (**Tanaka et al., 1996), kommt es durch
Phoshphorylierung von C/ebpa zu einer Verminderung der transkriptionellen Aktivitat (**Ross
et al., 2004). Auch in diesem Szenario wird die mogliche Gegenspieler-Funktion von Pu.1 und
Cl/ebpa bei der Entwicklung von Monozyten/Makrophagen oder Granulozyten aus GMPs
unterstutzt. Weiterhin bewirkt die Ras/Raf/Mek/Erk-Signalkaskade eine Phosphorylierung von
Stat-Proteinen, wodurch die Expression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-xL hochreguliert
wird und damit das Uberleben der Zellen unterstiitzt wird (**Miranda et al., 2003).

Die meisten Signalwege stehen Uber bestimmte Proteine innerhalb der Signalketten
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miteinander in Verbindung. Somit kann wohl keine der Kaskaden nur einzeln betrachtet
werden, vielmehr fuhrt die Aktivierung unterschiedlicher Signalwege aufgrund der Bindung
aullerer Faktoren an entsprechende Rezeptoren zu einer Integration einer grofden Anzahl an
Information. Am Ende der Kaskaden steht dann die Zelltyp-spezifische Aktivitat verschiedener
Transkripitionsfaktoren, die zur Aktivierung und Repression entsprechender genetischer

Programme flhren.

Alle bisher beschriebenen Prozesse laufen streng kontrolliert und aufeinander
abgestimmt ab. Eine Fehlregulation hat dementsprechend meist ernsthafte Folgen. Hierzu
kann die Entwicklung einer der schwerwiegendsten Erkrankungen des Blutsystems — die

Leukamie — gehdren, worauf im anschlieRenden Abschnitt genauer eingegangen werden soll.

24 Leukdmie

Mutationen, die den Ablauf genetischer Programme wahrend der Hamatopoese
beeinflussen, kdnnen zum Verlust der strengen Kontrolle der Blutbildung fihren. Eine solche
maligne Entartung von zumeist Leukozyten kann in einer Form von Krebs — der Leukamie —
resultieren. Je nachdem, welche Blutlinie von der Entartung betroffen ist, unterscheidet man
zwischen lymphatischen oder myeloischen Leukamien.

Als chronische Leukamien bezeichnet man Erkrankungen, in denen zunachst trotz
verstarkter (klonaler) Proliferation von Vorlauferzellen im Knochenmark noch ausgereifte
Blutzellen gebildet werden koénnen. Dies kann mehr oder weniger unbemerkt Uber Jahre
hinweg erfolgen, bis irgendwann die sogenannte akute Phase eintritt. Die Zellen beginnen
dann sehr schnell und stark zu proliferieren und reifen nicht mehr aus (Differenzierungsblock).
Dies endet schlieflich in einer sogenannten Blasten-Krise, die durch starke Akkumulation der
unreifen Vorlauferzellen (Blasten) zunachst im Knochenmark und nachfolgend im Blut und
weiteren Organen gekennzeichnet ist.

Im Falle der akuten Leukdmien kommt es meist zu einem spontanen Auftreten der
Erkrankung, die dann bereits mit einer starken Proliferation und Akkumulation unreifer
Vorlauferzellen beginnt. Diese leukdmischen Zellen verdrangen zunachst die normale
Blutbildung im Knochenmark und breiten sich im Anschluss Uber das Blut im Organismus aus.
Meist sind zunachst lymphatische Organe wie die Milz und Lymphknoten, aber auch nicht-
hamatopoetische Organe, wie zum Beispiel die Leber, von einer Invasion leukdmischer Zellen
betroffen. Dies ist vor allem durch das teilweise schmerzhafte Anschwellen dieser Organe
gekennzeichnet. Aufgrund der Verdrdangung der normalen Blutbildung im Knochenmark
kommt es zu einer Verminderung an Erythrozyten und Thrombozyten, was mit Schwache
aufgrund verminderter Sauerstoffversorgung und erhéhter Blutungsneigung einhergeht. Die

verminderte Anzahl an funktionsfahigen Leukozyten bewirkt zudem eine erhdhte
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Infektionsanfalligkeit der Betroffenen. Da der Organismus so nicht mehr in der Lage ist, mit
ausreichend Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt zu werden und zudem Kkeine intakte
Immunabwehr mehr besitzt, fihrt eine unbehandelte akute Leukamie, sowie eine chronische
Leukamie in der akuten Phase unweigerlich zum Tod.

Die bei Kindern dominierende Form der Leukamie ist die akute lymphatische
Leukamie (ALL), wahrend die akute und chronische myeloische Leukamie (AML und CML)
haufiger bei Erwachsenen auftritt. Ab dem mittleren Lebensalter kommt es zu einem
verstarkten Auftreten der chronischen lymphatischen Leukdmien (CLL), die dann auch bei
alteren Menschen die vorherrschende Form der Leukamie ist (**Uberblick aus Kompetenznetz
Leukamien: Leukamien in Deutschland).

Da fir diese Arbeit vor allem die AML von Bedeutung ist, wird im Folgenden genauer

auf die unterschiedlichen Formen und mdglichen Ursachen dieser Erkrankung eingegangen.

241  Akute myeloische Leukamie (AML)

Die akute myeloische Leukamie ist die bei Erwachsenen zwischen dem 20. bis 50.
Lebensjahr am haufigsten auftretende Form der akuten Leukamie (**nach Kompetenznetz
Leukamien: Leukamien in Deutschland, Stand 2003). Sie ist gekennzeichnet durch eine
Akkumulation und Expansion von malignen, myeloid determinierten (Vorlaufer)Zellen im
Knochenmark, Blut und anderen Geweben. Bereits 1976 wurde ein Klassifizierungsschema,
basierend auf dem Differenzierungsstatus der transformierten Zellen von einer Gruppe von
Wissenschaftlern um C. Sultan vorgeschlagen. Hierzu wurden Daten von Patienten von
insgesamt 7 Hamatologen aus Frankreich, den USA und GroRbritannien (French-American-
Britain; FAB) gesammelt und deren Status der Blutzellentartung beziehungsweise noch
vorhandener Differenzierungskapazitat nach morphologischen und zytologischen Kriterien
kategorisiert (*’Bennett et al., 1976). Diese sogenannte FAB-Klassifizierung wird auch heute
noch zur Beschreibung von Subtypen der AML verwendet. Aufgrund der Fortschritte innerhalb
der letzten Jahre, Veranderungen auf DNA-Ebene identifizieren zu kénnen, konnten weitere
Klassifizierungs-Schemata etabliert werden. In diesen steht nicht mehr der morphologische
Phanotyp der entarteten Zellen, sondern die Identifikation von Mutationen in den entarteten
Zellen im Vordergrund (Ubersicht in *®*Tenen, 2003; “Rosenbauer und Tenen, 2007). Fir die
vorliegende Arbeit ist sowohl die FAB-Klassifizierung der AML, als auch das Vorkommen von
Veranderungen, die vor allem Transkriptionsfaktorgene betreffen, von Bedeutung. Aus diesem
Grund ist in Tabelle 1 eine vereinfachte Ubersicht beider Kriterien zusammengefasst. Aus
dieser ergibt sich, dass bestimmte Transkriptionsfaktor-Mutationen haufig in Verbindung mit
einem Differenzierungsblock zu bestimmten Zeitpunkten der myeloiden Blutzellentwicklung
stehen.

Das tatsachliche Auftreten veranderter Transkriptonsfaktoren konnte zunachst durch
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Identifizierung von Fusionen von Teilen verschiedener Transkriptionsfaktoren in humanen
AML-Proben bestatigt werden. Diese Fusionsproteine sind die Folge von somatischen
Translokationsereignissen, bei denen durch Austausch von bestimmten
Chromosomenabschnitten ein Fusionsgen entsteht. Mit Hilfe von Mausmodellen konnte das
onkogene Potenzial vieler solcher Fusionsgene beziehungsweise dessen Produkten bestatigt
werden. Die haufigsten in AML gefundenen Fusionsproteine sind RUNX1/ETO (Eleven
Twenty One), das Produkt der Translokation zwischen dem RUNXT Lokus auf Chromosom 8
und dem ETO Lokus auf Chromosom 21 (1(8;21)). Desweiteren das Fusionsprotein aus den
Transkriptionsfaktoren Promyelocytic Leukemia/Retinoid Acid Receptor a (PML/RARGQ;
t(15;17)), Fusionsproteine mit Beteiligung des Mixed Lineage Leukemia (MLL; t11923)
Transkriptionsfaktors oder auch eine Inversion auf Chromosom 16 (Inv16), die zur Bildung des
Core Binding Factor B/Myosin, Heavy Polypeptide 11 (CBFB/MYH11) fiihrt (Ubersicht in
*Rosenbauer et al., 2005).

Zunachst erscheint mit RUNX1 hier nur einer der in dieser Arbeit flr die myeloide
Entwicklung als sehr wichtig aufgefuhrten Transkriptionsfaktoren das Ziel von
Mutationsereignissen zu sein, die zur Entwicklung von AML fihren kénnen. Die Bedeutung
weiterer Faktoren wie zum Beispiel PU.1, C/EBPa und ICSBP als Ursache fiir den
auftretenden Differenzierungsblock wird aber durch die haufig verminderte Konzentrationen
dieser Faktoren in AML-Proben deutlich. In 7 bis 11% der AML Patienten kdnnen zudem auch
direkte Mutationen zum Beispiel innerhalb der Gene RUNX7T und CEBPA gefunden werden
(Ubersicht in "“Rosenbauer und Tenen, 2007). Fir SPI1 (codiert PU.1) ist das Auftreten von
direkten Mutationen umstritten, da diese lediglich in einer Studie mit 126 AML-Patienten
nachgewiesen werden konnten (**Mueller et al., 2002). Kommen direkte Mutationen vor, so
handelt es sich vor allem um Punktmutationen oder kleine Deletionen und Insertionen. Diese
liegen haufig in den codierenden Abschnitten der entsprechenden Gene, so dass
Transkriptionsfaktoren exprimiert werden, die in ihrer Funktion verandert sind. In 58% der
AML-Falle mit CEBPA-Mutation kommt es zur Expression der dominant-negativen 30 kDa
Form des Proteins. Weitere Mutationen betreffen den C-Terminus des Proteins, so dass keine
DNA-Bindung mehr erfolgen kann (*°Pabst et al., 2001). Die in der Studie von Mueller et al.
gefundenen Mutationen des SPI/1 Gens resultieren am haufigsten in der Expression einer
Form von PU.1, die nur noch in geringem Mafte mit RUNX1 oder C-JUN interagieren kann.
Allgemein treten alle diese Mutationen als heterozygote Veranderung auf, so dass zusatzlich
auch eine Verminderung der Konzentration der aktiven Form des Faktors die Folge ist

(Ubersicht in **Rosenbauer et al., 2005 und “Rosenbauer und Tenen, 2007).
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Tabelle 1: AML-Klassifizierung nach FAB-System. Die zu bestimmten Differenzierungszeitpunkten haufig
auftretenden Mutationen sind zusatzlich eingefligt. Zusammengefasst nach *Tenen 2003

FAB Subtyp

Differenzierungsstatus

Beschreibung

MO

M1

M2

M3

M4

M4 Eo

M5

M6

M7

Undifferenziert

Myeloblasten ohne
Differenzierung

Myeloblasten mit
Differenzierung

Promyeloblastisch

Myelomonozytar

Myelomonozytar mit
Eosinophilie im
Knochenmark
Monozytar

Erythroleukamie

Megakaryoblastisch

positiv fir myeloide Marker,
aulder Myeloperoxidase

haufig biallelische Mutationen in
RUNX1 und/oder SPI1

Teilweise granulozytare
Differenzierungsansatze

teilweise Mutationen von
CEBPA, Expression der
N-terminalen, dominant-
negativen Mutante, nicht in
Verbindung mit t(8;21)

Reifung bis etwa

promyelozytarem Stadium

wird unterschieden in

Leukamien mit und ohne

RUNX1/ETO t(8;21)

ohne t(8;21) teilweise

Mutationen von CEBPA

Akute promyeloblastische

Leukamie (APL)

teilweise mit PML/RARa
(t(15;17)) oder anderer
Translokation, die RARa betrifft

CEBPA Mutationen mit Verlust
der DNA-Bindungskapazitat

Selten SPI1 und CEBPA

Mutationen

nicht in Kombination mit
Translokationen und Inv16

Haufig Inv16

Selten SP/1 Mutation

Selten SP/1 Mutation

Immer GATA1 Mutation wenn
Leukamie in Verbindung mit
Down Syndrom auftritt
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242 Die leukdmische Stammzelle (LSZ)

Wodurch kommt es zu einer Akkumulation entarteter Zellen? Diese Frage beschaftigt
nicht nur Hamatologen, sondern spielt in der Onkologie allgemein eine grof3e Rolle. Sind alle
entarteten Zellen eines Tumors oder einer Leukdmie in der Lage sich durch unkontrollierte
Proliferation zu vermehren? Oder sind es nur einige wenige, sogenannte
»1umorstammzellen®, die das Potenzial zur unkontrollierten Proliferation besitzen und dadurch
den Tumor immer wieder speisen kénnen? Fir diese Theorie sprechen vor allem Studien aus
den letzten Jahren. So konnte beispielsweise 2004 die Gruppe um John E. Dick zeigen, dass
innerhalb eines Pools an humanen AML-Zellen Stammzellen zu finden sind, die — wie normale
HSZ — eine gewisse Hierarchie in ihrem Differenzierungspotenzial aufweisen. Durch serielle
Transplantationsstudien mit immundefizienten NOD/scid Mausen (Modell zur Transplantation
humaner hamatopoetischer Zellen) konnte gezeigt werden, dass die LSZ nach einer
unterschiedlichen Anzahl von Retransplantationen in der Lage waren eine AML in diesen
Tieren hervorzurufen. Dies entspricht den unterschiedlichen Differenzierungsstufen von HSZ,
die entweder ruhend in ihrer Nische vorliegen, oder schon etwas weiter entwickelt sind, so
dass sie in den Prozess der Differenzierung eintreten und damit zur Regeneration des Blutes
beitragen kénnen (*'Hope et al, 2004). Eine weitere Tatsache, die fiir das Vorhandensein von
LSZ als Ursache der Leukamien spricht, ist, dass es selbst einige Jahre nach Abschluss einer
erfolgreich durchgeflihrten Chemotherapie (sofern keine Stammzelltransplantation erfolgt)
noch zu Rickfallen kommen kann. Aufgrund der Eigenschaft von Stammzellen, sich nur sehr
selten zu teilen, entkommen gerade diese einer kommerziellen Form von Chemotherapie, die
darauf ausgerichtet ist, die sich schnell teilenden Zellen eines Tumors abzutéten. So kann es
Jahre dauern, bis noch vorhandene Tumorstammzellen in den Differenzierungsprozess
eintreten und damit wieder zur Entwicklung eines Pools an entarteten Zellen beitragen
(Ubersicht in “Rosenbauer und Tenen, 2007).

Nach heutigem Kenntnisstand teilen LSZ einige wichtige Eigenschaften mit HSZ.
Dazu gehdrt unter anderem deren Potenzial zur Selbsterneuerung, aber auch das Potenzial
Uber einen langen Zeitraum hinweg zu Uberleben und zu einem bestimmten Zeitpunkt in die
Differenzierung einzutreten. Wahrscheinlich werden diese Stammzelleigenschaften durch die
Expression einer Gruppe von sogenannten Stammzell-Genen aufrecht erhalten (Ubersicht in
Passegue et al., 2003; “?Rizo et al., 2006). Hierzu gehort zum Beispiel die Re-Expression von
Genen, die fur wichtige Stammzell-assoziierte Oberflachenrezeptoren wie Cxcr4 und CD44
codieren. Diese Proteine Ubernehmen zum einen die Funktion des Rickhaltens der HSZ im
Knochenmark (Uberlebensschutz), spielen aber auch eine wichtige Rolle wahrend der
Migratrionsprozesse von HSZ in die Peripherie.

Die Frage nach der Herkunft der LSZ konnte bislang nicht eindeutig geklart werden.
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Zum einen besteht die Mdglichkeit, dass eine direkte Transformation von HSZ stattfindet. So
kénnen die Stammzelleigenschaften beibehalten werden, aber die strenge Kontrolle und
Regulation der Weiterentwicklung geht verloren. Auf der anderen Seite ist es mdglich, dass
auch  Dbereits determinierte  Vorlduferzellen aufgrund von  Mutationsereignissen
Stammzelleigenschaften zurlick erhalten, so dass ebenfalls keine normale Differenzierung
mehr stattfindet. Dass LSZ tatsachlich aus bereits determinierten Vorlauferzellen resultieren
kénnen, kann zumindest durch deren in vitro Transduktion mit Vektoren zur Expression
bestimmter Fusionsproteine wie zum Beispiel PML/RARa oder MLL/ENL, gezeigt werden
(Ubersicht in “°Rizo et al., 2006).

Far die vorliegende Arbeit sind besonders MLL-assoziierte Leukamien und LSZ von
Bedeutung. Dementsprechend wird in den folgenden drei Absatzen genauer auf das

Vorkommen und die Funktion von MLL und dessen Fusionsproteinen eingegangen.

2.5 Mixed Lineage Leukemia (MLL)

Das englische Wort Mixed Lineage Leukemia beschreibt zweierlei. Zum einen wird
mit dieser Bezeichnung tatsachlich eine bestimmte Form von Leukamie beschrieben, die wie
das Wort bereits nahelegt, keine eindeutige Zuordnung der Leukamieform zu einer
bestimmten Blutzelllinie zulasst. In der Regel tritt bei dieser Form von Leukamie eine Mutation
auf, die das Mixed Lineage Leukemia (MLL) Gen auf Chromosom 11923 betrifft. Obwohl
diese Form von Leukamie zunachst morphologisch und histochemisch einer lymphatischen
Leukdmie entspricht, exprimieren die leukdmischen Zellen in der Regel nicht das frihe
lymphoide  Oberflachenantigen CD10, stattdessen aber haufig die myeloiden
Oberflachenantigene CD15 und CD65. Unter anderem diese Tatsache flihrte dazu, dass die
Gruppe um Stanley J Korsmeyer die gesamtgenomischen Expressionsprofile von B-ALL und
AML Patienten ohne Translokation des MLL-Gens mit ALL Patienten mit MLL-Translokation
verglich. Mit Hilfe dieser Expressionsanalyse konnten etwa 250 Gene identifiziert werden,
anhand derer MLL von ALL und AML unterschieden werden konnen (**Armstrong et al.,
2002).

Eine Translokation des MLL-Gens kann allerdings auch in Leukdmien detektiert
werden, die eindeutig als ALL oder AML diagnostiziert werden. Dies ist in etwa 7% der AML
und 10% der ALL der Fall (“Wei et al., 2008). Das Vorhandensein einer MLL-Translokation
wird immer in Verbindung mit einer schlechten Prognose gebracht und hat lediglich eine
Heilungschance von 15 bis 20% (Ubersicht in “*Krivtsov und Armstrong, 2007). Die
MLL-Translokation wird in 50% der ALL Félle identifiziert, die bei Kindern innerhalb des ersten
Lebensjahres auftreten (Daten aus "*?ZAFES: Zentrum fiir Arzeimittelforschung, -entwicklung
und sicherheit, FFM, Stand 2004). Dies legt nahe, dass das Translokationsereignis bereits

in utero erfolgen kann. Weiterhin konnen MLL-Translokationen haufig in Patienten
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diagnostiziert werden, die nach einer chemotherapeutischen Behandlung eine sogenannte
Therapie-verursachte Leukamie entwickeln (**Sorensen et al., 1994; Ubersicht in “’Hess,
2004; “*Krivtsov und Armstrong, 2007).

2,51 Aufbau und Funktion der Wildtyp Form von MLL

Das MLL-Gen liegt auf Chromosom 11, Arm q, Lokus 23 (11923). Es umfasst Uber
100 kb und kodiert fiur ein sehr groRes Protein, bestehend aus etwa 4000 Aminosauren.
Funktionell stellt MLL das Ortholog des trithorax-Gens (trx) aus Drosophila melanogaster dar
und Ubernimmt dementsprechend eine sehr wichtige Funktion in der Aktivierung und
Regulation von Entwicklungs-assoziierten Genen, wie den Homeobox (Hox)-Genen (**Milne
et al., 2002; “*“Nakamura et al., 2002). Die Hox-Expression erfolgt wahrend der Embryogenese
in einer Art Profil, in dem die Gene in einer bestimmten Dosis und zu bestimmten Zeitpunkten
exprimiert werden. Die translatierten Faktoren wirken in kombinatorischer Weise zur
Festlegung der Segmentidentitat entlang der anterior-posterioren Achse des Embryos und zur
Spezifizierung der Zelltypen. Dementsprechend ist die streng kontrollierte Regulation dieser
Gengruppe von enorm groRer Bedeutung wahrend der Embryogenese (Ubersicht in ®Popovic
und Zeleznik-Le, 2005).

Die Funktion von MLL wahrend der Hamatopoese ist bisher nicht eindeutig geklart.
Aus knock-out Studien wird ersichtlich, dass MLL wahrend sehr frihen Stadien der
Blutentwicklung eine Rolle spielen muss. Das Fehlen von Ml fihrt im murinen Modell zum
Absterben des Embryos an Tag E10.5 der Entwicklung. Neben den erwarteten Defekten in
der Segmentidentitat ist die Hamatopoese im Dottersack und der fotalen Leber gestort. Die
Kultivierung dieser defekten Vorlauferzellen in halbflissiger Methylzellulose resultiert in einer
verminderten Anzahl und GréRe myeloider Kolonien. Zu spateren Zeitpunkten der
Hamatopoese scheint MLL keine Rolle mehr zu spielen. Dies passt zum Expressionsprofil der
HoxA-Gene, die stark in HSZ exprimiert werden aber nach Induktion der Differenzierung
herunterreguliert werden miissen, so dass der Reifungsprozess stattfinden kann (Ubersicht in
*Ayton und Cleary, 2001; “’Hess, 2004; **Popovic und Zeleznik-Le, 2005; “*Krivtsov und
Armstrong, 2007).

Das MLL-Protein enthalt zahlreiche Domanen (Abbildung 3 a) und liegt in einem
funktionellen Proteinkomplex vor. Nach Translation des MLL Proteins wird dieses zunachst im
Zytoplasma enzymatisch gespalten. So entsteht ein 320 kDa-grofRer N-terminaler Teil und ein
180 kDa-grofder C-terminaler Teil, die nicht-kovalent miteinander assoziiert bleiben. N-terminal
befinden sich drei sogenannte AT-Haken, Bereiche Uber die MLL an AT-reiche Sequenzen
der DNA binden kann, was zu einer Biegung der DNA fuhrt. Es folgen zwei sogenannte
subnuclear localization domains (SNL1 und SNL2), die fir die Lokalisation des MLL-Proteins

in speziellen Bereichen des Zellkerns notwendig sind. Weiter C-terminal liegt eine
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Repressordomane mit Homologie zur DNA-Methyltransferase (DNMT). Dieses Zink-Finger-
Motiv wird auch als CxxC-Domane bezeichnet und tragt zur Interaktion mit Co-Repressoren
wie zum Beispiel HDACs und Polycomb-Proteinen (Gegenspieler von MLL bei Regulation der
Hox-Gene) bei. Es folgt eine plant homology domain (PHD)-Domane mit Homologie zu
Bromodomanen. Mit Hilfe dieses Abschnittes kann MLL an acetylierte Lysine des Chromatins
binden. Auf DNA-Ebene wird in diesem Bereich die Bruchpunkt-Region (breakpoint cluster
region, BCR) identifiziert, die sich Uber 8,4 kb und 5 Exons erstreckt und in der der Bruch
wahrend eines Translokationsereignisses erfolgt. Im C-terminalen Teil liegen zwei weitere
Doméanen, die eine transkriptionell aktivierende Funktion Ubernehmen. (1) Eine
Transaktivierungsdoméne, die mit der HAT CBP interagieren kann, wodurch weitere
Co-Aktivatoren rekrutiert werden und die Chromatinstruktur entsprechender Zielgene gedffnet
werden kann. (2) Die SET-Domane mit Methyltransferase Funktion, die spezifisch die
Methylierung von Lysin 4 innerhalb des Histons H3 bewirkt. Weiterhin kann Uber diese
SET-Domane eine Interaktion mit Proteinen des SWI/SNF-Komplexes erfolgen, wodurch eine
Verschiebung der Nukleosomen innerhalb des Chromatins erfolgt (Nukleosomen-
Remodelling). MLL-Zielgene werden somit vor allem durch epigenetische Veranderungen
reguliert (Ubersicht in ’"Hess, 2004; *°Popovic und Zeleznik-Le, 2005).

Kommt es nun wahrend der Zellteilung zu einer Translokation des MLL-Gens, so wird
in der Regel der 5'Bereich des MLL-Gens so an den 3'Bereich eines weiteren Gens fusioniert,
dass ein offener Leserahmen bestehen bleibt. Dies flhrt zur Expression eines
Fusionsproteins, in dem bis zu 1400 der N-terminalen Aminosauren von MLL erhalten sind.
Mittlerweile sind Uber 50 potenzielle Fusionspartner von MLL identifiziert, deren Wildtyp
Funktion haufig noch nicht bekannt ist. Zusammenfassend kénnen die Fusionspartner in zwei
verschiedene Gruppen eingeteilt werden: (1) Membranstindige oder cytoplasmatische
Proteine, die eine Funktion in der Signaltransduktion haben oder (2) nukledre Faktoren die
haufig selbst Transkriptions-modulierende Funktion aufweisen (Abbildung 3 b; Ubersicht in
“"Hess, 2004).

Drei der in Leukdmien am haufigsten gefunden MLL-Fusionsproteine sind MLL/AF4
(assoziiert mit Kinder pro-B-ALL), MLL/AF9 (haufig in AML) und MLL/ENL (in AML und ALL).
In allen drei Fallen handelt es sich bei den Fusionspartnern um nukledre Proteine, die eine
transaktivierende Funktion aufweisen (Ubersicht in 5'Ayton und Cleary, 2001). Im Folgenden
werden die bisher vorhandenen Erkenntnisse bezlglich des Transformationsprozesses durch
die MLL-Fusionsproteine MLL/AF9 und MLL/ENL erlautert.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des MLL Transkriptionsfaktors in seiner Wildtypform und als
Fusionsprotein mit nukledarem Protein. (a) Wildtyp-Potein: AT-Haken, DNA-Bindung; SNL, subnukleare
Lokalisation; DNMT homologe Domane, Interaktion mit Co-Repressoren; PHD Doméane, Bindung an acetylierte
Lysine; Aktivatordomane, Interaktion mit Co-Aktivatoren; SET Domane, Methyltransferase und Interaktion mit
SWI/SNF Komplex. (b) MLL-Fusionsprotein: Die N-terminal gelegenen MLL-Doméanen bleiben im Fusionsprotein
erhalten, der C-terminale Teil kann gegebenenfalls mit Co-Aktivatoren interagieren. Ubernommen und modifiziert
aus “’"Hess, 2004.

25.2 Transformation hamatopoetischer Vorlauferzellen durch MLL/AF9 und

MLL/ENL

Innerhalb der letzten Jahre konnte mehrfach gezeigt werden, dass MLL-
Fusionsproteine in der Lage sind, murine sowie humane hamatopoetische Vorlauferzellen
vollstandig zu immortalisieren (**Lavau et al., 1997; Zeisig et al., **2003 und **2004; **Cozzio
et al., 2003; “Wei et al., 2008). Dies erfolgt nach heutigen Erkenntnissen unter anderem
durch die Re-Aktivierung von Hox-Genen und Hox-Cofaktoren. Fir die Transformation
muriner Vorlauferzellen mit MLL/AF9 konnte gezeigt werden, dass die Re-Aktivierung von
HoxA9 und HoxA7 eine wichtige Rolle fir die Etablierung und Erhaltung einer immortalen
Zelllinie spielen (**Ayton und Cleary, 2003; *’Krivtsov et al., 2006), wahrend die Expression
von MLL/ENL zur Hochregulation von HoxA9 und dem Hox-Cofaktor Meis?1 fiihrt (**Zeisig et
al., 2004). In diesen Experimenten kommt es durch die starke Expression dieser Gene zu
einem myeloiden Differenzierungsblock und die so transformierten Zellen |6sen eine
Leukdmie in konditionierten Empfangertieren aus. Zudem konnen innerhalb dieser
transformierten Zellpools leukédmische Stammzellen identifiziert werden (**Cozzio et al., 2003;
*8Somervaille und Cleary, 2006). In MLL/AF9 transformierten leukdmischen Stammzellen kann
eine Reaktivierung des HoxA-Expressionsprofils nachgewiesen werden, das dem in HSZ
beziehungsweise Vorlauferzellen vorkommenden entspricht (®Sommervaille und Cleary,
2006). Auch unabhangig von MLL-Translokationen werden deregulierte Hox-Faktoren und
deren Co-Aktivatoren haufig in Zusammenhang mit der Induktion einer akuten Leukamie

gebracht (zur Ubersicht siehe *°Eklund, 2007). Obwohl in den MLL-Fusionsproteinen nur noch
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der vorwiegend reprimierend wirkende N-terminale Teil von MLL erhalten ist, findet eine
Aktivierung von MLL-Zielgenen statt. Dies resultiert vermutlich aus der Tatsache, dass auch
MLL-Fusionsproteine weiterhin in einem grof3en Proteinkomplex vorliegen, in dem die ,neuen®
C-terminalen Teile der fusionierten Proteine Interaktionen mit Transkriptions-aktivierenden
Proteinen eingehen kénnen (Abbildung 3 b). Fir die fusionierten Teile von AF9 und ENL
konnte gezeigt werden, dass diese Proteine Transaktivierungsdomanen innerhalb der
C-Termini aufweisen, die fir den Transformationsprozess wichtig sind. Somit scheint es
naheliegend, dass MLL-Zielgene wie Hox-Gene auch durch MLL-Fusionsproteine
(fehl)reguliert werden konnen (Ubersicht in “*Krivtsov und Armstrong, 2007; persoénliche

Kommunikation mit Robert Slany).

2.6 Identifikation des MADS-box Transkriptionsfaktors Mef2c als moglichem

Regulator in der Leukdmogenese und Hamatopoese

Vor allem die innerhalb der letzten Jahre etablierte Methode der gesamtgenomischen
Expressionsanalyse ermoglichte es, das genetische Expressionsprofil entarteter Zellen von
Tumorpatienten mit dem normaler Zellen aus gesunden Geweben zu vergleichen. Diese
Analysen bewirkten einen grofRen Fortschritt fur die Erforschung der auf zellularer Ebene
fehlregulierten Prozesse.

In einer Studie der Gruppe um Peter Valk und Ruud Delwel wurde das
gesamtgenomische Expressionsprofil von insgesamt 285 Knochenmark- oder Blutproben von
AML Patienten erstellt. Es wurde die Expressionsstarke von 13.000 Genen ermittelt, was vor
allem dem Ziel diente, eine statistisch signifikante Grundlage flr die Korrelation molekularer
Veranderungen mit dem prognostischen Verlauf der AML-Erkrankung zu etablieren. Auf
Grundlage ahnlicher Genexpressionsprofile konnten die Patienten in insgesamt 16 Gruppen
eingeteilt werden. Ein vergleichbares genetisches Profil ergab sich haufig im Zusammenhang
mit der Expression einer der in Abschnitt 2.4.1 erwadhnten Translokationen (**Valk et al.,
2004).

Etwa die Halfte der Patienten der Gruppe 1 (43%) und 16 (45%) wiesen MLL-
Translokationen auf. Eine genauere Untersuchung der Expressionsprofile dieser beiden
Patientengruppen in unserem Labor identifizierte die starke Hochregulation eines bisher fir
die Leukdmogenese/Hamatopoese eher unbekannten Gens. Dieses codiert fir den MCM1-
Agamous-Deficiens-Serum response (MADS)-box Transkriptionsfaktor Myocyte Enhancer
Factor 2 C (MEF2C) (Abbildung 4). Die Hochregulation von MEF2C wurde in einem weiteren
Cluster ohne MLL-Translokation (Gruppe 10) detektiert. Interessanterweise wiesen die
Leukdmien aller Patienten mit Hochregulation von MEF2C einen monozytaren Phanotyp auf
(Gruppe 1 FAB M1/M5; Gruppe 10 FAB M1/M5; Gruppe 16 FAB M4/M5, Abbildung 4), dieser

war allerdings umgekehrt nicht streng korreliert mit hoher MEF2C-Expression und herrschte
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auch in den Gruppen 5 und 9 vor (Abbildung 4).

In einer weiteren Studie wurde Mef2c¢ als hochreguliert in transformierten murinen
GMPs detektiert. Dies stand im Zusammenhang mit der Expression des MLL/AF9
Fusionsproteins und flhrte zur Hypothese, dass Mef2c ein direktes Zielgen von MLL und
dessen Fusionsproteinen darstellt. Ebenso wie die Hox-Gene soll Mef2c wichtig fur den

Transformationsprozess der MLL-Fusionsproteine sein (*’Krivtsov et al., 2006).
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Abbildung 4: Gesamtgenomisches Expressionsprofil von 285 AML-Patientenproben. Vertikal und horizontal
ist jeweils die Genexpression aller 285 Proben aufgetragen, wodurch sich Bereiche mit positiv korrelierter
Genexpression (rot) von Bereichen mit negativ korrelierter Genexpression (blau) abheben. Patienten mit &hnlichem
Genexpressionsmuster konnten in 16 Gruppen unterteilt werden. Diese unterschieden sich durch die positive
beziehungsweise negative Korrelation bestimmter Genexpressionsstarken voneinander. Innerhalb der Gruppen 1,
10 und 16 findet sich eine Hochregulation von MEF2C (farbig unterlegte Umrandung), in den Gruppen 1 und 16 in
Verbindung mit einer MLL-Translokation. Alle Gruppen mit Hochregulation von MEF2C wiesen einen monozytaren
AML-Subtyp auf. Ubernommen und modifiziert aus ®Valk et al., 2004).

Auch in unserem Labor wurde Mef2c als moglicher wichtiger Regulator in der
Leukdmogenese/Hamatopoese identifiziert, allerdings unabhangig von MLL-Fusionsproteinen.
Dies war das Resultat einer Insertionsmutagenese mit deren Hilfe (kooperierende) Onkogene
detektiert werden konnen. Diese Methode beruht auf der Tatsache, dass Retroviren in der
Lage sind, sich als sogenannte Proviren in das Genom ihrer Wirtszellen zu integrieren. Diese
Integration verlauft nahezu zufallig und ungerichtet. Kann ein Provirus in verschiedenen Zellen

allerdings gehauft innerhalb eines bestimmten DNA-Abschnittes identifiziert werden, so ist die
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Wahrscheinlichkeit hoch, dass die Integration zur Veranderung der Expression eines
benachbarten Gens fuhrt, so dass die betroffenen Zellen in vivo einen Wachstumsvorteil
erhalten. Dies kann zu einer malignen Akkumulation dieser Zellen fuhren.
Integrationsereignisse in Bereichen, die in unabhangigen Tumoren gehauft gefunden werden,
werden als common integration site (CIS) bezeichnet und deuten darauf hin, dass in diesem
Bereich des Genoms Gene liegen, deren Dysregulation zur Tumorgenese flihren kann
(®'Jonkers und Berns, 1996).

Zur Identifikation von CISs wurde ein in unserem Labor gut etabliertes Mausmodell
der chronischen myeloischen Leukamie (CML) herangezogen. In diesem Mausstamm ist das
Gen, das fir den myeloiden Transkriptionsfaktor Icsbp codiert, ausgeschaltet (C57BI/6-Icsbp™,
kurz B6-Icsbp™). Neugeborene und junge Mause sind vital und fertil, zeigen allerdings eine
verstarkte Proliferation und Akkumulation an granulozytaren Zellen in allen hdmatopoetischen
Organen. Dies spiegelt die mdgliche Situation in einer humanen CML wider (**Holtschke et al.,
1996). Wahrend der chronischen Phase ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass die starker
proliferierenden Zellen Mutationen ansammeln, die im Ergebnis zu einem Wachstumsvorteil
der Zellen und damit zum Einleiten der akuten Phase fiihren (kooperierende Onkogene). Dies
erfolgt im B6-/csbp” Mausstamm in der Regel innerhalb des ersten Lebensjahres, kann aber
mit Hilfe der Methode der Insertionsmutagenese beschleunigt werden, so dass
kooperierenden Onkogene experimentell gefunden werden kénnen. Zu diesem Zweck erfolgte
eine Infektion von neugeborenen B6-/csbp” Mausen mit dem Moloney Murinen Leukamievirus
(Mo-MuLV). Die Integration dieses Virus fuhrt normalerweise zur Induktion einer T-Zell
Leukamie in Mausen. Im Falle der infizierten B6-/Icsbp” Mause entwickelten jedoch 29% der
Tiere eine AML. In 20% der leukamischen Zellen konnte Mef2c als CIS identifiziert werden
und war um das etwa 5-fache hochreguliert (M. Foster, M. Schwieger, C. Stocking,
unpubliziert). Das onkogene Potenzial von Mef2c wurde durch dessen Uberexpression in
diesem Mausstamm bestatigt; eine akute myeloische Leukdmie wurde mit einer mittleren
Latenzzeit von nur 79 Tagen induziert (M. Schwieger, C. Stocking, unpubliziert). Die
Leukdmien der Tiere waren auferlich gepragt von Kachexie und Atemnot. Weiterhin konnten
eine VergroBerung der Leber und Milz, sowie erhdhte Leukozytenzahlen und verminderte
Hamatokritwerte diagnostiziert werden. Die Untersuchung des Knochenmarks zeigte eine
hohe Anzahl an unreifen Blasten und mono- sowie granulozytaren Vorlauferzellen. Ausstriche
des peripheren Blutes zeigten eine Gberwiegende Anzahl an unreifen monozytaren Elementen
mit wenigen bis keinen granulozytaren Zellen. In in vitro Colony Forming Assays mit Mef2c-
transduzierten  B6-/csbp”-Knochenmarkstammzellen entwickelten sich fast exklusiv
Makrophagen, was erneut mit einer verminderten Granulopoese einher ging. Dies war
unabhangig davon, ob die Zellen in Methylzellulose ausplattiert waren, in der die monozytare/

makrophagiale Entwicklung oder die granulozytare Entwicklung unterstutzt wurde (Zugabe



Einleitung 28

M-CSF versus G-CSF) (%*Schiler und Schwieger et al., 2008). Da fur das B6-lcsbp”-
Mausmodell eine Akkumulation von Granulozyten auf Kosten monozytarer Zellen beschrieben
ist (®*Scheller et al., 1999), war die starke Entwicklung von Monozyten in vivo und
Makrophagen in vitro nach Mef2c-Uberexpression in B6-lcsbp”-Knochenmarkzellen
unerwartet und lieferte einen ersten Hinweis darauf, dass Mef2c neben des mdglichen

onkogenen Potenzials auch wahrend der gesunden Hamatopoese eine Rolle spielen kdnnte.

2.6.1 Die Mef2-Familie der MADS-box Transkriptionsfaktoren

Die Mef2 Proteine gehdren zur Familie der Transkriptionsfaktoren mit MADS-
Domane. Diese Domane ist benannt nach den erstgefundenen Faktoren der Familie: dem
Hefe-Gen MCM1, den homootischen Genen aus Pflanzen Agamous und Deficiens und dem
Serum response-Gen aus Saugetieren. Saugetiere exprimieren insgesamt vier Mitglieder der
Mef2 Familie, die als Mef2a, Mef2b, Mef2c und Mef2d bezeichnet werden und zu etwa 50%
homolog sind. In Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans und Saccharomyces
cerevesiae wird jeweils ein MEF2-homologes Gen gefunden (Ubersicht in ®*Black und Olson,
1998).

2.6.2 Aufbau, Expression und knock-out Studien der Mef2 Proteine

Der Aufbau des N-terminalen Bereichs der Mef2 Proteine ist stark konserviert,
wahrend der C-Terminus sich zwischen den einzelnen Familienmitgliedern unterscheidet
(Ubersicht in Abb. 5). Die N-terminal gelegene MADS-Doméane besteht aus 57 Aminoséuren
und ist gemeinsam mit der folgenden MEF-Domane (29 Aminosduren) wichtig fir die
spezifische Bindung an AT-reiche Zielsequenzen der DNA. Mit Hilfe von drei Aminosauren
innerhalb der MADS-Doméne koénnen die Mef2-Bindungssequenzen von ahnlichen AT-
Sequenzen unterschieden werden. Wahrend das MADS Motiv stark konserviert zwischen
allen MADS-Tanskriptionsfaktoren ist (95% Homologie), ist die MEF-Domane spezifisch fir
jedes Mef2 Protein. Uber die beiden beschriebenen Doméanen wird neben der Bindung an die
DNA auch eine homo- und heterodimere Protein-Interaktion vermittelt. Der C-terminale
Bereich der Proteine ist heterolog: Aufgrund von Signalsequenzen auf mRNA-Ebene, die zu
alternativem Splicing filhren, werden Proteine mit unterschiedlichen Domanen im
C-terminalen Bereich exprimiert. Wichtige Doméanen innerhalb des C-Terminus sind
Transaktivierungsdoménen, innerhalb derer unterschiedliche Aminosauren phosphoryliert
werden kbénnen, was in der Regel zu einer verstarkten DNA-Bindung und Expression von
Mef2-Zielgenen fiihrt (Ubersicht in ®*Black und Olson, 1998).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Mef2 Proteine. Im N-terminalen Bereich befinden sich die MADS-
und spezifische MEF2-Domane. Beide Motive sind wichtig fir die sequenzspezifische DNA-Bindung, sowie fiir die
Homo- und Heterodimerisierung mit bHLH-Proteinen, Proteinen der Gata- und HDAC/HAT-Familie. Der C-
terminale Bereich ist spezifisch fir das Mef2c-Protein dargestellt. Hier liegen zwei Transaktivierungsdomanen
(TAD1 und TAD2). Zur transkriptionellen Aktivierung kénnen Threonin 300 (p38) und die Serine 293 (p38) und
387 (p38 und ERKS5) phosphoryliert werden.

Die Mef2 Proteine werden im adulten Organismus vor allem in allen drei
Muskelgewebetypen exprimiert, aber auch in Gehirn, Knochen, Iymphatischen- und
Endothelzellen. Wahrend der Embryogenese werden Mef2 Proteine in der Neuralleiste, sowie
in mesodermalen Bereichen exprimiert, die an der Bildung des Herzens beteiligt sind. Zellen
der Neuralleiste durchlaufen zunachst eine endotheliale/mesenchymale Transition um dann in
spezifische Bereiche des Embryos zu migieren und dort den Ursprung fur die Entwicklung von
unter anderem Neuronen, Skelett- und glatte Muskulatur, Knorpelzellen und Knochenzellen zu
bilden. Das embryonale Expressionsmuster steht somit in Einklang mit den sehr gut
untersuchten Funktionen der Mef2 Proteine fur die Entwicklung der Herz- und
Skelettmuskulatur, sowie in der neuronalen Entwicklung (Uberblick in ®Potthoff und Olson,
2007). Speziell fur den in dieser Arbeit untersuchten Faktor Mef2c konnten mit Hilfe von
Keimzell-knock-out und konditionalen knock-out Studien wichtige Funktionen wahrend der
oben genannten Prozesse entschlisselt werden. Eine vollstdndige Deletion der Mef2c-Allele
(muriner Lokus: Chromosom 13qC3; humaner Lokus: Chromosom 5q14) in Keimzellen fuhrt
zum Absterben des Embryos an Tag E9.5 post coitum aufgrund fehlender Schleifenbildung
des anterioren Aortenbereiches, was die Grundlage zur Ausbildung des rechten
Herzventrikels darstellt (°’Lin et al., 1997; ®®Bi et al., 1999). Weitere Defekte sind zum Beispiel
eine unvollstandige Entwicklung des embryonalen GefaRsystems (*Bi et al., 1999),
craniofaziale Defekte und neonatale Lethalilat nach konditionaler Deletion der Mef2c-Allele in
der Neuralleiste (*Verzi et al., 2007) und unvollstdndige Knochenbildung nach konditionaler
Deletion in Knorpelgewebe ("°Arnold et al., 2007). Wird Mef2c¢ konditional in neuralen Stamm-
und Vorlauferzellen ausgeschaltet, so kommt es zu einer verlangsamten Differenzierung der
Neuronen, wahrend das Uberleben und die Proliferation dieser Zellen nicht beeinflusst sind
("'Li et al., 2008).
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2.6.3 Funktion und Aktivitats-beeinflussende Faktoren der Mef2 Proteine

Allgemein kommt den Mef2 Proteinen eine enorm wichtige Bedeutung wahrend der
Muskelentwicklung zu. Dies wird vor allem durch die Tatsache verdeutlicht, dass alle Gene,
die wahrend der Muskelentwicklung eine Rolle spielen, regulatorische Sequenzen zur
Bindung von Mef2 Faktoren aufweisen. Die frihen Entwicklungsprozesse werden durch die
Interaktion von Mef2 Proteinen mit myogenen Transkriptionsfaktoren der MyoD-Familie
induziert. Diese Proteine enthalten basische Helix-Loop-Helix (bHLH)-Motive, worlber die
Interaktion mit Mef2 erfolgt. Ein weiteres bHLH-Protein, das wahrend der Muskelentwicklung
mit Mef2 Proteinen interagieren kann, ist Twist. Dies hemmt die Myogenese und ist somit
Gegenspieler der Funktion von Mef2/MyoD Komplexen. Auch in anderen Geweben kdénnen
Mef2 Proteine mit bHLH-Proteinen interagieren, so zum Beispiel mit Mash1 wahrend der
neuronalen Entwicklung. Zudem ist eine Interaktion mit Proteinen der Gata Familie wahrend
der Herzmuskelentwicklung bekannt (Ubersicht in Black und Olson, 1998).

Die Mef2 Proteine steuern eine Vielzahl biologischer Funktionen, wie Proliferation,
Differenzierung, Apoptose und Schutz vor Zelltod. Diese teilweise antagonistischen Prozesse
werden neben der Assoziation mit verschiedenen Partnerproteinen in unterschiedlichen
Zelltypen vor allem durch Modulation der Mef2 Aktivitdt durch auliere Stimuli gesteuert. Als
solche Stimuli kdnnen zum Beispiel Faktoren dienen, die in Stesssituationen gebildet werden
und zunachst zur Induktion von Mitogen-aktivierten-Phosphorylierungs (MAP)-Kinase-
Signalwegen flhren. Fir die Mef2 Proteine ist gezeigt, dass sie an spezifischen Aminosauren
innerhalb der C-terminalen Transaktivierungsdomane durch die MAPK p38 und ERKS5
(extracellular regulated kinase 5) phosphoryliert werden koénnen. Dies flihrt haufig zur
Induktion des early response Gens c-jun, dessen Genprodukt gemeinsam mit c-fos den
aktiven Transkriptionsfaktorkomplex AP1 bildet (Ubersicht in 2McKinsey et al., 2002). Auch
aullere Stimuli, die eine Veranderung der intrazelluldren Calcium-Konzentration zur Folgen
haben, beeinflussen die Aktivitdt der Mef2 Proteine. Die veranderte Calcium-Konzentration
kann sowohl die Calcium-Calmodulin-Kinase (CaMK), als auch die Phosphatase Calcineurin
aktivieren.

Die CaMK erhdht auf zweierlei Art die transkriptionelle Aktivitat von Mef2 Proteinen.
Zum einem kann eine direkte Phosphorylierung im Bereich der MADS-Domane erfolgen, oder
aber es werden Mef2 Partnerproteine phosphoryliert. Dies sind HDACs der Klasse lla
(HDAC4, 5, 7 und 9), die sich von anderen HDACs durch eine spezifische 18-Aminosauren
umfassende Mef2-Bindungsdoméne im N-terminalen Bereich unterscheiden (®*Lu et al., 2000;
?McKinsey et al., 2002; ?’Haberland et al., 2009). Phosphorylierung im N-terminalen Bereich
der HDACs durch die CaMK flihrt zur Rekrutierung von 14-3-3 Chaperonproteinen, was

sowohl die Dissoziation des Mef2/HDAC Komplexes, als auch die Translokation der HDACs
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ins Zytoplasma zur Folge hat. Die frei vorliegenden Mef2 Proteine kénnen zur Aktivierung
ihrer Zielgene nun mit HATs wie der p300 interagieren. Die Assoziation von Mef2 Proteinen
uber deren MADS/Mef2-Domane mit HDACs der Klasse lla ist ein wichtiger regulatorischer
Mechanismus in Bezug auf die Zelltyp- und Kontext-spezifische Expression der Mef2 Zielgene
(Ubersicht in 2McKinsey et al., 2002; ®Potthoff und Olson, 2007).

2.6.4 Rolle der Mef2 Proteine wahrend der Hamatopoese

Wie bereits erwahnt, war zu Beginn dieser Arbeit wenig Uber eine Funktion von Mef2
Proteinen im hamatopoetischen System bekannt. Analysen in unserem Labor ergaben, dass
sowohl Mef2c als auch Mef2d in hamatopoetischen Zellen exprimiert werden (®*Schiiler und
Schwieger et al., 2008). Die beschriebene Stimuli-induzierte Hochregulation des early
response Gens c-jun durch Mef2 Proteine in Fibroblasten-Zelllinien konnte auch in
hamatopoetischen Zelllinien wie HL60 und RAW264.7 nachgewiesen werden. Die Auswirkung
dieser Regulation wurde allerdings nicht weitergehend untersucht ("*Shin und Han, 1999;
"Han et al., 1997). In einer humanen Zelllinie, etabliert aus der Knochenmarkprobe eines an
pre-B-ALL erkrankten Patienten, konnte ein Fusionsprotein gefunden werden, das einen Teil
von MEF2D beinhaltet — dieses Protein war das Resultat einer Translokation zwischen den
Chromosomen 1 und 19 wodurch das Fusionsgen DAZAP1-MEF2D gebildet und exprimiert
wird ("*Yuki et al., 2004). Von Du et al. konnte Mef2c als kooperierendes Onkogen gefunden
werden, das zur Beschleunigung einer durch Sox4-induzierten AML in Mausen fiihrte ("*Du et
al., 2005).

Ein interessanter Aspekt in Bezug auf MEF2(C) als mdgliches Zielgen von
MLL-Fusionsproteinen im leukdmischen Transformationsprozess, ist die Tatsache, dass
MADS-Transkriptionsfaktoren in Pflanzen eine wichtige Rolle als homdotische Faktoren —
vergleichbar mit Hox-Faktoren in Vertebraten — spielen. So regulieren einige MADS-
Transkriptionsfaktoren in Arabidopsis thaliana durch kombinatorisches Zusammenwirken die
Spezifizierung und Entwicklung von Blitenorganen. Der strukturelle Aufbau der Pflanzen-
Proteine gleicht dem der Mef2-Faktoren aus Vertebraten (Ubersicht in ""Robles und Pelaz,
2005).
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3. Fragestellung

Wahrend der Hamatopoese sind vor allem Transkriptionsfaktoren von
entscheidender Bedeutung. Damit die einzelnen Differenzierungsprogramme geordnet und
aufeinander abgestimmt ablaufen kdnnen, wird die Aktivitat dieser Proteine auf vielen
verschiedenen Ebenen reguliert. Eine Dysfunktion oder Fehlregulation solcher Faktoren
kann schwerwiegende Auswirkungen auf den normalen Ablauf der Hiamatopoese haben. Die
haufige Folge ist eine maligne Entartung von Blutzellen, was zur Entstehung einer Leukéamie
fihren kann. Dementsprechend ist die Erforschung grundlegender Differenzierungsprozesse
eine wichtige Voraussetzung flr das Verstandnis der Leukdmieentstehung, sowie fur die
Entwicklung therapeutischer Ansatze.

In der vorliegenden  Arbeit sollte die Funktion eines in der
Hamatopoese/Leukdmogenese bisher weitgehend unbekannten Transkriptionsfaktors — der
MADS-box Transkriptionsfaktor Mef2c — charakterisiert werden. Das fir dieses Protein
codierende Gen wurde in AML-Patientenproben, die teilweise Translokationen des
MLL-Gens aufwiesen, als hochreguliert gefunden. Zunachst sollte untersucht werden, ob
Mef2c flr die leukdmische Transformation von murinen Knochenmarkzellen durch ein
MLL-Fusionsprotein — MLL/ENL - wichtig ist. Weiterhin sollte der Phanotyp der durch
MLL/ENL-transformierten Knochenmarkzellen, mit und ohne (Uber)expression von Mef2c,
charakterisiert werden. Die so etablierten Zelllinien sollten sowohl in vitro als auch in vivo
verwendet werden, um Unterschiede in ihren leukdmogenen Eigenschaften, des
Migrationsverhaltens und der Genexpession zu untersuchen.

Neben der Hochregulation von MEF2C in AML-Patientenproben wurde Mef2c als
common integration site in AML von B6-/csbp” Mausen nach Infektion mit dem Moloney
Murinen Leukdmievirus identifiziert. Die Uberexpression von Mef2c in B6-Icsbp™
Knochenmarkzellen induziert in vivo eine AML mit Uberwiegend myeloiden Blasten und
monozytaren Vorstufen im Knochenmark und Blut und fihrt in vitro zur exklusiven Reifung
von Makrophagen. Da die starke monozytare Entwicklung der zur Mef2c-Uberexpression
manipulierten Knochenmarkzellen dieses Mausmodells unerwartet war, sollte in der
vorliegenden Arbeit weiterhin untersucht werden, ob Mef2c auch eine Rolle wahrend der
gesunden Hamatopoese spielt. Hierzu sollte zunachst die Differenzierung friher
Knochenmarkzellen analysiert werden, die entweder zur Uberexpression von Mef2c
manipuliert wurden, oder in denen Mef2c in einem konditionalen knock-out Hintergrund
ausgeschaltet war. In unterschiedlichen in vitro Experimenten sollten nach Stimulation mit
verschiedenen  &dufleren  Faktoren die  Differenzierungseigenschaften durch
Charakterisierung der Expression von Oberflachenantigenen und von intrazellularen

Transkriptionsfaktoren untersucht werden.
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4. Material und Methoden

4.1 Material

411 Kits
E!thye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Applied Biosystems (Darmstadt)
i
DecalLabel™ DNA Labeling Kit MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
DNA Gel Extraction Kit Millipore (Schwalbach)
LightCycler FastStart DNA Master SYBR Roche (Mannheim)
Green | Kit
Lineage Cell Depletion Kit (mouse) Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)
Plasmid Maxi Kit Qiagen (Hilden)
Profection Mammalian Transfection Promega (Mannheim)
System Calcium Phosphate
Qiaquick PCR Purification Kit Qiagen (Hilden)
Taq Polymerase Core Kit Qiagen (Hilden)
Vybrandt CFDA-SE Cell Tracer Kit Invitrogen (Karlsruhe)

4.1.2 Mausstamme

Fir die intraperitoneale Injektion immortalisierter MLL/ENL Zelllinien wurden
NOD/scid Mause ("®Prochazka et al., 1992) verwendet.

Fir die Entnahme von Knochenmark zu Transplantationszwecken und zur
Herstellung immortalisierter Zelllinien wurden konditionale Mef2c knock-out Mause
verwendet ("’Arnold et al., 2007; *’Lin et al., 1997). Mef2c”* und Mef2c”* Mause wurden Uber
mindestens 10 Generationen mit C57BI/6 (Mef2c**) verpaart um aus deren Nachkommen
Mef2¢” und Mef2c*”* Mausstamme zu generieren. Zur Exzision des Mef2c-flox Allels im
hematopoetischen System erfolgte eine weitere Verpaarung der Mef2¢” Mause mit MxCre
B6 Mausen ("°Kuhn et al., 1995), gefolgt von einer einmaligen intraperitonealen Injektion von
500 pg/ml polyinosin-polycytidyl Saure (polylC) der Neugeborenen. Die Effizienz der
Exzision wurde durch anschlieRende Genotypisierung bestimmt. Um entsprechende
Kontrollmaduse zu generieren, wurden ebenfalls Mef2c**-Mause mit MxCre B6 Mausen

verpaart und die Neugeborenen in gleicher Weise mit polylC behandelt.
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Fir die Transplantation in vitro veranderter Knochenmarkzellen wurden lethal
bestrahlte C57BI/6 Ly5.1 Mause verwendet. Dieser Mausstamm diente ebenfalls zur

Entnahme von Knochenmark fir in vitro Methylzellulose Experimente.

41.3 Bakterienstamme

Fir diese Arbeit wurde der Escherichia coli Laborstamm XL10-Gold®
((ultrakompetent, blau/weill Selektion) (Stratagene, La Jolla, USA)) verwendet. Die
Herstellung kompetenter Bakterien mit Ca®*, die Transformation, die Kultivierung und die

Stammhaltung erfolgten nach Standardmethoden (®*Sambrook und Russell, 2000).

41.4 Zelllinien

4.1.41 Primare Zellen

Knochenmark isoliert aus den Femurae und Tibiae von C57BI/6 oder konditionalen
Mef2c*/IMxCreB6 beziehungsweise Mef2¢”/MxCreB6 Mausen, sortiert auf frihe
Oberflachenmarker (lineage’, c-kit*, sca*; negative Selektion von Zellen, die CD5, CD45R
(B220), CD11b, Gr1, 7-4 oder Ter119 exprimieren).

4.1.4.2 Murine Zelllinien

NIH3T3 Aus NIH Swiss Mausembryo-Fibroblasten gewonnene, spontan
immortalisierte Zelllinie ('??Jainchill et al., 1969). ATCC #CRL-1658.
Kultivierung in DMEM mit 10% FCS.

293T Humane, embryonale Nierenzellen ('®Lebkowski et al., 1985).
Kultivierung in DMEM mit 10% FCS.

Sc-1 Aus Mausembryo-Fibroblasten gewonnene Zelllinie ('**Hartley und
Rowe,1975). ATCC #CRL-1404. Kultivierung in MEM mit 10% FCS.

FDCP-1 murine Knochenmarkzellen aus B6D2F1-Mausen mit geblockter
Differenzierung ('*Dexter et al., 1980). Die Zellen wachsen IL-
3'abhangig in Suspension und sind G-CSF sensitiv. DSMZ #ACC368.
Kultivierung in RPMI1640 mit 10% FCS.

M/E murine Knochenmarkzellen (Mef2¢”- oder Mef2c**) immortalisiert mit
gammaretroviralem MLL-ENL Expressionsvektor (Mys-iYFP oder
MSCVneo). Die Zellen werden in keiner Zelldatenbank gefihrt.
Kultivierung in  RPMI1640 mit 10% FCS, 1% Glutamin,
1% Penicillin/Streptomycin, 10 ng/ml murinem IL-3, murinem GM-CSF,
humanem IL-6 und 100 ng/ml murinem SCF.

'Uberstand von IL3 produzierenden Zellen, X63-AG8-653 Plasmazytomzellen, transfiziert mit dem Vektor BMGNeo-IL3
("*Karasuyama und Melchers, 1988)
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4.1.5 Medien

4.1.5.1 Bakterienkulturmedien
Luria-Bertani Medium (LB) 10 g/l Bacto-Trypton (BD Heidelberg),
5 g/l Bacto-Hefeextrakt (BD, Heidelberg),
10 g/I NaCl; pH 7,5 mit NaOH
Luria-Bertani Agar 15 g/l Agar in LB Medium
Die Medien wurden 20 Minuten bei 121°C (1,1 kg/cm?) autoklaviert. Dem Agar
wurde nach Abkuhlen auf 55°C 100 pg/ml Ampicillin zugesetzt, bevor er in Petrischalen

gegossen wurde. Dem Flissigmedium wurde vor Gebrauch 100 pg/ml Ampicillin zugesetzt.

4.1.5.2 Zellkulturmedien und —l6sungen

FCS

Fotales Kalberserum (Sigma, Taufkirchen)

Serum Supreme

Synthetisch  modifiziertes  Kalberserum

Bioscience, Verviers, Belgien)

(Cambrex

PBS

140 mM NaCl, 3 mM KCI, 10 mM Na2HPO4, 1,5 mM
KH2PO4; pH 7,4

Penicillin/Streptomycin

5000 U/ml Penicillin, 5000 pg/mi
(Invitrogen, Karlsruhe)

Streptomycin

Trypsin/EDTA

20% (v/v) Trypsin/EDTA 10 x Konzentrat (Biochrom,
Berlin) in Wasser

DMEM (NIH3T3)

DMEM (PAA, Pasching, Osterreich), 10% (v/v) FCS

DMEM (293T)

DMEM (PAA, Pasching, Osterreich), 10% (v/v) Serum
Supreme, 4 mM Glutamin, 1 mM Natrium-Pyruvat

DMEM/HEPES (293T)

DMEM (PAA, Pasching, Osterreich), 20 mM HEPES (pH
7,2) (Invitrogen, Karlsruhe)

X-vivo 10 BioWitthaker X-vivo 10 (Cambrex, USA; nicht mehr im
(Produktion Lentiviren) Katalog)
SFEM Serum Free Expansion Medium (StemCellTechnologies,

(Knochenmarkzellen)

Kaln)

Einfriermedium

90% (v/v) FCS, 10% (v/v) DMSO

IMDM IMDM Trockensubstanz (Invitrogen, Karlsruhe) geldst in
Wasser (auf 280 mOs); pH 7,6
RPMI1640 RPMI1640 Trockensubstanz (Invitrogen, Karlsruhe),

geldst in Wasser (auf 280 mOs); pH 7,4
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RPMI1640 (FDCP-1)

RPMI1640, 10% (v/v) FCS, 4 mM Glutamin, 1 mM
Natrium-Pyruvat, 8% (v/v) IL3"

RPMI1640 (M/E)

RPMI1640, 10% (v/v) FCS, 1% mM Glutamin, 1%
Penicillin/Streptomycin, 10 ng/ml murines IL-3 (#mlIL3-
10; Strathmann, Hannover), murines GM-CSF (#315-03;
Peprotech, Hamburg), humanes IL-6 (#200-06;
Peprotech Hamburg), murines SCF (Ursula Just,
Hannover)

Methylzellulose
Complete

MethoCult GF M3434 (StemCell Technologies, Kdln)

Methylzellulose ohne
Zusatze

MethoCult GF M3234 (StemCell Technologies, Kdln)

41.6 Standardpuffer und Proteingele

1xTAE (DNA-Gele)

40 mM Tris, 1 mM EDTA, 20 mM Essigséaure

1xTBE (DNA-Gele)

89 mM Tris, 89 mM Borsaure, 2 mM EDTA

TE

10 mM Tris/HCI (pH 8,0), 0,1 mM EDTA (pH 8,0)

10xTBS

1,5 M NaCl, 0,1 M Tris/HCI (pH 8,0)

1XxTBS/Tween

1/10 10 x TBS, 0,5% Tween

10% TCA-Lbsung

10 mg Trichloracetat in 100 ml 150 mM NaCl-Lésung

10xLaufpuffer 2 M Glycin, 250 mM Tris Base
(Proteingel)
1xLaufpuffer 1/10 10 x Laufpuffer, 1% SDS
(Proteingel)

Sammelgelpuffer
(Proteingel)

500 mM Tris Base, 0,1% SDS, mit HCI auf pH 6,8 (exakt)

Trenngelpuffer
(Proteingel)

1,5 M Tris Base, 0,1% SDS, mit HCI auf pH 8,8 (exakt)

Sammelgel (5%ig)

500 mM Tris/HCI (pH 6,8), 5% Acrylamid/Bisacrylamid
(37,5:1), 0,1% SDS, 0,05% APS, 0,05% TEMED

Trenngel (8,5%ig)

370 mM Tris/HCI (pH 8,8), 8,5% Acrylamid/Bisacrylamid
(37,5:1), 0,1% SDS, 0,05% APS, 0,05% TEMED

10% APS 10 g APS in 100 ml ddH.O

2xProbenpuffer 250 mM Tris/HCI (pH 6,8), 4% SDS, 25% Glycerol
(Proteingel)

3xProbenpuffer 180 mM Tris/HCI (pH 6,8), 6% SDS, 28% Glycerol, 0,001%
(Proteingel) Bromphenolblau

'Uberstand von IL3 produzierenden Zellen, X63-AG8-653 Plasmazytomzellen, transfiziert mit dem Vektor BMGNeo-IL3
("*Karasuyama und Melchers, 1988)
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Transferpuffer 1 x Laufpuffer, 20% (v/v) Methanol
(Westernblot)

Block-Puffer 1 x TBS, 0,5% Tween, 5% Magermilchpulver
(Westernblot)

Wasch-Puffer 1 x TBS, 0,5% Tween, 2% Magermilchpulver
(Westernblot)

4.1.7 Antikorper

4.1.7.1 Primare Antikorper

Tabelle 1: primédre Antikorper fiir Westernblot-Analysen

Ziel- Erzeuger- Antikérper- ProteingroBe Bezeichnung Bezugsquelle
prot. org. klonalitat
Mef2c  Ziege polyklonal 44 kDa #sc-13266, Santa Cruz
E-17 Biotechnology,
Santa Cruz (SC),
USA

c-jun Kaninchen  monoklonal 43 & 48 kDa #9165, 60A8  Cell Signaling,
Danvers, USA

Pu.1 Kaninchen  polyklonal 40 kDa #sc-352, Santa Cruz
T-21 Biotechnology
SC, USA
Cl/ebpa Ziege polyklonal 42 kDa #sc-9314, Santa Cruz
C-18 Biotechnology,
SC, USA
Tubulin  Maus monoklonal 60 kDa #CP06 Oncogene
Klon DM1A Calbiochem,

San Diego, USA

Die Antikdrper wurden meist in einer Verdinnung von 1:1000 in 1xTBS/Tween mit
2% Magermilchpulver eingesetzt. Ausnahmen: Der Antikdrper gegen c-jun wurde in einer
5%igen BSA-Lésung 1:1000 verdinnt, der Antikdrper gegen Tubulin wurde 1:5000 in 1x

TBS/Tween mit 2% Magermilchpulver verdunnt.

4.1.7.2 Sekundare Antikorper

Anti-Ziege-HRP (#sc-2020) IgG aus Esel
Anti-Kaninchen-HRP (#sc-2004) IgG aus Ziege
Anti-Maus-HRP (#sc-2005) IgG aus Ziege

Alle sekundaren Antikérper sind mit Meerrettich-Peroxidase konjugiert und wurden
von Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, USA) bezogen. Verdinnung 1:5000 in
1XxTBS/Tween, 2% Magermilchpulver.
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4.1.7.3 Antikorper fiir die Durchflusszytometrie

Tabelle 2: Antikorper fiir Durchflusszytometrie

Zielprotein Klon Isotyp Kopplung Bezugsquelle
CD11b M1/70 lgG2b APC BioLegend, #101212
Gr1 RB6-8C5 IgG2b PE BioLegend, #108408
CD184 2B11/CXCR4 1gG2b PE BD, #551966

CD44 IM7 IgG2b APC BioLegend, #103012
CD45-LCA 30-F11 lgG2b PE, APC, FITC BioLegend, #103106,
Kompensation #103112, #103108

41.8 Plasmide
Angegeben sind die laborlblichen Bezeichnungen mit einer genaueren
Beschreibung der Plasmide. Plasmide, die mit R gekennzeichnet sind, wurden in unserem

Labor hergestellt, Plasmide die mit # gekennzeichnet sind, stammen aus anderen Quellen.

4.1.8.1 Helferplasmide fiir die Virusproduktion

R690 pSV40-gag/pol; tragt die MoMLV gag- und pol-Gene unter Kontrolle des
SV40 Promotors.

#522 pEcoenv-I-puro; tragt das Okotrope ecoenv-Gen unter Kontrolle des
EF1a Promotors ('*Morita et al., 2000).

R583 pCMVgagpol/RRE (M106); tragt die codierenden Sequenzen zur

Expression der lentiviralen gag, pol und RRE Gene ("*Dull et al., 1998).

R584 pRSVrev (M105); tragt die codierende Sequenz zur Expression des
lentiviralen REV Gens (**'Dull et al., 1998).

R861 pCMV-vsv-g; tragt das polytrope vsv-g-env-Gen unter Kontrolle des
humanen CMV Promotors ('?Beyer et al., 2002)

4.1.8.2 Retrovirale Konstrukte

R860 SF91-CREiIGFP; gammaretroviraler Vektor der fiur die CRE-
Rekombinase kodiert (*'Schwieger et al. 2004)

#641 pMCs-1g-eGFP; gammaretroviraler Vektor mit GFP als Reportergen,
einer LTR aus PCMV und einer MESV leader-Sequenz (T. Kitamura)

R1092 pMCs-Ig-Mef2c; tragt die codierende Mef2cal-Isoform kloniert aus
IC402, GFP als Reportergen, (®*Schiiler und Schwieger et al., 2008)

R1375 PMCs-Ig-Mef2c*SR; tragt die codierende Mef2cal-Isoform in der die
Bindungsstelle fur HDAC4 mutiert wurde (A. Schiler 2007; %Lu et al.,
2000) und GFP als Reportergen.
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R1295 pMYs-lg-MLL/ENL; tragt die codierende Sequenz der Translokation
t(11;19) MLL/ENL (R. Slany) und GFP als Reportergen (**'Kitamura et al,
2003).

R1352 pMYs-iPac; gammaretroviraler Vektor, tragt die codierende Sequenz

eines Puromycin-Resistenzgens (T. Kitamura).

R1350 pMYs-Mef2c; gammaretroviraler Vektor, tragt die codierende Sequenz
der Mef2ca1-Isoform in Verbindung mit dem Puromycin-Resistenzgen
(M. Ziegler, C. Stocking, 2007).

R1373 pMYs- Mef2c*SR; tragt die codierende Mef2cal-Isoform in der die
Bindungsstelle fir HDAC4 mutiert wurde in Verbindung mit dem
Puromycin-Resistenzgen (A. Schiiler, 2007; #Lu et al., 2000).

R1331 pRMYs-i-venus; gammaretroviraler Vektor mit Venus als Reportergen.

R1334 pRMYs-i-mJun-iV; tragt die codierende Sequenz von c-jun (Klon IRAK
p961B1445Q2) in Verbindung mit Venus als Reportergen.

R1337 pRMYs-i-MLL/ENL; tragt die codierende Sequenz der Translokation
t(11;19) MLL/ENL (R. Slany) in Verbindung mit Venus als Reportergen.

R1238 LeGO-iG-eGFP (piG1; pG-IRES1); Lentiviraler Vektor mit GFP als

Reportergen, tragt Enhancer/Promotor Sequenz des gammaretroviralen
SFFV zur Transkription codierender Sequenzen und einen H1 Promotor
zur Transkription einer shRNA ("*Weber et al., 2008)

R1297 LeGO-iG-Mef2c; tragt die codierende Mef2ca1-Isoform.
R1307 LeGO-iG-shdun; exprimiert eine shRNA mit der Zielsequenz
AGT AAC CCT AAG ATC CTA AA in der 5’Region von jun.
R1308 LeGO-iG-Mef2c-shdun; kombiniert die codierende Sequenz fir die

Mef2ca1-Isoform und die Zielsequenz der shRNA gegen jun.

41.9 Oligonukleotide

Tabelle 3 Die verwendeten Oligonukleotide sind mit ihrer Orientierung, dem Verwendungszweck, den
Amplifikationsbedingungen fir die quantitative real-time PCR und ihrer Sequenz dargestellt. Alle Oligonukleotide
wurden zur spezifischen Bindung an Maus-Sequenzen entworfen. F: vorwarts; R: rickwarts

Primer Amplifika- gPCR Bedingungen Sequenz 5’-3’

tion von, Denaturierung / Anlagerung /

bp Elongation /

MgCl, Konzentration

CS 500 (F) Mef2c, 180 95°9”/68°9”/ 72°8” | 2mM act ggc cca ccc gtc tct gc
CS 501 (R) ggg ggt tgc cgt atc cat tcc
CS 718 (F) c-jun,241  95°10"/ 58°8"/ 72°12"/ 3mM tcc cct atc gac atg gac tc
CS 719 (R) tga gtt ggc acc cac tgt ta
MKF19 (F) Pu.1,320 95°15”/62°10”/ 72°13”/ 3mM  aga tgc acg tcc tcg ata ct
MKF20 (R) ttg tgc ttg gac gag aac tg
CS 716 (F) Clebpa, 95°10"/ 60°8"/ 72°10"/ 2,5mM  cca ggg cag gag gaa gat ac
CS 717 (R) 233 ctc cat gaa ctc acc cag ga
CS 765 (F) Cxcr4,225 95°10"/58°8"/72°10"/ 2,5mM  tgg aac cga tca gtg tga gt
CS 767 (R) ccg tca tgce tec tta get tc
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CS 998 (F) Cecr2,204 95°10"/ 58°8"/ 72°10"/ 2mM caa ctc ctt cat cag gca ca
CS 999 (R) gga aag agg cag ttg caa ag
CS1000 (F) Cecr5,267 95°10"/ 60°8"/ 72°10"/ 2mM ctc tgg ctc ttg cag gat gg
CS1001 (R) gtg agc agg aag agc agg tc
CS1052 (F) Ccl6, 249  95°10"/ 59°8"/ 72°10"/ 2,5mM  agg ctg gcc tca tac aag aa
CS1053 (R) tgc tta ggc acc tct gaa ctc
CS1056 (F) Mmp8, 243 95°10"/ 57°8"/ 72°10"/ 5mM ctg ctg aga att acc tac gaa aa
CS1057 (R) agg tca ggt tag tgt gtg tcc a
CS1022 (F) Mmp12, 95°10"/ 59°8"/ 72°10"/ 2mM gct gtc aca aca gtg gga ga
CS1023 (R) 292 ggt caa aga cag ctg cat ca
CS1020 (F) Mmp25, 95°10"/ 59°8"/ 72°10"/ 2mM gac ctg gac ttt tgg gtc aa
CS1021 (R) 225 gca ttt gga ttt tgg gac ac
MKF35 (F) Hprt, 250 95°15”/62°107/ 72°16”/ 4mm  gct ggt gaa aag gac ctc t
MKF36 (R) cac agg act aga aca cct gc

4110 Gerate

Genannt werden hier nur die fur die Datenerhebung relevanten Gerate. Weitere
Geratewie Zentrifugen, Pipetten, Waagen und Brutschranke entsprechen heutigen

Laborstandards und werden nicht gesondert aufgeflhrt.

Durchflusszytometer BD FACS Canto Flow Cytometer mit der FACS Diva
Software Version 4.1.2 (BD, Heidelberg)

Durchflusszytometer BD FACS Aria Flow Cytometer mit Sortierfunktion mit der
FACS Diva Software Version 4.1.1 (BD, Heidelberg)

Light Cycler Light Cycler Instrument mit der Light Cycler Software

Version 3.5 (Roche, Mannheim)
Universalmikroskop Axioplan 2 imaging (Carl Zeiss); Kamera AxioCam MRm
(Carl Zeiss) mit der Image Access Enterprise 5 Software

(Image Bildverarbeitung AG, Glattburg, Schweiz)

4.2 Methoden

421  Zellkultur

Wenn kein anderes Vorgehen beschrieben ist, wurde stets mit vorgewarmten

Ldsungen gearbeitet.

4.2.1.1 Kultivierung von adharenten Zellen
Alle Zellen wurden bei 37°C, 5%iger CO2-Atmosphare und einer relativen

Luftfeuchte von 95% gehalten. Die Kultivierung erfolgte in  beschichteten



Material und Methoden 41

Gewebekulturschalen und die Zellen wurden subkonfluent gehalten. Je nach Dichte der
Zellen und ihrer Wachstumsgeschwindigkeit wurden diese alle 3-4 Tage passagiert und
dabei im Verhaltnis 1:6 bis 1:11 verdinnt. FlUr die Passagierung wurden die Zellen kurz mit
PBS gewaschen, durch Zugabe von Trypsin/EDTA (Inkubation 1 min, 37°C) abgel6st und in
frischem Medium suspendiert. In Abhangigkeit der gewinschten Verdlinnung wurden
Aliquots der Zellen in frische Zellkulturschalen gegeben und mit einer geeigneten Menge

Medium versetzt.

4.2.1.2 Kultivierung von Suspensionszellen

Die Suspensionszellen (FDCP-1, M/E) wurden ebenfalls unter den oben
aufgefuhrten Bedingungen kultiviert und abhangig von ihrer Wachstumsgeschwindigkeit alle
2-4 Tage im Verhaltnis 1:20 (FDCP-1) oder 1:5 bis 1:10 (M/E) verdinnt. Die Kultivierung

erfolgte in nicht beschichteten 6-Loch-Platten.

4.2.1.3 Auftauen und Einfrieren von Suspensionszellen

Eingefrorene Zellen wurden in flissigem Stickstoff gelagert und bei Bedarf schnell
im 37°C Wasserbad aufgetaut. Danach erfolgte der zigige Transfer in 10 mi
vorgewarmtesKulturmedium (ohne Zytokine). Nach Zentrifugation bei Raumtemperatur
(5 min, 300 x g) wurde der Uberstand verworfen, die Zellen in der gewiinschten Menge
Kulturmedium resuspendiert und anschlieRend kultiviert. Zum Einfrieren wurden die Zellen
aus der Kulturschale entnommen und abzentrifugiert (RT, 5 min, 300 x g). Das Pellet wurde
anschliefend pro ca. 1 x 10® Zellen in 1 ml Einfriermedium suspendiert und jeweils 1 ml
dieser Suspension in Einfrierrdhrchen Uberfihrt. Diese Réhrchen wurden anschliefiend flir
einen Tag in Einfriercontainern (Nalgene Cryo 1°C Freezing Container, Rochester, USA) bei

—70°C gelagert und zur Langzeitlagerung in flissigen Stickstoff Uberfihrt.

4.2.2 Analyse von Zellen im Durchflusszytometer (FACS-Analyse)

Mit Hilfe des Durchflusszytometers kénnen Fluoreszenzfarbstoffe detektiert werden,
die entweder von Reportergenen gebildet werden oder mittels Antikdérper an die Zellen
gekoppelt sind. Die Messung am FACS erfolgt nach dem Standardprotokoll: Das Setup des
FACS auf die jeweils zu vermessene Zellinie oder Zellsuspension aus Organen erfolgt mit
ungefarbten Zellen. Die FACS-Parameter werden dabei so eingestellt, dass die einzelnen
Zellpopulationen im Dotplot gut zu unterscheiden sind und die Autofluoreszenz der Zellen
nicht als positives Messergebniss erfasst wird. Die eGFP-(wird im FITC-Kanal gemessen),
PE-, APC -Einzelfarbungen werden zur Kompensation genutzt. Die
Kompensationsparameter werden dabei so eingestellt, dass die gefarbten

Kontrollpopulationen gut eingegrenzt werden kdnnen, nicht in den jeweiligen anderen Kanal
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strahlen und keine positiven Zellen aufgrund einer zu starken Kompensation verloren gehen.
Nach Einstellung dieser Messparameter werden die Ansatze vermessen und anschlieRend
nach Standardprotokoll ausgewertet. Die Messungen erfolgten stets mit einem geeigneten

Volumen zwischen 300 pl und 500 pl.

4.2.2.1 Sortieren von Zellen

Das Sortieren von Zellen anhand ihrer veranderten Fluoreszenzeigenschaften
aufgrund der Expression eines Reportergens erfolgte mit Hilfe eines Durchflusszytometers
mit Sortierfunktion, dem FACS Aria (BD, Heidelberg), in der Abteilung fur GroRgerate am
Heinrich-Pette-Institut durch Arne Diisedau. Als Einstellung wurde die héchste Reinheitsstufe
gewahlt, um zu gewahrleisten, dass nur eGFP oder Venus positive Zellen fir die
Weiterkultivierung gewonnen wurden.

Fir den Sortiervorgang wurden die Zellen den Kulturschalen entnommen, nach
Zentrifugation (RT, 300 x g, 5 min) in PBS gewaschen und erneut sedimentiert. Je
3 x 107 Zellen wurden in 1 ml PBS (1% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin) aufgenommen und
durch ein Sieb in ein steriles FACS-Rohrchen Uberfuhrt. Die eGFP beziehungsweise Venus
exprimierenden Zellen wurden in vorgelegtes Medium sortiert. Die sortierten Zellen wurden
zweimal mit Medium gewaschen, anschlieRend entsprechend ihrer Zellzahl in geeigneten
Kulturgefallen und -medien ausplattiert. Zur Vermeidung von Kontaminationen wurde dem
Medium nach dem Sortieren grundsatzlich 1% Penicillin/Streptomycin zugesetzt. Erst nach
dem vierten Passagieren der Zellen wurden diese wieder in Medium ohne Antibiotika

gehalten.

4.2.3 Herstellung infektioser Viruspartikel

Die Herstellung infektioser Viruspartikel erfolgte durch Kotransfektion von Plasmiden
in als Produzentenzelllinie genutzte 293T-Zellen mittels Calciumphosphat. Dazu wurde ein
Plasmid verwendet, das fir das virale Genom codierte, aber nicht die gag-, die pol- und die
env-Sequenzen trug. Fur die Bildung von Viruspartikeln sind jedoch die viralen
Strukturproteine, Enzyme und Hiullproteine, die von gag, pol und env codiert werden,
notwendig. Zur Produktion lentiviraler Partikel ist weiterhin eine Expression des
regulatorischen Gens rev notwendig. Daher wurden Plasmide mit diesen Sequenzen
kotransfiziert, so dass von Zellen, die mit allen Plasmiden transfiziert waren, infektiose
Viruspartikel gebildet werden konnten. Den von der Produzentenzelllinie gebildeten Viren
fehlten im Genom die gag-, pol- und env-Sequenzen, dadurch waren sie
replikationsinkompetent, exprimierten aber nach Integration alle im viralen Genom
vorhandenen Gene. Als env-Gen wurde das Gen flr das 6kotrope Hullprotein Ecoenv

(gammaretrovirale Vektoren) oder das polytrope Hillprotein vsv-g (vesicle stomatitis viral
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g-protein; lentivirale Vektoren) gewahlt. Mit dem Ecoenv-Gen pseudotypisierte Viruspartikel
sind in der Lage, Mauszellen tber den CAT-1 Rezeptor zu infizieren, wahrend der Rezeptor
der zur Infektion von Zellen mit vsv-g pseudotypisierten Viren benutzt wird, noch nicht
bekannt ist.

Die Transfektion erfolgte mit dem Profection Mammalian Transfection Kit. Fur die

Transfektion zur Produktion von Gammaretroviren wurden 5 x 10° 293T Zellen pro
Kulturschale (810 cm) etwa 16 Stunden vor der Transfektion ausgesat. Direkt vor der
Transfektion wurde das Medium der Zellen gewechselt und neues Medium mit 25 pM
Chloroquin auf die Zellen gegeben. Die zu transfizierende Plasmid-DNA wurde in einem
Volumen von 500 pl 0,25 mM Calciumchlorid-Losung aufgenommen. Fir die Herstellung von
Gammaretroviren wurden 5 ug retroviraler Vektor, 10 ug pSV40-gag/pol und 3 pg pEcoenv
pro Schale (910 cm) verwendet.
Fir das Herstellen der Lentiviren wurde ebenfalls direkt vor Transfektion das Medium der
293T-Zellen gewechselt, aber im Unterschied zur Herstellung der gammaretroviralen
Pseudotypen durch neues Medium mit 25 uM Chloroquin und 20 mM HEPES ersetzt. Die zu
transfizierende Plasmid-DNA (10 ug Lentivektor, 2 ug vsv-g-env, 10 ug gagpol/RRE, 5 ug
pRSVrev) wurde ebenfalls in einem Volumen von 500 pl 0,25 mM Calciumchlorid-Losung
aufgenommen. Fur den Transfektionsvorgang wurde das Plasmidgemisch tropfenweise zu
500 pl 2 x HEPES Puffer gegeben, wobei mit einer gestopften Pasteurpipette zur besseren
Durchmischung und zur Oberflachenvergrofierung Luft durch den Puffer geblasen wurde.
Nach einer 15-minudtigen Inkubation des Ansatzes, wahrend der sich ein
Calciumphosphat/DNA-Prazipitat bildete, wurde dieser tropfenweise auf die Zellen gegeben.
Zur Produktion der Gammaretroviren wurde nach 8 Stunden das Medium abgenommen und
durch 6 ml DMEM/HEPES ersetzt. Viermal in Folge wurde alle 8-14 Stunden virushaltiger
Uberstand abgenommen und die Zellen mit 6 ml frischem Medium gefiittert.

Zur Produktion der Lentiviren erfolgte an drei aufeinander folgenden Tagen ein
Mediumwechsel, so dass die transfizierten 293T-Zellen jeweils Uber Nacht (etwa
13 Stunden) in DMEM/HEPES Medium kultiviert wurden, welches Uber Tag durch 10 ml
X-vivo 10 Medium ersetzt wurde. Nach jeweils 8 Stunden wurde das virushaltige X-vivo 10
Medium abgenommen. Alle Viruslberstdnde wurden durch 0,22 pm Millex GP Filter

(Millipore, Schwalbach) gefiltert und bei —70°C eingefroren.

4.2.3.1 Titerbestimmung

Zur qualitativen Uberpriifung der Virusiiberstande wurden die Virustiter bestimmit,
die angeben, wie viele infektidse Einheiten pro Milliliter Uberstand vorhanden sind. Fir die
Titerbestimmung sollten die Infektionsraten unter 10% liegen, um Mehrfachinfektionen und

damit eine Verfalschung der erhaltenen Werte zu vermeiden. Daflir wurden 5 x 10* Sc-1
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Zellen je Loch in 500 yl Medium in 24-Lochplatten ausgesat. 3 Stunden nach Aussaen der
Zellen wurden diese je Loch mit 20 beziehungsweise 100 ul Virusuberstand versehen und es
wurden 8 pg/ml Polybren zugesetzt. Nach Zugabe der Uberstande wurden die Platten bei
Raumtemperatur 1 Stunde bei 700 x g zentrifugiert. 72 Stunden nach der Infektion wurde im
Durchflusszytometer bestimmt, wie viele Zellen das fluoreszierende Reporterprotein eGFP
oder Venus exprimieren und daher infiziert sind. Daflir wurden die Sc-1 Zellen mit
Trypsin/EDTA von den Zellkulturschalen gelést und das Trypsin wurde durch Zugabe von 1
Volumen PBS (mit 10% FCS) inaktiviert. Anschliellend wurden die eGFP- beziehungsweise
Venus- haltigen Zellen mit dem Durchflusszytometer detektiert. Die infektidsen Einheiten pro
Milliliter (IE/ml) kénnen nach der Formel T = Z x A/V berechnet werden (T:Titer, Z: Anzahl
der ausgesaten Zellen, A: Anteil der infizierten Zellen, durchflusszytometrisch bestimmt,

V: Volumen des Virusiiberstandes fur die Infektion).

4.2.4 Einsatz infektioser Viruspartikel

4.2.4.1 lIsolierung von Knochenmarkzellen

12-16 Wochen alte Mause wurden nach Ethernarkose durch Genickbruch getotet
und in Ethanol semisteril gehalten. Unter der Sterilwerkbank wurden die Ober- und
Unterschenkel freigelegt und mittels Durchspllen mit einer 1 ml Spritze das Knochenmark in
Medium geschwemmt. Nachfolgend wurden die Knochenmarkzellen in PBS/0,5% FCS/1%
Penicillin/Streptomycin flir zehn Minuten bei 300 x g gewaschen und in einer Konzentration
von 1 x 108 Zellen pro ml auf Eis gelagert. Um méglichst undifferenzierte Knochenmarkzellen
anzureichern, folgte eine Selektion sogenannter Linien-negativer Knochenmarkzellen mit
Hilfe des ,Lineage Cell Depletion Kit (mouse)“. Hierbei wurde das isolierte Knochenmark
zunachst mit einem Gemisch biotinylierter Antikérper (CD5, CD45R (B220), CD11b, Gr1, 7-4
und Ter119) und anschliefliend mit einer Mischung aus Strepatvidin-konjugierten Microbeads
inkubiert. Die Knochenmarkzellen, die die entsprechenden Oberflachenantigene exprimieren,
konnten im folgenden Schritt an eisenmagnetische Partikel einer Durchflusssdule gebunden
werden und so von den Linien-negativen Stammzellen getrennt werden. Es folgte eine
dreitagige Kultivierung von 0,5 — 1 x 10° pro Vertiefung einer unbeschichteten 6-Loch-Platte
in serumfreiem Expansionsmedium (SFEM) mit einem Zytokingemisch (100 ng/ml humanem
IL-11 (#200-11; Peprotech, Hamburg), FIt3-Ligand (#300-19; Peprotech, Hamburg); 50 ng/ml
murinem SCF (#250-03; Peprotech, Hamburg); 10 ng/ml murinem IL-3 (#mIL3-10;
Strathmann, Hannover), der einerseits die Proliferation der Zellen anregen und andererseits

eine weitere Differenzierung weitestgehend unterdricken sollte.
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4.2.4.2 Infektion von Zellen mit gammaretroviralen Konstrukten
Stopplosung PBS, 2% BSA
Waschlésung HBSS, 25 mM HEPES

Fir die Infektion von Suspensionszellen (Linien-negatives Knochenmark, FDCP-1-,
M/E-Zellen) mit gammaretroviralen Vektoren wurden unbeschichtete 6-Loch-Platten mit
Retronectin beschichtet. Hierzu wurden 2 ml Retronectin (50 pg/ml, TaKaRa, Cambrex
Bioscience, Verviers, Belgien) je Loch auf die Platten gegeben und diese entweder 2
Stunden bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Retronectinldsung
wurde entfernt und zwecks Wiederverwendung bei —20°C gelagert. AnschlieRend wurden die
Platten fir 30 Minuten bei Raumtemperatur mit 2 ml Stopplésung pro Loch inkubiert. Nach
Entfernen der Stopplésung wurden die Platten einmal mit 3 ml Waschlésung pro Loch
gewaschen. Zur Beschichtung der Platten mit Viren wurden 1,5 ml Virusuberstand pro Loch
auf die Platten gegeben und diese zentrifugiert (20 min, 700 x g, RT). Dann wurde der
Virusliberstand entfernt und verworfen. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt.
Anschlieend wurden etwa 1 x 10° Zellen pro Loch ausgesat. Am folgenden Tag erfolgte
eine analoge Beschichtung von neuen 6-Lochplatten und die Zellen wurden fiir eine zweite
Infektion auf diese Platten umgesetzt. Nach 48 Stunden wurden die Zellen von den
Retronectinplatten entfernt und auf Platten ohne Retronectin ausgesat und entsprechend der
weiteren Verwendung kultiviert (siehe folgender Abschnitt).

Die beiden Infektionsschritte erfolgten in dem fir die jeweilige Zelllinie geeigneten

Kulturmedium.

4.2.5 Linien-negatives Knochenmark, infiziert mit MLL/ENL-Vektoren; Herstellung

einer transformierten Zelllinie

Zur Herstellung zweier “Sets” transformierter, Mef2c exprimierender und nicht-
exprimierender Zelllinien, wurde das immortalisierende Potenzial des MLL/ENL-
Fusionsproteins genutzt (**Zeisig et al., 2003; **Cozzio et al., 2003). Im ersten Fall wurde
Knochenmark aus Mef2¢" beziehungsweise Mef2c** Geschwistermausen isoliert und mit
einem MSCVneo-MLL/ENL codierenden retroviralen Vektor infiziert. Die Immortalisierung
erfolgte im Labor von Robert Slany am Lehrstuhl fir Genetik der Friedrich-Alexander-
Universitat Erlangen-Nurnberg. Zur Entfernung des verbleibenden gefloxten Mef2c-Allels in
der Mef2c" M/E-Zelllinie und zur Etablierung einer geeigneten Kontrollzelllinie erfolgte im
Anschluss an die Immortalisierung eine Infektion der M/E-exprimierenden Zellen mit dem
SF91-CREIGFP Vektor.

Das zweite Set transformierter Zellen wurde durch Isolation von bereits Mef2c
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defizientem Knochenmark (Mef2"- x MxCreB6, polyIC injiziert, siehe Abschnitt Mausstamme)
und anschlielfender Immortalisierung mit dem retroviralen MYs-MLL/ENL-GFP Vektor
hergestellt. Um eine geeignete Kontrollzelllinie zu erhalten, wurde ebenfalls Knochenmark
aus Mef2c** x MxCreB6 Geschwistermausen (polylC injiziert) isoliert und mit dem oben
aufgeflihrten Vektor immortalisiert. Im Anschluss wurden die MLL/ENL infizierten Zellen als
Triplikate in jeweils 1,1 ml Methylzellulose (MethoCult M3434) ausplattiert (siehe Abschnitt
Colony Assays). Fir insgesamt vier Wochen wurde nach jeweils sieben Tagen die Anzahl
der Kolonien bestimmt, die Zellen der Kolonien in 1 x PBS suspendiert und jeweils in einer
Dichte von 1 x 10* Zellen pro 35 mm Schale erneut in Methylzellulose unter den gleichen
Bedingungen replattiert. Sieben Tage nach der vierten Replattierung wurden einzelne
Kolonien gepickt und zundchst in den Vertiefungen einer 96-Loch-Platte in
Expansionsmedium kultiviert. Es folgte ein sukzessives Hochziehen der immortalisierten
Zellklone von 96-Loch-Platten Uber 24-Loch-Platten in 6-Loch-Platten. Die Untersuchung
einzelner Klone zeigte keine Unterschiede in ihrem Proliferationsvermoégen und des
Phanotyps, so dass es moglich war jeden beliebigen Klon fur weitere Experimente

heranzuziehen.

4.2.6 Anreicherung infizierter Zelllinien

4.2.6.1 FDCP-1 und M/E infiziert mit pMCs-lg-eGFP beziehungsweise pMCs-lg-Mef2c
72 Stunden nach der Infektion erfolgte eine Anreicherung der infizierten Zellen
mittels Sortierung auf eGFP-exprimierende Zellen. Diese wurden fir weitere Versuche in

Expansionsmedium kultiviert.

4.2.6.2 M/E-Zellen infiziert mit MYs-iPac, MYs-Mef2c"'-iPac beziehungsweise Mys-
Mef2c**R-iPac
Zur Anreicherung der mit fir Puromycin-Resistenz codierenden gammaretroviralen
Konstrukten infizierten = M/E-Zellen erfolgte eine  siebentagige  Selektion in
Expansionsmedium, dem 0,5 pg/ml Puromycin zugesetzt war. Die erfolgreich infizierten
Zellen kbénnen in diesem Medium proliferieren, wahrend nicht infizierte Zellen absterben. Die
weitere Kultivierung nach der Puromycin-Selektion erfolgte in Expansionsmedium ohne

Puromycin.

4.2.7 Infektion von Linien-negativen Knochenmarkzellen mit lentiviralen
Konstrukten
Zur Infektion von etwa 1 x 10° Linien-negativer Knochenmarkzellen mit lentiviralen

Uberstanden erfolgte eine Zentrifugation der Knochenmarkzellen in 3 ml des Lentivirus-
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enthaltenden X-vivo 10 Mediums inklusive 8 pg/ml Polybrene fir eine Stunde bei 300 x g.
Pro Tag erfolgten zwei solcher Zentrifugationsschritte, unterbrochen durch eine
Inkubationszeit von etwa 5 Stunden bei 37°C im Brutschrank. Vor jeder erneuten
Zentrifugation wurden 2,5 ml des verwendeten Viruslberstandes durch 2,5 ml frischen
Viruslberstand ersetzt. Die Infektion erfolgte an zwei aufeinander folgenden Tagen.
Wahrend der Inkubation der Knochenmarkzellen im Brutschrank wurde dem Zell-
Virusgemisch ebenfalls das unter Punkt 2.1.7.1 genannte Zytokingemisch zugesetzt. Nach
72 Stunden wurde die Infektionsrate anhand der eGFP Expression bestimmt, die eGFP

positiven Zellen mittels Sortierung angereichert und in Colony-Forming-Assays ausplattiert.

4.2.8 Colony-Forming-Assay

Zur Beurteilung der Differenzierungseigenschaften und/oder der
Selbsterhaltungskapazitat retroviral transduzierter Knochenmarkzellen wurden diese nach
Sortierung der eGFP- beziehungsweise Venus-exprimierenden Zellen in einem halbfliissigen
Methylzellulosemedium kultiviert. Die halbflissige Konsistenz der Methylzellulose ermoglicht
es den vereinzelt ausplattierten sortierten Knochenmarkzellen durch Teilung Kolonien zu
bilden. Fur die Ansatze wurde Methylzellulose, die entweder die erythroide/myeloide
(MethoCult GF 3434) oder die monozytare/granulozytare  Differenzierung unterstitzt
(MethoCult GF 3234, versetzt mit 20 ng/ml murinem M-CSF (#315-02; Peprotech, Hamburg)
oder murinem G-CSF (#414-CS; R&D, Wiesbaden-Norderstedt), beziehungsweise 10 ng/ml
GM-CSF (#315-03; Peprotech, Hamburg), benutzt. Die Ansatze erfolgten in kleinen
unbeschichteten Zellkulturschalen (Durchmesser 35 mm) jeweils als Triplett. Die Zellen
wurden in einer Dichte von 1 x 10% 2,2 x 10* und 2 x 10° pro ml Methylzellulose und
Zellkulturschale ausplattiert und bei 37°C in ausreichend humider Umgebung inkubiert. Nach
sieben Tagen wurde die Anzahl der entstandenen Kolonien gezahlt und zur Beurteilung der
Morphologie wurden 5 x 10* Zellen auf Objekttrager zentrifugiert und nach Pappenheim mit
Giemsa und May-Grinwald Lésung (Sigma, Deisenhofen) gefarbt. Die Charakterisierung des
Immunphanotyps erfolgte durch Anfarben der Zellen mit Phycoerythrin (PE)- oder
Allophycocyanin  (APC)-gekoppelten  Antikdrpern gegen die myeloid exprimierten
Oberflachenrezeptoren Gr-1 und CD11b und anschlielende durchflusszytometrischer

Analyse.

4.2.9 Vorbereitung von infizierten Knochenmarkzellen und M/E-Zellen fiir die
Transplantation
Zur Evaluation ob die retroviral veranderten Knochenmarkzellen eine Leukamie in
Empfangermausen auslésen konnen, wurden infizierte, unsortierte Knochenmarkzellen

intravends in die Schwanzvene lethal bestrahlter (9Gy; 23,5 Minuten) C57BI/6-Ly5.1 Mause
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injiziert. Dazu wurden die frisch infizierten Knochenmarkzellen zunachst vom Boden der
6-Loch-Platten mit Hilfe eines Zellschabers (Sarstedt, Numbrecht) abgeldst und gezahlt. Die
entsprechende Anzahl an Zellen (1 x 10° zur Transplantation einer Maus) wurde in 1 x PBS
gewaschen (5 min, 300 x g, RT) um Riicksténde viraler Partikel zu entfernen. Der Uberstand
wurde verworfen und das Zellpellet in einem definierten Volumen IMDM-Medium (300 ul pro
106 Zellen) aufgenommen und in die Mause injiziert.

Um die Tumorigenitat der in Kultur gehaltenen, Mef2c- beziehungsweise eGFP-
Uberexprimierenden M/E-Zellen zu testen, wurden 1 x 10° dieser Zellen pro Maus
intraperitoneal in nicht bestrahlte NOD/scid Mause injiziert. Die Vorbereitung erfolgte in

gleicher Weise wie oben beschrieben.

4.2.10 Cobblestone-Formations-Assay

Der Cobblestone-Formations-Assay dient dazu, die Kapazitdt friher
hamatopoetischer Zellen eine Stromazelllinie zu unterwandern, zu testen. Hierzu wurde
zunadchst die Stromazelllinie MS-5 mit einer Konfluenz von 80 bis 90% ausplattiert. Die
Kultivierung erfolgte in nicht beschichteten 6-Loch-Platten in DMEM mit 10% FCS. Bevor die
zu testenden M/E-Zellinien auf die MS-5 Zellen gesat werden konnten, mussten Letztere
bestrahlt werden (117 Gy, 90 Minuten), so dass ihre Proliferation unterbunden war und die
MS-5 Zellen als Einzelzellschicht vorlagen. 24 Stunden nachdem 1 x 10° M/E/gfp
beziehungsweise M/E/Mef2c pro Vertiefung auf die MS-5 Zellen gegeben wurden, erfolgte

die Auswertung mit Hilfe eines Phasenkontrast-Mikroskops.

4.2.11 Quantitative Migrationsversuche in vitro

Zur in vitro Quantifizierung der Migrationskapazitdt von Zellen werden
Transmigrations-Platten genutzt. Diese bestehen aus einer oberen Kammer, in der die Zellen
in ihrem Kultivierungsmedium in einer definierten Zellzahl ausplattiert werden kénnen und
einer unteren Kammer, in der dem Kultivierungsmedium ein sogenanntes Chemoattrakt
zusetzt wird. Die beiden Kammern sind durch eine Membran mit auszuwahlender
PorengrofRe voneinander getrennt, so dass die Zellen aus der oberen Kammer in die untere
Kammer migrieren kdnnen. Die Migration erfolgt um so effektiver, je besser die Zellen auf
das angewendete Chemoattrakt reagieren.

Um die Migrationskapazitadt der Mef2c exprimierenden mit den Mef2c-defizienten
M/E-Zellen zu vergleichen, wurden jeweils 1 bis 2 x 10° Zellen in der oberen Kammer einer
Transmigrations-24-Lochplatte mit 5 ym Porendurchmesser der Membran (Costar, Corning,
NY) ausplattiert. Das Kultivierungsmedium der unteren Kammer wurde mit 100 ng/ml SDF1a
supplementiert und es erfolgte eine Inkubation der Ansatze bei 37°C fur drei bis funf Stunden

bevor die Zahl der in die untere Kammer migrierten Zellen mit Hilfe einer Neubauer
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Zahlkammer bestimmt wurde. Alle Ansatze erfolgten als Triplikate in drei unabhangigen

Experimenten.

4.2.12 Stimulation von Zellen mit Lipopolysaccharid

Zur Induktion einer intrazelluldaren Signalkaskade, die zur Aktivierung von Mef2c
Uber den p38-Mitogen-Aktivierte-Phosphorylierungs-Kinase (MAPK)-Weg flhrt, wurde das
naturlicherweise in der aulleren Membran gram-negativer Bakterien vorkommende
Lipopolysaccharid (LPS L2654; Sigma Taufkirchen) verwendet. Dazu wurden 1 x 10" FDCP-
1/gfp beziehungsweise FDCP-1/Mef2c exprimierende Zellen pro Vertiefung einer 6-Loch-
Platte ausgesat und mit jeweils 10 ng/ml LPS fur 1 h stimuliert. Die so behandelten Zellen
wurden in vorgekuhlte 15 ml Roéhrchen geerntet und durch Zentrifugation (5 min, 300 x g)
sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellpellets entweder sofort zur Protein-
oder RNA-Isolation verwendet oder bei —70°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

ASR

4.2.13 Vorbereitung von M/E/iPac beziehungsweise /Mef2c fir Microarray-

Analyse

Um ein vergleichendes Genexpressions-Profil von Mef2c-exprimierenden und nicht-
exprimierenden MLL/ENL-transformierten Zellen zu erhalten, wurde eine Microarray-Analyse
von der Firma Miltenyi Biotec (Bergisch-Gladbach) durchgefiihrt. Hierzu wurden an drei
aufeinanderfolgenden Tagen etwa 1 x 10° kultivierte Zellen durch Zentrifugation (300 x g, 5
min, RT) in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefalle geerntet. So sollte eine mdglichst
durchschnittliche Genexpression gewahrleistet werden, da es sich um eine Mischung aus
frisch gefutterten, 24 und 48 Stunden nicht-geflitterten Zellen handelt. Die Zellpellets wurden
zunachst jeweils einzeln in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zum Versand an
Miltenyi Biotec bei —70°C gelagert. Die RNA-Isolation und das poolen der isolierten RNA
erfolgte bei Miltenyi Biotec. Fir die Hybridisierung wurde ein ,Agilent Whole Mouse Genome
Microarray 4x44K one color (Cy3) verwendet. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe
der ,DAVID Bioinformatics Database“ Plattform unter http://david.abcc.ncifcrf.gov/.
Signifikant deregulierte Gene wurden durch real time PCR verifiziert (siehe Abschnitt
4.2.18.4 und Tabelle 3).

4.2.14 Mausmodell

4.2.14.1 Induktion der Exzision von Exon 2 in Mef2c konditionalen knock-out Mausen
Neugeborene Mause aus Verpaarungen von heterozygoten Mef2c”™ x MxCreB6 mit
Mef2c” x MxCreB6 Tieren wurden innerhalb von 24 bis 72 h nach der Geburt mit einer

einmaligen Dosis von 500 pug/ml polylC intraperitoneal mit einer 27G x 34" Kandle injiziert.
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Die Tiere wurden nach 21 Tagen von den Muttern abgesetzt und genotypisiert.

4.2.14.2 Identifikation transgener Mause

Zur Genotypisierung der Nachkommen wurde den Tieren 3 Wochen nach der
Geburt unter Betaubung mit einem sterilen Skalpell etwa 4 mm Schwanz entfernt und die
Wunde verddet.

Die Aufreinigung der Schwanzbiopsien erfolgte nach der Methode von 8'Laird et al.,
1991. AnschlieRend wurde mit 1 pl der aufgereinigten DNA eine Standard-PCR mit den
Primern CS 504, CS 505 und CS 506 (binden an das gefloxte beziehungsweise an das
Wiltyp-Allel von Mef2c, Abbildung 6) und den Primern CS 282 und CS 283 (Nachweis des
Cre-Allels, nicht abgebildet) durchgefuhrt. Tieren, in denen potenziell eine Exzision des
Mef2c Allels nach polylC Injektion stattgefunden haben kann (Mef2c¢";Cre*), wird nach etwa
sechs weiteren Wochen retrobulbar Blut entnommen. Es erfolgt eine Aufreinigung der DNA
mit Hilfe des DNeasy Blood and Tissue Kits (Qiagen, Hilden) zum Einsatz in einer Standard-
PCR mit den Primern CS 504, CS 505, CS 506 und CS 625 (Abbildung 6). Die Mef2c*" Tiere
zeigen mit der Primerkombination CS626 und CS506 eine 650 bp grofe Bande in der PCR.

586 bp
R 8 ATG ©5505 ¢s506 R &
+ » -
wren [
E1 EZ
800 bp
T S loxP cs505 10XF cs506 R 8
Flox (fl) M - LT
| |
E1 EZ 3
R FET
650 bp
R S ¢cse26 10F ¢s506 R 5
CRE | > %"
(Exzision &) =
253 bp
R 5 pcs504 ¢s508 R 5
Deletiert () | U
£ —
R 5

Abbildung 6: Bindungsstellen der Primer und entsprechende FragmentgroBen zur Genotypisierung der
Mef2c konditionalen knock-out Mause. WT, Bindung der Primer CS505/CS506 amplifziert 586 bp Fragment;
Flox (fl) Bindung der Primer CS505/CS506 amplifiziert 800 bp Fragment, inklusive Flox-Allel; CRE, Bindung der
Primer CS626/CS506 amplifiziert 650 bp Fragment, nach Exzision des Flox-Allels; Deletiert, Bindung der Primer
CS504/CS506 amplifiziert 253 bp Fragment, Deletiertes Mef2c-Allel.
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Tabelle 4: Name und Sequenzen der Primer zur Genotypisierung der Mef2¢ konditionalen knock-out Mause.

Primername Sequenz (5’-3’)

CS282 ggt gaa cgt gca aaa cag gct cta

CS283 gct tgc atg atc tce ggt att gaa

CS504 gtg ggc tct atg gct tct gag gecg gaa ag

CS505 gtg atg acc cat atg gga tct aga aat caa ggt cca ggg tca g
CS506 cta ctt gtc cca aga aag gac agg aaa tgc aaa aat gag gca g
CS626 tgt ggg att tgt agg aaa ggg att atg g

4.2.15 Quantitative Migrationsversuche in vivo

Um die Homingkapazitat von Mef2c-exprimierenden mit derer der Mef2-defizienten
Knochenmarkzellen vergleichen zu kénnen wurde zunachst Knochenmark aus Mef2¢** bzw
Mef2¢”- Mausen isoliert und mit dem Vybrandt CFDA-SE Cell Tracer Kit (Invitrogen) nach
Angaben des Herstellers gefarbt. Etwa eine Stunde vor Injektion dieser Zellen wurden
Empfangermause (C57BI/6-Ly5.1) lethal bestrahlt. Pro Empfangermaus wurden 1 x 10’
CFDA-SE gefarbte Zellen intra vends in die Schwanzvene injiziert. Nach vier Stunden
wurden die Mause zur Entnahme der Milzen und des Knochenmarks abgetotet. Die Organe
wurden wie unter Punkt 2.2.4.2 beschrieben fir die FACS-Analyse vorbereitet, wobei
CFDA-SE positive Zellen im FITC-Kanal des FACS Canto detektiert wurden.

4.2.16 Analyse erkrankter Tiere

Tiere, die mit retroviral veranderten Knochenmarkzellen transplantiert waren,
erhielten ab dem Tag der Transplantation Uber einen Zeitraum von zwei Wochen Wasser,
dem 2,5 pg/ml Baytril (Bayer, Leverkusen) zugesetzt war. Es erfolgte eine regelmafige
Untersuchung der Tiere auf Krankheitszeichen wie buckelige Haltung, Hecheln/Atemnot,
struppiges Fell, Blutarmut, oder das Auftreten vergroRerter Organe. Tiere mit eindeutigen
Krankheitssymptomen wurden zunachst mit Ether betdubt, so dass eine retrobulbare
Blutentnahme in ein EDTA-enthaltendes Kapillarrbhrchen vorgenommen werden konnte.
Anschliel3end wurden die Tiere durch Genickbruch getotet.

Die getotete Maus wird durch dulleres Bespriihen mit Ethanol semisterilisiert. Die
Obduktion und Organentnahme beginnt mit Offnen der Dermis und Freilegung des Halses,
Thorax und Peritoneums. Hierbei kénnen die peripheren, axialen und cervikalen
Lymphknoten gut beurteilt werden. Nach Offnung des Peritoneums kann der Darm und an
ihm die mesenterialen Lymphknoten untersucht und gegebenenfalls zur weiteren Analyse
entnommen werden. Anschlie®end werden Milz, Nieren, Leber sowie die lumbalen

Lymphknoten untersucht. Sollte eine FACS-Analyse erfolgen, wurde das entnommene
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Organ in 5 ml IMDM-Medium aufbewahrt und aufbereitet. Sollte aus dem Organ DNA, RNA
oder Protein isoliert werden, wurde das Organ in Kryoréhrchen Uberfiihrt und in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Nach Offnung des Thorax wurden Herz, Lunge und Thymus sowie
die mediastinalen und thymusassoziierten Lymphknoten untersucht und gegebenenfalls
gewogen und schockgefroren oder zur FACS-Analyse genutzt. Zur Knochenmarkisolierung
werden die Ober- und Unterschenkel der Mause prapariert und das Knochenmark wie oben
beschrieben, isoliert. Fur eine spatere histologische Aufarbeitung des Knochenmarks wird
das Sternum entnommen und in 4 ml Calfix-Loésung (Protags Calfix, Quaratett) bei 4°C

aufbewahrt. Die Kadaver der getéteten Mause werden zentral entsorgt.

4.2.16.1 Analyse der Blutparameter
May-Grinwald Lésung 0,25% (w/v) May-Grunwald in Methanol

Giemsa LOsung 0,4% (w/v) Giemsa-Stammldsung (Sigma, Taufkirchen)

Zur morphologischen Auswertung des enthommenen Blutes wurden pro Tier zwei
Blutausstriche mit jeweils 2 pl Blut hergestellt. Das Blut wurde auf einen Objekttrager (Roth,
Karlsruhe) pipettiert und mit einem im 45° Grad Winkel gehaltenen zweiten Objekttrager
entlang der Langsachse gleichmalig ausgestrichen. Die Ausstriche wurden vor der Farbung
Uber Nacht getrocknet. Die erste Farbung der Objekttrager erfolgte fir 5 Minuten in May-
Grinwald Loésung, die anschlieBend mit deionisiertem Wasser griindlich abgewaschen
wurde. Fur den zweiten Farbeschritt wurde 1:20 verdiinnte Giemsa Losung fiur 20 Minuten
appliziert, die danach ebenfalls mit deionisiertem Wasser griindlich abgewaschen wurde. Die
Praparate wurden getrocknet und dann mit Eukitt eingedeckelt. Die Auswertung erfolgte am
Mikroskop.

Zur Bestimmung des zellularen Anteils am Volumen des Bluts (Hamatokritwert)
wurden Hamatokritrdhrchen mit Blut gefiillt, verschlossen und bei 11.000 rpm (Biofuge
Haemo, Heraeus, Langenselbold) fir 10 Minuten zentrifugiert. AnschlieRend wurde der
Hamatokritwert mit Hilfe einer Hamatokritschablone abgelesen.

Die Leukozytenzahl wurde nach Lyse der Erythrozyten mit Essigsaure bestimmt.
Dazu wurde das Blut im Verhaltnis 1:20 mit 3%iger Essigsdure verdunnt und die Leukozyten

in einer Neubauer Zahlkammer gezahit.

4.2.16.2 Vorbereitung der Organe zur durchflusszytometrischen Analyse

Die bei der Praparation entnommenen Organe wurden innerhalb von 24 Stunden
weiterverarbeitet. Die Vereinzelung der Zellen eines Organs erfolgte durch Driicken des
Organs mit Hilfe des Stempels einer Spritze und mehrmaliges Nachspulen mit Kulturmedium

durch ein Drahtsieb mit 160 um Maschenweite. Bevor die Zellzahl bestimmt werden konnte
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erfolgte eine Lyse der Erythrozyten (PharMLyse, BD PharMingen). Im Anschluss wurde das
Zellpellet in 1 x PBS resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Fir die Antikdrperfarbung
wurden je 1 x 10° Zellen pro Ansatz in einem Volumen von 200 bis 300 ul 1 x PBS, 0,5%
FCS aufgenommen. Um unspezifische Bindung der Antikérper zu vermeiden erfolgte eine
zehnmindtige Vorinkubaton der Zellen mit 1,5 pl Fc-Block (Anti-CD16/32; Klon 93;
BioLegend) bei 4°C. Anschlieend wurden die Zellen mit 1 yl PE- beziehungsweise 1,5 pl
APC-konjugierten Antikdrpern fir mindestens 20 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Zum
Waschen wurden die Ansatze mit 1 x PBS auf 1,5 ml aufgefullt und 5 Minuten bei 300 x g
(RT) sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment anschlieRend in 200 ul

1 x PBS aufgenommen. Danach wurde die Zellsuspension durchflusszytometrisch analysiert.

4.2.16.3 Histologische Methoden

Alle histologischen Analysen wurden freundlicherweise im Labor von Dr. J. Lohler
von Gundula Pilnitz-Stolze durchgefiihrt. Die folgenden Arbeitsanleitungen geben nur die
Prinzipien der jeweiligen histologischen Aufbereitung beziehungsweise Markierung und
Detektion der nachzuweisenden Gewebestrukturen und/oder Proteine wieder.

Die fir histologische Untersuchungen entnommenen Lebern der transplantierten
Mause wurden in 4%iger Formaldehyd-Lésung fixiert. Vor der Einbettung in Paraffin werden
die Lebern zunachst gewassert, dann in Einweg-Einbettkassetten (DiaPath, Minchen)
uberfuhrt und mit 55%igem Ethanol behandelt. AnschlieRend erfolgt eine automatisierte,
stufenweise Entwasserung (Vakuumgewebeinfiltrationsautomat Leica ASP300) und
Einbettung der Organe in Paraffin mit Hilfe einer Paraffinausgiefstation (EG1160, Leica).
Mittels eines Mikrotoms werden 4 um dicke Schnitte angefertigt und auf SuperFrost/Plus
Objekttrager (Assistent, Sodenheim) Uberfuhrt. Es folgt ein Trocknungsschritt Gber Nacht bei

37°C bevor die Anfarbung der Gewebeschnitte mit Hamatoxilin/Eosin folgt.

4.2.17 Nukleinsaure-analytische Methoden

4.2.17.1 Standardmethoden

Die  Phenol/Chloroform-Extraktion  zur  Entfernung von Proteinen aus
nukleinsdurehaltigen Losungen, die Prazipitation von Nukleinsauren mittels Ethanol sowie
die Auftrennung entsprechend ihrer GroRe durch Agarose-Gelelektrophorese sind
Standardmethoden (**Sambrook und Russell, 2000), die hier nicht detailliert beschrieben

werden sollen.

4.2.17.2 Isolation und Aufreinigung von Plasmid-DNA

Die Isolation von Plasmid-DNA erfolgte nach dem Verfahren der alkalischen Lyse.
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Fir die Praparation im grofden Mal3stab wurde das Plasmid Maxi Kit nach Herstellerangaben
verwendet. Die Pufferldsungen dieses Kits dienten auch der Praparation im kleinen Mafstab.
Hierfir wurden 1,5 ml einer Bakterienkultur bei 5.900 x g (1 min, RT) abzentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Pellet in 100 yl P1 Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von
200 ul P2 Puffer wurde die Losung durch Invertieren gemischt. Danach erfolgte die Zugabe
von 150 pl kaltem P3 Puffer und erneutes Invertieren. Die ausgefallenen Bestandteile
wurden durch Zentrifugation (10 Minuten, RT, 16.200 x g) sedimentiert und der Uberstand
durch eine Phenol/Chloroform-Extraktion und eine anschlielende Ethanol-Fallung gereinigt.
Die sedimentierte und getrocknete DNA wurde in 50 pl Tris/HCI (10 mM, pH 7,5)

suspendiert.

4.2.17.3 Isolation von RNA
4.2.17.3 a) Isolation von RNA aus Milzen

Casiumchlorid-Puffer 5,7 M CsCl, 25 mM Natriumacetat; in DEPC-H20

DEPC-H20 0,1% Diethylpyrocarbonat in H20, 12 h 37°C, dann
autoklaviert

GIT-Puffer 4 M Guanidin-Isothiocyanat, 25 mM Natriumacetat in DEPC-
H20; vor Gebrauch Zugabe von 2-Mercaptoethanol
(120 mM)

Die Isolation von RNA erfolgte aus schockgefrorenen und bei —70°C gelagerten
Milzen. 300 mg des Gewebes wurden in 3 ml gekuhltem GIT-Puffer durch Ultraschall mittels
des Sonifiers B12 (Bransa Sonic Power Company, Danbury, USA) auf Stufe 6 fur 30
Sekunden zerkleinert. Dadurch wurden die Zellwadnde zerstort und die zellulare DNA
fragmentiert. Das Probengefald wurde wahrend der Behandlung auf Eis gekudhlt. Vor
Zerkleinerung der nachsten Probe erfolgte die Reinigung der Gerateteile mit Probenkontakt
zunachst mit 0,1% SDS, gefolgt von Wasser, Ethanol und GIT-Puffer. Die
Gewebesuspension wurde vorsichtig auf ein Kissen aus 1,2 ml Casiumchlorid-Puffer in
Polyallomer-Zentrifugenréhrchen (11 x 60 mm, Beckman Coulter, Krefeld) geschichtet.
Wahrend der Zentrifugation bei 121.000 x g bei 20°C Uber Nacht (SW 60 Rotor) bildete sich
ein Dichtegradient, in dem die RNA sedimentierte, wahrend genomische DNA und Proteine
sich weiter oben im Gradienten befanden. Der Protein- und DNA-haltige Uberstand wurde
nach der Zentrifugation vorsichtig abgenommen und verworfen. Das RNA-Pellet wurde in
100 pl DEPC-Wasser resuspendiert und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® dberfuhrt.
Anschlieend wurde das Zentrifugenréhrchen erneut mit 100 yl DEPC-Wasser ausgespilt
um RNA-Reste zu l6sen, die ebenfalls in das 1,5 ml Reaktionsgefal} transferiert wurden.

Nach einer Ethanol-Prazipitation mit Hilfe 1/10 Volumens 3 M Natriumacetat (pH 6,0) wurde
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das RNA-Pellet in 100 yl DEPC-Wasser resuspendiert und die Quantitdt und Reinheit mit
Hilfe eines UV-Spektralphotometers durch Messung der Absorption bei 260 nm und 280 nm
bestimmt. Eine Absorption von 1,0 bei 260 nm entspricht einer RNA-Konzentration von 40
pg/ml. AulRerdem wurde die Qualitat durch Analyse von 1 ug RNA auf einem Agarose-Gel
Uberprift. Bei guter Qualitat sind nach der Elektrophorese zwei Banden ribosomaler RNA
(28 S und 18 S) sichtbar. Das Verhaltnis 28 S : 18 S ist dann 2:1.

4.2.17.3 b) Isolation von RNA aus Suspensionszellen

Die Isolation von RNA aus Suspensionszellen erfolgte mit Hilfe des PeqGOLD
Trifast Kits (PeqLab Biotechnology, Erlangen) entsprechend den Angaben des Herstellers.
Die isolierte RNA wurde vor der Ubersetzung in cDNA mit DNAsel behandelt um eventuell
falschlich isolierte DNA zu entfernen. Hierzu wurde das RNAaqueous-4PCR Kit (Ambion,

Austin Texas, USA) entsprechend den Angaben des Herstellers benutzt.

4.2.17.4 Reverse Transkription
Zur Ubersetzung der zelluldren RNA-Transkripte in cDNA wurde 1 g der isolierten
RNA in eine reverse Transkriptionsreaktion eingesetzt. Diese erfolgte mit der AMV Reversen

Transkriptase nach Herstellerprotokoll unter Verwendung von Oligo-dT Primern.

4.2.18 PCR und Sequenzierung

4.2.18.1 PCR
Die spezifische Amplifikation von cDNA erfolgte durch die PCR-Methode (¥:Saiki
et al., 1988). Die Standard-PCR in einem Volumen von 35 pl fand unter folgenden

Bedingungen mit den Komponenten des Taq Polymerase Core Kits statt:

1 x PCR-Puffer
0,2 mM dNTP Mix
100 ng Primer 1
100 ng Primer 2
0,04 U/ul Taqg Polymerase

Als Ausgangs-DNA wurden 2 pyl cDNA (Ubersetzt aus 1 pyg RNA) verwendet. Das
PCR-Programm wurde ausgehend vom Standardprogramm (initiale Denaturierung (5 min,
95°C), 35 Zyklen Denaturierung (30 sec, 95°C), Annealing (30 sec, primer-spezifische
Annealingtemperatur) und Elongation (30 bis 90 sec, 72°C), gefolgt von einer finalen

Elongation (5 min, 72°C)) optimiert.
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4.2.18.2 Ortsspezifische Mutagenese durch PCR

Die ortsspezifische Mutagenese dient der gezielten Veranderung eines Gens durch
Austausch einzelner Basenpaare. Mit Hilfe dieser PCR-basierten Methode wurde fur diese
Arbeit eine mutierte Form des Mef2c-Gens hergestellt, in der die Bindungsstelle fir die
Histondeacetylase 4 (HDAC4) mutiert ist (Aminosauren 65 Valin, 66 Valin und 67 Leucin in
Alanin, Serin und Asparagin; ®*Lu et al., 2000). Die gezielte Mutation erfolgte mit Hilfe
speziell entworfener komplementarer Oligonukleotide (CS 885 und CS 886), die die
gewilnschten veranderten Basen (kursiv geschrieben, siehe unten), flankiert von je 21
weiteren Basen in sowohl 5’ als auch 3’ Richtung, aufweisen. Ausgehend von diesen beiden
Oligonukleotiden konnte der gammaretrovirale Vektor R1350 (pMYs-Mef2c) vollstandig
kopiert werden. Da bei dieser Art der PCR sehr grofe Produkte (bis 18 kb, hier 7,5 kb)
entstehen, die keine weiteren Mutationen aufweisen durfen, ist es von grof3er Bedeutung

eine Pfu-Polymerase mit 3’-5’-Exonuklease Aktivitat einzusetzen.

PCR Ansatz und Bedingungen: 15 ng R 1350
1 x Pful Ultra Puffer
0,3 uM CS 885
0,3 uM CS 886
0,2 mM dNTPs
2,5 U/ul Pful Ultra High Fidelity DNA Polymerase
x Ml H20 (Endvolumen 50 pl)

CS 885: 5’-cca gca ctg aca tgg ata agg cgt cgc gca agt aca ccg agt aca acg a-3’
CS 886: 5'-tcg ttg tac tcg gtg tac ttg cgc gac gcc tta tce atg tca gtg ctg g-3’

Die initiale Denaturierung fur 30 Sekunden bei 95°C wird gefolgt von 20 Zyklen
Denaturierung bei 95°C fir je 30 Sekunden, Primeranlagerung bei 60°C fir 1 Minute und
Elongation bei 68°C fir 15 Minuten. Nach Ablauf der 20 Zyklen folgt eine letzte
Elongationsphase von 5 Minuten bei 72°C um angefangene Kopien fertig zu stellen. Der
PCR-Schritt wird gefolgt von einer Inkubation mit 10 Einheiten des bakteriellen Enzyms Dpnl
fur eine Stunde bei 37°C. Dies dient dem Abbau des ,Mutterstrangs®, der aufgrund von
Methylierungen durch Replikation in einem entsprechenden Bakterienstamm vor der
Praparation, erkannt wird. So kann sichergestellt werden, dass eine erfolgreiche
Transformation von 5 ul des Mutagenese-PCR-Ansatzes zur Expression des veranderten
Plasmids in den bakteriellen Kolonien fuhrt. Zur Verifikation erfolgte nach Aufreinigung der

Plasmid-DNA eine Sequenzierung.
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4.2.18.3 Sequenzierung

Die DNA wurde nach der Didesoxy-Kettenabbruch-Methode nach Sanger (3*Sanger
et al.,, 1977) mit Hilfe eines kommerziellen Kits sequenziert. In einem Ansatz von 20 ul
wurden 800 ng DNA, 3 ul BigDye und 15 pmol Primer vermischt. Die Ansatze wurden im
Thermocycler nach folgendem Programm inkubiert: initiale Denaturierung fir 1 min bei
95°C, gefolgt von 40 Zyklen Denaturierung fir je 30 sec bei 95°C, Primeranlagerung fur 15
Sekunden bei 50°C und Elongation fir 4 Minuten bei 60°C. Der Reaktionsansatz wurde
durch Ethanol-Prazipitation gefallt, das Pellet getrocknet und im Sequenzierservicelabor

(Institut fur Pathologie, Universitatsklinikum Eppendorf, Hamburg) analysiert.

4.2.18.4 real-time PCR

Mit der real-time PCR kann die relative Menge spezifischer Transkripte in
verschiedenen Proben gemessen und miteinander verglichen werden. Fir diese Arbeit
wurden Amplifikate mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green detektiert. Dieser kann sich
unspezifisch in doppelstrangige DNA einlagern und nach der Einlagerung ein starkes
Fluoreszenzsignal emittieren. Nimmt die DNA-Menge wahrend der Amplifikation zu, steigt
damit auch das Fluoreszenzsignal. Wahrend der real-time PCR wird in jedem Zyklus der
PCR das Fluoreszenzsignal bestimmt und damit auch der Anstieg des Signals detektiert,
wenn die Amplifikatmenge steigt. Durch den CT-Wert (Threshold Cycle) wird der Zyklus
angegeben, in dem das Fluoreszenzsignal das Hintergrundsignal Ubersteigt. Je mehr
Ausgangsmaterial eines spezifischen Transkripts vorhanden ist, desto friher findet der
Anstieg der Fluoreszenz uber den Detektionslevel statt und desto geringer ist damit der CT-
Wert. Zur Normalisierung der Ergebnisse wird eine Probe fir alle Messreihen als Kalibrator
festgelegt, zu dem alle Proben in Verhaltnis gesetzt werden. Dadurch werden
Schwankungen zwischen den verschiedenen Laufen egalisiert, die zum Beispiel durch
Pipettierfehler beim Master Mix zustande kommen. Da die Ausgangsmengen an eingesetzter
cDNA schwanken kénnen, wird fur alle Proben der CT-Wert eines Referenzgens bestimmt,
das in allen Zellen gleich exprimiert wird (housekeeping gene) und mit der selben Effizienz
amplifiziert wird. Die CT-Werte des zu bestimmenden Gens jeder Probe werden in Verhaltnis
zum Referenzgen gesetzt, um die Proben untereinander vergleichbar zu machen. Daraus
ergibt sich fur die Quantifizierung nach der Kalibratornormalisierten Methode folgende

Formel:

Konz. Zielgen( Probe) . Konz. Referenzgen ( Kalibrator)

lisiertes Ergebnis=
rormansiertes BISeons Konz.Referenzgen ( Probe) Konz. Zielgen( Kalibrator)
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Fir diese Arbeit wurden die relativen Transkriptmengen von Mef2c, c-jun, Pu.1 und
C/ebpa in Milzen transplantierter Mause bestimmt. Weiterhin wurden die relativen
Transkriptmengen der Gene Cxcr4, Ccr2, Ccr5, Ccl6, Mmp8, Mmp12 und Mmp25 in der
transformierten M/E-Zelllinie, infiziert mit pMYs-iPac oder pMYs-Mef2c*SR, bestimmt.

Letzteres diente der Verifizierung der durch Miltenyi Biotec ermittelten Microarray
Daten dieser Zelllinien. Als Referenzgen diente in beiden Fallen das Gen fur die Hypoxanthin
Guanin Phosphoribosyl Transferase (Hprt). Die Amplifikation der Proben erfolgte in zwei
unabhangigen Laufen jeweils als Duplikat. Die Bedingungen und Oligonukleotid Sequenzen
fur die einzelnen PCR-Laufe sind Tabelle 1 zu entnehmen. Fir die relative Quantifizierung

wurde oben beschriebene Formel angewandt.

4.2.19 Proteinbiochemische Methoden

4.2.19.1 Western-Blot-Analysen
4.2.19.1 a) Zelllyse und Probenaufbereitung

In dieser Arbeit wurde die Expression spezifischer Proteine in FDCP-1- und
M/E-Zellen, sowie in den Milzen transplantierter Mause untersucht. Um die wahrend der
Proteinisolation freigesetzten Proteasen mdglichst inaktiv zu halten, erfolgte die Zelllyse mit
saurer 10%iger TCA-Lésung, die neben dem Zellaufschluss auch eine sofortige
Denaturierung und Fallung der freigesetzten Proteine bewirkt. Weiterhin erfolgten alle
Isolationsschritte auf Eis.

0,1 bis 1 x 10" Zellen wurden in 500 pl 10%iger TCA-Losung suspendiert und fir
20 Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation der Ansatze bei 13 000 x g und 4°C fir
10 Minuten wurde der Uberstand verworfen und das geféllte Proteinpellet je nach GroRe in
100 — 140 pl 2 x SDS-Probenpuffer/1M Tris im Verhaltnis 7:3 aufgenommen. Zur Lésung des
Proteinpellets folgten ein bis zwei etwa 10 sekindige Sonifizierungsschritte (40% Power) auf
Eis.

Zur Bestimmung der Konzentration der Proteinlysate wurde die Absorption bei 620
nm gemessen. Dazu wurden die Lysate zunachst 1:10 in 2 x SDS-Probenpuffer verdinnt
und anschlieBend mit dem BioRad DC-Protein Assay nach Angaben des Herstellers
aufgearbeitet. Die Konzentration konnte durch das Mitfliihren einer Standardreihe mit
bekannter Proteinkonzentration berechnet werden. Hierzu wurde eine Verdunnungsreihe von
BSA in 2 x SDS-Probenpuffer benutzt, die insgesamt acht Proteinkonzentrationen von 0 bis
2,5 pg/ul beinhaltete. Bevor das Proteingemisch mit Hilfe der SDS-PAGE aufgetrennt werden
konnte, wurde das einer Proteinkonzentration von 50 pg entsprechende Volumen mit einer
1:3 Mischung aus Dithiothreitol (DTT; zur Oxidation von Disulfidbricken und weiterer

Denaturierung der Proteine) und 3 x SDS-Probenpuffer fur finf Minuten bei 95°C aufgekocht.
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4.2.19.1 b) SDS-PAGE

Die SDS-PAGE dient der Trennung von Proteingemischen nach ihrem jeweiligen
Molekulargewicht. Zur Herstellung von SDS-Minigelen (100 mm x 80 mm x 1 mm) wurde das
Protean II-System von BioRad (Minchen) verwendet. In den Gelen wurden 50 ug
Proteingemisch aufgetrennt. Zur Abschatzung der ProteingroRen wurde ein gefarbter
GroRenstandard (low range SDS-PAGE Standard, BioRad, Minchen) mitgefuhrt. Die
Elektrophorese erfolgte bei 120 V fur etwa 1 72 Stunden.

4.2.19.1 c) Western-Blot und immunologische Detektion

Proteine kénnen nach ihrer groRenabhangigen Auftrennung in der SDS-PAGE und
dem  Transfer auf eine Membran spezifisch durch  zwei sukzessive
Antikoérperbindungsschritte detektiert werden. Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine
wurden im Tankblot-Verfahren (Mini-Trans Blot Cell, Biorad, Minchen) in 60 Minuten bei
konstanten 100 V unter Eiskihlung auf eine PVDF-Membran (Immobilon-P, Millipore)
transferiert. Dazu wurde die Membran kurz mit Methanol aktiviert und nach Abspllen mit
deionisiertem Wasser in Blot-Puffer aquilibiert. Nach dem Blot wurde die Membran auf dem
Schwenktisch fir 45 Minuten in Block-Puffer inkubiert, um freie Bindungsstellen zu besetzen.
AnschlielRend wurde die Membran kurz mit TBS-Tween gewaschen. Die Inkubation mit den
spezifischen primaren Antikérpern (siehe Tabelle 1, Material) erfolgte bei 4°C lber Nacht.
Zur Entfernung ungebundener Antikérper wurde die Membran dreimal flr zehn Minuten mit
TBS-Tween gewaschen und danach 60 Minuten mit dem zur Bindung an den Erstantikdrper
geeigneten sekundaren, peroxidase-konjugierten Antikoérper inkubiert. Zur Entfernung von
ungebundenem Sekundarantikérper erfolgten drei weitere Waschschritte, analog zu den
oben beschriebenen. Spezifische Antikérperinteraktionen wurden dann in der ,enhanced
chemiluminescence (ECL)-Reaktion nach Angaben des Herstellers (GE Healthcare, Little
Chalfont, UK) detektiert.

Zur Weiterverwendung der Membran wurde diese erneut in TBS-Tween gewaschen
und vor Zugabe eines neuen primaren Antikdrpers fir mindestens 30 Minuten in Block-Puffer

inkubiert.
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5. Ergebnisse

5.1 Ist Mef2c ein Zielgen von MLL/ENL im Kontext der leukamischen

Transformation?

Als Grundlage fur den ersten Teil dieser Arbeit dient die gesamtgenomische
Expressionsanalyse (Microarray) von 285 Proben von Patienten, die an akuter myeloischer
Leukamie (AML) erkrankt sind. Mit Hilfe des Microarrays wurde in drei distinkten Gruppen
(Patienten mit ahnlichem Genexpressionsprofil) eine Hochregulation des MADS-box
Transkriptionsfaktors MEF2C identifiziert (Gruppe 1, 10 und 16; Abb. 4, Einleitung). Ein Teil
der Patienten der Gruppen 1 und 16 tragen zusatzlich eine Translokation des Mixed-
Lineage-Leukemia (MLL)-Gens und die Leukdmien der Patienten aller drei Gruppen weisen

einen monozytaren Phanotyp der leukdmischen Zellen auf.

5.1.1 Mef2c ist nicht wichtig fiir die Etablierung und Erhaltung einer mit M/E
transformierten Zelllinie

Um die Rolle von Mef2c in MLL/ENL transformierten leukdmischen Stammzellen
(LSZ) zu untersuchen, wurde fur die folgenden Versuche Knochenmark aus einem
konditionalen Mef2c-Mausstamm benutzt (*’Lin et al., 1997; °Arnold et al., 2007). Diese
C57BIl/6-Mause tragen neben einem deletierten Mef2c-Allel ein Mef2c-Allel, in dem das
Exon 2 durch loxP-Sequenzen flankiert ist (siehe Abbildung 6, Material und Methoden).
Durch Induktion einer CRE-Rekombinase wird das loxP-flankierte Exon herausgeschnitten
und es wird ein inaktives Protein translatiert, das nicht mehr an die DNA binden kann.

In zwei unterschiedlichen Ansatzen wurde zunachst untersucht, ob die Expression
von Mef2c wichtig ist, um in vitro eine durch MLL/ENL(M/E)-transformierte Zelllinie
herzustellen. Dazu wurden zunachst Mef2c-defiziente Knochenmarkzellen aus den
konditionalen Mef2c-knockout Mausen isoliert und die Linien-negativen Vorlauferzellen
angereichert. Im Knochenmark dieser Tiere ist das gefloxte Mef2c-Allel bereits
herausgeschnitten; nach Verpaarung der C57BI/6-Mef2c" (B6-Mef2c")-Mause mit dem
MxCRE-Mausstamm wird in den neugeborenen Nachkommen die CRE-Rekombinase durch
Injektion von polylC induziert (Abb. 7 a). Als Kontrolle diente Knochenmark aus Mef2c-
Wildtyp(B6-Mef2c**)IMxCRE Geschwistermausen. Es folgte eine Infektion dieser Zellen mit
MLL/ENL-eGFP codierenden retroviralen Pseudotypen. Die Expression von MLL/ENL in
Verbindung mit dem Reportergen eGFP ermdglicht die Identifizierung der erfolgreich
infizierten Zellen im FACS; eGFP codiert fir das grine fluoreszierende Protein (eGFP) aus
der Konigsqualle (Aequorea victoria). Das Protein wird in der Zelle zytoplasmatisch
exprimiert und emmitiert nach Anregung mit ultraviolettem (UV) Licht ein grunes Licht der

Wellenlange 520 nm. Es wirkt nicht toxisch fiir die Zellen und wird stabil exprimiert. Bereits
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eine Woche nach Infektion der B6-Mef2c¢”- und B6-Mef2c**-Knochenmarkzellen mit
MLL/ENL-eGFP-codierenden Pseudotypen exprimierten alle Zellen dieser Kulturen das
Markergen eGFP, wodurch auf eine vollstadndige in vitro Immortalisierung durch MLL/ENL
geschlossen werden konnte. Somit wurde gezeigt, dass die Expression von Mef2¢c nicht
wichtig fur die Etablierung einer M/E-transformierten Knochenmarkzelllinie ist.

In einem zweiten Ansatz wurde Knochenmark aus B6-Mef2¢” und B6-Mef2c**
Mausen entnommen, in denen das gefloxte Mef2c-Allel noch nicht herausgeschnitten war
(Abb. 7 b). Auch diese Zellen wurden zunachst auf frihe, Linien-negative Vorlauferzellen
sortiert. Im Anschluss erfolgte die Infektion der Knochenmarkzellen mit fir das
Fusionsprotein MLL/ENL-neo codierenden retroviralen Pseudotypen (Abb. 7 b). In diesem
Konstrukt wird MLL/ENL in Verbindung mit einem Gen exprimiert, dessen Produkt Resistenz
gegenuber dem Antibiotikum Neomycin vermittelt. Auch in diesem Versuchsansatz wurde die
erfolgreiche in vitro Immortalisierung durch MLL/ENL innerhalb einer Woche durch Selektion
mit dem entsprechenden Antibiotikum nachgewiesen. Erst im Anschluss daran erfolgte die
Exzision des gefloxten Mef2c-Allels durch Transduktion der M/E-Zellen mit retroviralen
Pseudotypen, die die CRE-Rekombinase in Verbindung mit dem Markergen eGFP codieren.
Die erfolgreich transduzierten M/E-Mef2c¢”- und M/E-Mef2¢**-Zellen unterschieden sich
phanotypisch nicht und wurden anhand ihrer eGFP-Expression fiir die weiteren Versuche
sortiert (Abb. 7 b). Da die Exzision von Mef2c nach der Immortalisierung der
Knochenmarkzellen durch MLL/ENL keinen Einfluss auf deren Phanotyp hatte, konnte
gezeigt werden, dass die Mef2c-Expression keine Rolle fir die Erhaltung der M/E-
immortalisierten Knochenmarkzelllinie spielt.

Die erfolgreiche Entfernung des gefloxten Mef2c-Allels wurde in den M/E-Zelllinien,
die aus den beiden unterschiedlichen Ansatzen hervorgegangen waren durch PCR bestatigt.

Dies ist in Abbildung 7 ¢ beispielhaft dargestellt.
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Abbildung 7: Anséatze zur Etablierung
der M/E-Zellninien. (a) Entnahme von
Knochenmark aus konditionalen C57BI/6-

Mef2¢**/MxCre beziehungsweise
-Mef2c”IMxCre Mausen und
anschlieRende Infektion mit zur MLL/ENL-
Expression manipulierten

gammaretroviralen Pseudotypen  zur
Immortalisierung. (b) Entnahme von
Knochenmark aus konditionalen C57BI/6-
Mef2¢**-  beziehungsweise = Mef2¢"-
Mausen und anschlieRende
Immortalisierung durch MLL/ENL. Die
Exzision des Mef2c-flox Allels erfolgte
nach der Immortalisierung durch Infektion
mit zur CRE-Rekombinase-Expression
manipulierten gammretroviralen
Pseudotypen. (c) Uberpriifung  der
Exzision des gefloxten Exon2 von Mef2c
durch PCR; das durch die CRE-Aktivitat
veranderte Allel resultierte in einer 650 bp
Bande.
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Zur weiteren Charakterisierung der M/E-transformierten Mef2c”Zellen verglichen

mit den M/E-Mef2c** -Zellen wurden ein Teil der Zellen zur morphologischen Untersuchung

auf Objekttrager zentrifugiert (Cytospins) und ein weiterer Teil der Zellen

mit

fluoreszenzgekoppelten Antikbrpern gegen die myeloid exprimierten Oberflachenantigene

Gr-1 und CD11b gefarbt. Die mikroskopische Untersuchung der Cytospins ergab, dass die



Ergebnisse 63

M/E-Zelllinien morphologisch einen frilhen myelobastischen Phanotyp aufwiesen (Abb. 8).
Die FACS-Analyse zeigte, dass beide Zelltypen genotypunabhangig die
Oberflachenantigene Gr-1 und CD11b exprimierten, mit einer nicht signifikanten, aber
reproduzierbar leicht geringeren Gr-1 Expression auf den M/E-Mef2¢** Zellen (Abb. 8).
Zusammenfassend liel3 sich durch diese Versuche zeigen, dass Mef2c nicht wichtig
fur die Etablierung und/oder Erhaltung des durch MLL/ENL induzierten LSZ-Phanotyps ist
und somit im Kontext der leukdmischen Transformation von Knochenmarkzellen durch

MLL/ENL kein direktes Zielgen dieses Fusionsproteins ist.
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Abbildung 8: Charakterisierung der M/E-Zellinien durch FACS und Cytospin. Links, Cytospin zeigt
myeloblastischen Phanotyp der M/E-Zelllinien, unabhangig vom Genotyp (Pappenheim-Farbung; Vergréferung
40x). Rechts, FACS-Analyse der M/E-Mef2¢®- und -Mef2¢** Zellen: Beide Zelllinien exprimieren die myeloiden
Oberflachenproteine Gr-1 und CD11b, leicht verminderte Gr-1 Expression auf M/E-Mef2c™* Zellen.

5.2 Charakterisierung des Phanotyps der M/E-transformierten Zellen mit

und ohne Mef2c in vitro

Leukdmische Stammzellen stimmen in einigen Charakteristika mit gesunden,
hamatopoetischen Stammzellen (HSZ) Uberein. So besitzen beispielsweise beide Zelltypen
die Fahigkeit der Selbsterneuerung oder kénnen aufgrund aufllerer Stimuli proliferieren und
differenzieren, was im Falle der leukamischen Stammzellen zur weiteren Akkumulation
reifungsgestorter Blutzellen flhrt. Eine weitere wichtige Eigenschaft friher hamatopoetischer
Zellen ist ihre Migrationsfahigkeit. Auch leukdmische Zellen kénnen diese Kapazitat wieder
,zurickerhalten®. Dies kann zum Beispiel dazu flhren, dass leukamische Zellen auch in
nicht-hdmatopoetische Organe einwandern und dort ,ansiedeln®. MLL-assozierte Leukamien

und LSZ weisen haufig einen solch invasiven Phanotyp auf.
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5.21. M/E-Mef2c-iiberexprimierende Zellen zeigen eine erhdohte Migrationskapazitat
auf MS-5 Stromazellen

In einem ersten Experiment zur weiteren Charakterisierung der M/E-transformierten
Knochenmarkzelllinien sollte zunachst die Migrationskapazitat dieser Zellen untersucht
werden. Dazu wurde ein sogenannter Cobblestone-Assay durchgefiihrt, mit Hilfe dessen die
Kapazitat friiher hdmatopoetischer Zellen an MS-5 Stromazellen zu binden und diese zu
unterwandern getestet wird. Die Interaktion zwischen der stromalen Zelllinie MS-5 und den
auf diesen Zellen ausplattierten hamatopoetischen Zellen erfolgt aufgrund eines
Zytokinmixes, der von den MS-5 Zellen sezerniert wird. Wenn entsprechende
Oberflachenantigene auf den zu testenden Zellen exprimiert werden, kdnnen diese durch die
sezernierten Zytokine stimuliert werden. Als Folge binden und unterwandern diese die MS-5
Zellen und bilden sogenannte Cobblestone-Einheiten unterhalb der MS-5 Einzelzellschicht.

Um zunachst zu testen, ob ein unterschiedlicher Expressionslevel von Mef2c¢ einen
Einfluss auf die Migrationskapazitat der M/E-Zelllinien hat, wurde Mef2c ektopisch in
M/E-Mef2c**-Zellen (iberexprimiert. Dazu wurden diese Zellen mit Mef2c/eGFP codierenden
Gammaretroviren infiziert. Als Kontrolle dienten M/E-Mef2¢** Zellen, die lediglich mit dem
eGFP-Kontrollvektor infiziert wurden.

Im Anschluss an die Infektion wurden 1 x 10° der M/E-Mef2c”*/Mef2c/eGFP
beziehungsweise M/E-Mef2c**/eGFP Zellen auf murine MS-5 Stromazellen ausplattiert.
Bereits nach 24 Stunden konnten mit Hilfe des Phasenkontrastmikroskops in den
Kulturschalen mit Mef2c-liberexprimierenden Zellen ,dunkle“ Zellanhaufungen (Cobblestone-
Einheiten) unterhalb der MS-5 Zellen nachgewiesen werden, die aus etwa 50% der
ausplattierten M/E-Zellen gebildet wurden (Abb. 9, rote Pfeile). Die Ubrigen M/E-Zellen
konnten als ,helle* Zellanhdufungen oberhalb der MS-5 Zellen detektiert werden (Abb. 9,
blaue Pfeile). Auch in den Kulturschalen mit den M/E-eGFP Kontrollzelllinien wurden
Cobblestone-Einheiten nachgewiesen, diese entstanden allerdings aus maximal 10% der
ausplattierten M/E-Zellen (Abb. 9).

Die  Mef2c-Uberexprimierenden M/E-Zellen zeigten somit eine erhdhte
beziehungsweise beschleunigte Kapazitdt an MS-5 Stromazellen zu binden und sie zu

unterwandern.
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Abbildung 9: Cobblestone Assay. Phasenkontrastmikroskopische Aufnahme der M/E-Mef2¢**-Zellen,
manipuliert zur Uberexpression von Mef2c-eGFP beziehungsweise eGFP. 24 Stunden nach Ausplattieren von je
1 x 108 dieser Zellen auf MS-5-Stromazellen konnte zwischen hellen Zellanhaufungen, die oberhalb der MS-5
Zellen liegen (blaue Pfeile), und dunklen Zellanhdufungen unterhalb der MS-5 Zellschicht (rote Pfeile)
unterschieden werden. (Vergrofierung 16x). Das Experiment wurde in drei unabhangigen Ansatzen durchgefiihrt.

5.2.2 Mef2c fiihrt zu einer vergroBerten Subpopulation mit Oberflaichenexpression
des Homing- und Migrations-assoziierten Rezeptors Cxcr4

Aufgrund der Beobachtung, dass Mef2c-Uberexprimierende M/E-Zellen eine
erhohte/beschleunigte Kapazitat aufweisen, Cobblestone-Einheiten zu bilden, wurde im
Folgenden untersucht, ob die Expression von Oberflachenrezeptoren, die bekanntermallen
eine Rolle bei der Migration friher hamatopoetischer Zellen spielen, verandert ist. Hierzu
gehoren vor allem die Rezeptoren Cxcr4 und CD44. Da schon sehr geringe Unterschiede in
der Oberflachenexpression dieser Rezeptoren die Migrationskapazitat von Zellen
beeinflussen konnen, wurden fir die folgenden Untersuchungen M/E-Mef2¢”” und
M/E-Mef2c** Zellen eingesetzt. So sollten Schwankungen im Mef2c-Expressionslevel durch
Uberexpression des Proteins als mogliche Stérquelle ausgeschlossen werden.

Wie in Abbildung 10 dargestellt, konnte durch die FACS-analytische Untersuchung
kein Expressionsunterschied fiur den Rezeptor CD44 nachgewiesen werden, dieser wird
unabhangig vom Genotyp der M/E-transformierten Zellen stark auf deren Oberflache
exprimiert (Abb. 10). Interessanterweise wurde jedoch in zahlreichen FACS-Analysen eine
kleine, aber konstante Cxcr4-positive Zellpopulation (0,2% bis 15%) innerhalb der M/E-
Mef2c**-Zellen beobachtet, die in Mef2c-defizienten Zellen nicht nachweisbar war. Gezeigt
ist ein FACS-analytisches Beispiel in dem 15% der M/E-Mef2¢c** Gesamtpopulation Cxcr4
auf der Oberflache exprimieren, verglichen zu lediglich 0,8% der M/E-Mef2¢c®
Gesamtpopulation (Abb. 10).
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Wahrend also die Oberflachenexpression des Rezeptors CD44 genotypunabhangig
stark war, lieferte diese Untersuchung einen ersten Hinweis darauf, dass die erhdhte
Kapazitat der Mef2c-uberexprimierenden M/E Zellen Cobblestone-Einheiten zu bilden mit der
verstarkten Detektion einer Cxcr4-positiven Subpopulation innerhalb der Mef2c-
exprimierenden M/E-Zellen im Zusammenhang steht. Der durch die MS-5 Stromazellen

sezernierte Zytokinmix enthalt unter anderem den Cxcr4-Liganden SDF1a.
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Abbildung 10: Expression der Oberflichenrezeptoren CD44 und Cxcr4 auf M/E-Mef2c** und
-Mef2c”-Zellen. Gezeigt ist ein FACS-analytisches Beispiel mit gleichmaRig starker,
genotypunabhangiger Expression von CD44 auf M/E-Zellen und etwa 18fach vergroRerter Cxcrd
positiver Subpopulation innerhalb des M/E-Mef2¢”*-Zellpools. Die FACS-Analyse wurde vielfach in
unabhangigen Experimenten wiederholt. Die Cxcr4-positive Subpopulation war innerhalb des M/E-
Mef2c**-Zellpools konstant zwischen 2- bis 18-fach vergroRert.

5.2.3 Quantifizierung der Migrationskapazitat von Mef2c-exprimierenden und

-defizienten M/E-Zellen

Um Unterschiede in der Migrationsfahigkeit quantifizieren zu kénnen, wurden
Versuche in Transmigrations-Kammern durchgefiihrt. Es sollte getestet werden, ob die auf
MS-5 Zellen beobachtete, verstarkte Migration der Mef2c-liberexprimierenden M/E-Zellen in
Abhangigkeit eines SDF1a-Gradienten erfolgt und somit auf die vergrofRerte
Cxcr4-exprimierende Population zurtckzufihren ist. Auch fiur die folgenden Versuche
wurden M/E-Zellen mit Mef2c-Wildtyp beziehungsweise -defizientem Genotyp eingesetzt.

Zunachst wurden in einem jeweils dreifachen Ansatz 1 x 10° M/E-Mef2c¢"-
CRE/eGFP beziehungsweise M/E-Mef2c**-CRE/eGFP Zellen in die obere Kammer einer 24-
Loch-Transmigrations-Zellkulturplatte ausplattiert. Nach drei, finf und 15 Stunden wurde in

jedem Ansatz die Anzahl der Zellen bestimmt, die durch die 5 pm-Porenmembran in die
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untere Kammer, die Expansionsmedium supplementiert mit 100 ng/ml SDF1a enthielt,
migriert waren. In zwei unabhangigen Experimenten konnte eine durchschnittlich um das
1,6-fach erhohte Anzahl der M/E-Mef2c¢**-CRE/eGFP-Zellen verglichen mit den M/E-Mef2¢" -
CRE/eGFP-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 11). Um zu zeigen, dass die erhdhte
Migrationsfahigkeit eine Folge der Mef2c-Expression ist, erfolgte eine zweite Versuchsreihe
mit M/E-Mef2c”~ Zellen, in denen die Mef2c-Expression durch Infektion mit Mef2c/pac-
codierenden gammaretroviralen Pseudotypen wiederhergestellt wurde. Als Kontrolle diente
die gleiche Zelllinie, infiziert mit nur zur Pac-Expression manipulierten Gammaretroviren.
Auch mit diesen Zelllinien konnte eine durchschnittlich um das 1,3-fach erhéhte Anzahl an
Mef2c-exprimierenden M/E-Zellen im Vergleich zu den Mef2c-defizienten M/E-Zellen
nachgewiesen werden (Abb. 11). Es wurden ebenfalls drei Ansatze in zwei unabhangigen
Experimenten durchgefihrt.

Zusammenfassend lie® sich durch diese Experimente zeigen, dass Mef2c-
exprimierende M/E-Zellen eine zwar recht geringe, aber reproduzierbare erhdhte
Migrationskapazitat im Vergleich zu Mef2c-defizienten M/E-Zellen aufweisen. Die Migration
erfolgt in Abhangigkeit eines SDF1a Gradienten, was auf eine Rolle der

Cxcr4-Oberflachenexpression hindeutet.
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Abbildung 11: Migrationskapazitat der M/E-Zellen in Abhdngigkeit von SDF1a in vitro. Gezeigt ist die
Quantifizierung der Migration von jeweils 1 x 10° ausplattierten M/E-Mef2c-exprimierenden beziehungsweise
-defizienten Zellen nach drei, fiinf und 15 Stunden in Richtung eines SDF1a Gradienten. Sowohl M/E-Mef2¢™*, als
auch M/E-Mef2¢¥-Zellen, in denen die Expression von Mef2c durch Infektion mit entsprechend manipulierten
gammaretroviralen Pseudotypen wiederhergestellt wurde, wiesen eine erhohte Migrationskapazitat auf. Das
Experiment wurde jeweils im Triplett in zwei unabhangigen Ansatzen durchgefihrt. Die p-Werte wurden durch
den t-Test ermittelt.
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5.2.4. Expression des Cxcr4-Transkriptes in Mef2c-exprimierenden und

-defizienten M/E-Zellen

Sowohl die immunohistochemischen FACS-Analysen als auch die in vitro
Experimente zum Migrationsverhalten der Mef2c-exprimierenden M/E-Zellen verglichen mit
den Mef2c-defizienten M/E-Zellen deuten darauf hin, dass der Chemokinrezeptor Cxcr4 eine
Rolle in der leicht erhdhten Migrationsfahigkeit der Mef2c-exprimierenden M/E-Zellen spielt.
Allerdings wird vor allem in der FACS-Analyse deutlich, dass die GroRe der
Cxcr4-exprimierenden Population innerhalb der M/E-Mef2¢**-Zellen variiert. Um zu
untersuchen, ob die Mef2c-Expression die Cxcr4-Transkriptmenge beeinflusst, erfolgte eine
RT-PCR-Reaktion. Wie in Abbildung 12 dargestellt, konnte auf mMRNA-Ebene keine erhdhte
Expression von Cxcrd in M/E-Mef2c-exprimierenden Zellen verglichen zu M/E-Mef2c-
defizienten Zellen nachgewiesen werden. Durch den Vergleich der Cxcr4-Banden mit den
jeweiligen Aktin-Banden (Abb. 12) wird allerdings deutlich, dass die Cxcr4-mRNA in beiden

Zelllinien recht stark exprimiert wird; die Zykluszahl war in beiden RT-PCR-Ansatzen gleich.
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Abbildung 12: RT-PCR Analyse des Expressionslevels der Cxcr4-mRNA in M/E-Mef2c-exprimierenden
und -defizienten Zellen. Die aus den angegebenen Zelllinien isolierte mRNA wurde revers in cDNA transkribiert
und durch PCR mit entsprechenden Primer, die spezifisch an murin exprimiertes Cxcr4 binden, amplifiziert. Die
PCR-Produkte wurden in einem 1,5%igen Agarosegel aufgetrennt. Der Vergleich mit der Expressionsstarke des
Haushaltsgens Aktin zeigte keinen Unterschied in der Expressionsstéarke von Cxcr4 in M/E-Mef2c-exprimierenden
beziehungsweise -defizienten Zellen.

M/E-Mef2c

5.3 Herstellung einer konstitutiv aktiven Form von Mef2c

Eine mogliche Verbindung zwischen der Mef2c Aktivitat und der Cxcr4 Expression
konnte die Calcium-Konzentration innerhalb der Zelle darstellen. Durch Erhdéhung der
zytoplasmatischen Ca?*-lonen-Konzentration kann sowohl die Transkriptionsaktivitat von
Mef2c gesteigert werden (*3Lu et al., 2000), als auch die Expression von Cxcr4 erhoht
werden (¥*Moriuchi et al., 1997). Um zu testen, ob eine Calcium-unabhangige und damit

Stimulus-unabhangige Mef2c-Mutante die Cxcr4-Expression beeinflussen kann, wurde mit
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Hilfe der ortsspezifischen Mutagenese eine Form von Mef2c hergestellt, die nicht mehr in der
Lage ist mit der Histondeacetylase 4 (HDAC4) zu interagieren (*Lu et al., 2000). Diese
naturlicherweise in der Zelle vorkommende Interaktion vermindert die Aktivierung der
Transkription durch Mef2c und wird Uber die Calcium-Konzentration innerhalb der Zelle
reguliert.

Um diese mutierte Form von Mef2c herzustellen wurden in einer PCR Primer
angewendet, die auf DNA-Ebene Basenaustausche in den Mef2c-wildtyp-Vektor (codiert flir
die a1-Isoform von Mef2c) einfuhren, so dass ein Mef2c Protein translatiert wird, das die
Aminosauren Alanin (65), Serin (66) und Asparagin (67) anstelle von Valin (65), Leucin (66),
Leucin (66) tragt. Die veranderten Aminosauren befinden sich innerhalb der spezifischen
N-terminal gelegenen Mef2-Doméane (Abb. 13 a), so dass die hergestellte Mef2c-Mutante
(Mef2c”SR) ohne Einschrankung an die DNA binden, aber keine Interaktion mit HDAC4 mehr
stattfinden kann. Der Austausch der entsprechenden Basen konnte durch Sequenzierung
verifiziert werden (Abb. 13 b). Die Expression des Proteins konnte in transplantierten
Mausen nachgewiesen werden (Abb. 13 c). Die dafur verwendeten Knochenmarkzellen
waren mit gammaretroviralen Pseudotypen infiziert, die fir die entsprechende Mutante

codierten.
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Abbildung 13: Herstellung einer konstitutiv aktiven Form von Mef2c. (a) schematische Darstellung des im
Bereich der Mef2-Doméane mutierten Mef2c Proteins, das an den Positionen 65, 66 und 67 die Aminosauren
Alanin, Serin und Asparagin anstelle von Valin, Leucin und Leuin exprimierte. In dieser Form von Mef2c ist die
DNA-Bindung und Homodimerisierung erhalten, aber es erfolgt keine Heterodimerisierung mehr mit Klasse lla-
HDACSs. (b) Verifizierung der auf DNA-Ebene stattgefundenen Mutation. Die durch orstspezifische Mutagenese
ersetzten Basen sind hervorgehoben und konnten durch Sequenzierung bestatigt werden. (c) Nachweis der
Expression des mutierten Proteins. Zur Uberpriifung wurden B6-/csbp” Knochenmarkzellen mit Gammaretroviren
infiziert, die zur Expression der Mef2c**R-Form manipuliert waren. Der eingesetzte Antikdrper kann nicht zwischen
der Wildtyp- und mutierten Form von Mef2c unterscheiden, aber in voran gegangenen Experimenten konnte
keine Expression von endogenem Mef2c in B6-Icsbp”™ Knochenmarkzellen nachgewiesen werden.
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5.3.1  Mef2c”*R fiihrt zu einer vergroRerten Cxcr4-exprimierenden Subpopulation und
verstarkter Migration der M/E-Zellen

Im Folgenden wurden nun M/E-Mef2c®~ Zellen mit gammaretroviralen,
Mef2c*SR/Pac-codierenden Pseudotypen infiziert. Als Kontrolle dienten Mef2¢c-defiziente M/E-
Zellen, die mit zur Pac-Expression manipulierten Retroviren infiziert wurden. Nach
erfolgreicher Selektion der infizierten Zellen mit Hilfe von Puromycin erfolgte die
Charakterisierung dieser ,neuen” Zelllinie.

Durch immunohistochemische FACS-Analyse konnte eine durchschnittlich um das
6-fach vergrolRerte Population Cxcrd-exprimierender  Zellen innerhalb der
Mef2c*R-transduzierten M/E-Mef2c”-Zellen im Vergleich zu den Mef2c-defizienten
M/E-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 14 a). Durch real-time PCR wurde allerdings eine
nur geringe, um das 1,6-fach gesteigerte Expression der Cxcr4-mRNA identifiziert (Abb. 14
b). Zur Quantifizierung der Migrationsfahigkeit dieser Zellen wurden die Experimente mit
24-Loch-Transmigrations-Zellkulturplatten wie unter Punkt 5.2.3 beschrieben, wiederholt. Die
Mef2cR-exprimierenden Zellen zeigten eine um das durchschnittlich 1,75-fach gesteigerte
Migrationskapazitat verglichen mit den Mef2c-defizienten M/E-Zellen. Dies konnte jedoch nur
beobachtet werden, wenn dem Expansionsmedium in der unteren Kammer kein SDF1a
zugesetzt war (Abb. 14 b). Die Supplementierung des Expansionsmediums mit dem
Cxcr4-Liganden SDF1a ergab keine signifikanten Unterschiede (Abb. 14 c).

In der Summe zeigten die mit Mef2¢c*S? transduzierten M/E-Zellen eine vergroRerte
Population Cxcr4-exprimierender Zellen im Vergleich zu Mef2c-defizienten und
Mef2c-wildtyp exprimierenden M/E-Zellen. Die Migrationsfahigkeit der Mef2c*SR-M/E-Zellen
war in Abwesenenheit des Cxcr4-Liganden SDF1a deutlich erhéht, ein Effekt der in

Anwesenheit des Liganden verloren ging.
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Abbildung 14: Charakterisierung der M/E-Mef2c*-/Mef2*SR-exprimierenden Zellen. (a) Quantifizierung von
drei unabhangigen FACS-analytischen Experimenten zur Cxcr4-Oberflachenexpression. Innerhalb der
M/E-Mef2¢c”Mef2c R-exprimierenden Zellen war die Cxcr4-positive Subpopulation durchschnittlich um das
6fache vergrofRert im Vergleich zu M/E-Mef2¢c”- Zellen. (b) Untersuchung der Cxcr4-mRNA Expression in
M/E-Mef2c”/Mef2cASR-Zellen verglichen zu M/E-Mef2¢**-Zellen durch quantitative real-time PCR. In zwei
unabhangigen Experimenten mit jeweils Dupletts der Proben konnte eine 1,6-fach erhdhte Konzentration der
Cxcr4-cDNA aus M/E-Mef2c”/Mef2c*SR Zellen nachgewiesen werden. (c) Quantifizierung der Migrationskapazitat
von jeweils 1 x 10° ausplattierten M/E-Mef2¢c”/Mef2c*R-exprimierenden Zellen verglichen mit M/E-Mef2c-
defizienten Zellen. M/E-Mef2c”/Mef2c**R-Zellen zeigten durchschnittlich eine um das 1,75-fach erhohte
Migrationskapazitat, die ungerichtet in die untere Kammer der Transmigrations-Zellkultur-Platte erfolgte (links),
p-Wert ermittelt im t-Test. Nach Supplementierung der unteren Kammer mit 100 ng/ml SDF1a konnte die erhohte
Migrationsfahigkeit der M/E-Mef2c®/Mef2¢*SR-Zellen nicht mehr nachgewiesen werden (rechts). Die in vitro
Migrationsexperimente wurden als Triplett in zwei unabhangigen Ansatzen durchgefihrt.
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54 Das gesamtgenomische Expressionsprofil M/E-transformierter Zellen

Die bisher gezeigten Experimente deuten darauf hin, dass die erhohte
Migrationskapazitdt der Mef2c-exprimierenden M/E-Zellen verglichen mit den Mef2c-
defizienten M/E-Zellen eine Folge der vergroRerten Cxcr4-exprimierenden Subpopulation
innerhalb der Mef2c-exprimierenden M/E-Zellen ist. Allerdings konnte Cxcr4 nicht als
direktes Zielgen von Mef2c identifiziert werden; sowohl in einer RT-PCR (Abb. 12) als auch
durch Anwendung der quantitativen real-time PCR (Abb. 14) konnte kein signifikanter
Unterschied in der Expressionsstarke des Cxcr4-Transkripts in Mef2c-exprimierenden
verglichen mit -defizienten M/E-transformierten Zelllinien nachgewiesen werden. Dies deutet
darauf hin, dass die Cxcr4-Oberflachenexpression eventuell durch andere, Mef2c-abhangige

Mechanismen reguliert wird.

5.41 Die Transduktion der M/E-Zellen mit Mef2c”SR fiihrt zur Hochregulation von
verschiedenen Chemokinrezeptoren- und -liganden-, sowie Matrix-
Metalloprotease (Mmp)-Genen
Um mogliche direkte Zielgene von Mef2c identifizieren zu kdnnen wurde eine

gesamtgenomische Microarray-Analyse der M/E-Mef2¢”-/Mef2¢**R-pac Zellen vorgenommen.

Die Expressionsstarke der untersuchten Gene wurde mit der Expressionsstarke der

identischen Gene aus M/E-Mef2¢”-pac Zellen verrechnet, wodurch die in

M/E-Mef2¢c”/Mef2c*SR-pac Zellen signifikant herauf- oder herabregulierten Gene identifiziert

werden konnten. In Abbildung 15 a ist dies in einer Ubersicht dargestellt; der Logarithmus

des Quotienten, der sich aus der Verrechnung der Expressionsstarke jedes untersuchten

Genes der beiden M/E-Zelllinien ergibt, ist in einem entsprechend logarithmischen

Koordinatensystem jeweils als Punkt dargestellt. Die roten Punkte stehen hier fir in

M/E-Mef2c”IMef2c*SR-pac Zellen hochregulierte Gene, wahrend die griinen Punkte die in

diesen Zellen herunterregulierten Gene symbolisieren.
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Abbildung 15: Gesamtgenomische Expressionsanalyse der M/E-Mef2c”/Mef2c*®- und M/E-Mef2c” -
Zellen. (a) Ubersicht der gesamtgenomischen Expressionslevel der durch Microarray-Technik untersuchten
Gene. Auf Basis der Expressionsstérke in M/E-Mef2¢®- Zellen konnten die in M/E-Mef2¢®-/Mef2c*R-Zellen hoch-
und herunterregulierten Gene identifiziert werden. Die ermittelten Quotienten aus der Gen-Expressionsstarke in
M/E-Mef2c”IMef2cASR und M/E-Mef2¢® sind im Diagramm schematisch als rote und griine Punkte dargestellt.
Jeder rote Punkt steht fUr ein in M/E-Mef2c/Mef2c*R hochreguliertes Gen, jeder griine Punkt fir ein
herunterreguliertes Gen. Zur vereinfachten Darstellung ist der Logarithmus zur Basis 10 gewahit.

Die genauere Untersuchung der Expressionslevel Migrations-assoziierter Gene ist
in Abbildung 15 b dargestellt. Fur die Chemokinrezeptor-Gene Ccr2 und Ccr5 konnte eine
signifikante, etwa 3-fache beziehungsweise 2-fache Hochregulation nachgewiesen werden.
Ccr2 wird zudem sehr stark in beiden Zelllinien exprimiert (> 50-fach héhere Signalintensitat
verglichen mit Hintergrundsignal). Auch die starke Expression von Cxcr4 (ebenfalls > 50-fach
héhere Signalintensitat verglichen mit Hintergrundsignal) in beiden Zelllinien und die nur sehr
geringe Hochregulation dieses Gens in M/E-Mef2c”/Mef2c*R-pac wurde durch die
Microarray-Analyse bestatigt. Neben diesen Chemokinrezeptor-Genen konnte ebenfalls eine
signifikante Hochregulation einiger Chemokinliganden-Gene identifiziert werden. Die starkste
Expression (> 100-fach hoéhere Signalintensitat verglichen mit Hintergrundsignal) und
Hochregulation (bis 3-fach) wurde flir die auf Chromosom 11 gruppierten Chemokin-Gene
Ccl3, Ccl4 und Ccl6 nachgewiesen (Abb. 15 b). Auch das Gen des Liganden des
Chemokinrezeptors Ccr2, Ccl2 zeigte eine signifikante 4-fache Hochregulation, allerdings

eine geringere absolute Expressionsstarke verglichen mit den bereits beschriebenen
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Chemokin-Genen (Abb. 15 b). Fur das Gen des Cxcr4-Liganden Cxcl12 (codiert fir SDF1qa)
konnte weder eine Hochregulation in M/E-Mef2¢®/Mef2c*SR-pac noch eine starke Expression
in beiden M/E-Zellinien nachgewiesen werden.

Neben den Chemokinrezeptor- und -liganden-Genen wurden einige Matrix-
Metalloprotease-Gene als signifikant hochreguliert in M/E-Mef2¢”/Mef2c*R-pac gefunden.
Mmp8 zeigte eine 5-fach, Mmp12 eine ca. 3,7-fach und Mmp25 eine 4-fach starkere
Expression in M/E-Mef2c”/Mef2c**R-pac  Zellen verglichen zu M/E-Mef2¢”/pac-
Kontrollzellen. Fiur Mmp8 und Mmp9 wurde zudem eine recht hohe absolute
Expressionsstarke (> 20-fach hohere Signalintensitat verglichen mit Hintergrundsignal)
nachgewiesen.

Mit Hilfe der Software rVista 2.0 (http://rvista.dcode.org/) konnten innerhalb der

regulatorischen Sequenzen der Gene Mmp8 und Mmp12, sowie Ccr5 konservierte
Bindungssequenzen fir Mef2-Transkriptionsfaktoren gefunden werden (Abb. 15 c). Durch
real-time PCR wurde die Hochregulation der Chemokinrezeptor-Gene Ccr2 und Ccr5, sowie
des Chemokinliganden-Gens Ccl6 und der Matrix-Metalloprotease-Gene Mmp8, Mmp12 und
Mmp25 verifiziert.

Zusammenfassend bestatigt die Mircroarray Analyse somit die Hypothese, dass die
Mef2c-Expression in Zusammenhang mit der Hochregulation einiger Migrations-assoziierter

Faktoren steht.
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Abbildung 15: Gesamtgenomische Expressionsanalyse der M/E-Mef2c”/Mef2¢”SR- und M/E-Mef2c? -
Zellen. (b) Durch Microarray Analyse konnte eine Hochregulation der Chemokinrezeptor-Gene Ccr2 und Ccrb5,
sowie der Chemokinliganden-Gene Ccl2, Ccl3, Ccl4 und Ccl6 in M/E-Mef2c®Mef2c*SR-Zellen detektiert werden.
Weiterhin wurden die Matrix-Metalloprotease-Gene Mmp8, Mmp12 und Mmp25 in diesen Zellen als hochreguliert
identifiziert. Die Expression der mit (+RT) gekennzeichneten Gene wurde durch quantitative real-time PCR
bestatigt. Die mit * gekennzeichneten Gene zeigten in der Microarray Analyse eine hohe absolute Expression mit
mindestens 20fach starkerer Signalintensitat als das Hintergrundsignal auf.
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Abbildung 15: Gesamtgenomische Expressionsanalyse der M/E-Mef2c”/Mef2c*SR- und M/E-Mef2c” -
Zellen. (c) Schematische Darstellung konservierter Mef2-Bindungsbereiche innerhalb regulatorischer Sequenzen
der Gene Mmp8, Mmp12 und Ccr5. Diese Bereiche konnten durch Vergleich der DNA-Sequenz von Mensch und
Maus mit Hilfe der Software rVista2.0 identifiziert werden.

5.5 Mef2c fiihrt zu einer erhohten Homing Kapazitit von Knochenmarkzellen

in vivo

Die bisherigen Experimente zeigten, dass Mef2c in einer mit MLL/ENL
transformierten Zelllinie Einfluss auf die Migrationsfahigkeit dieser Zellen (entlang eines
SDF1a . Gradienten) hat. Um zu testen, ob die Expression von Mef2c per se die
Migrationsfahigkeit von Knochenmarkzellen entlang eines SDF1a Gradienten beeinflusst,
wurde zunachst Knochenmark aus B6-Mef2¢”/MxCre und B6-Mef2c**/MxCre Mausen
isoliert. Die frisch entnommenen und suspendierten Knochenmarkzellen wurden
anschliefend in Carboxyfluorescin Succinimidyl Ester (CFSE) inkubiert. Nach Aufnahme
dieser Substanz in das Zytoplasma der Zellen erfolgt der Abbau durch Proteasen was zur
Bildung fluoreszierender Zwischenprodukte flihrt. Dadurch kénnen CFSE-positive Zellen im
FITC-Kanal des FACS-Gerates detektiert werden. Jeweils 1 x 107 der so behandelten Zellen
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wurden pro lethal bestrahlter Maus (9 Gy; 23,5 Minuten) intra venés durch die Schwanzvene
injiziert. Die Bestrahlung sollte zur Sezernierung von SDF1a durch zum Beispiel
Osteoklasten und Milzzellen fiihren, wodurch ein SDF1a-Gradient im bestrahlten
Organismus aufgebaut wird, der zur Migration von Cxcr4-exprimierenden Zellen zu den
entsprechenden Organen fiihrt. Vier Stunden nach Injektion der CFSE-behandelten Mef2¢c*
beziehungsweise Mef2c**-Zellen wurden die Tiere abgetotet und Knochenmark sowie die
Milzen entnommen. Nach Vereinzelung der Zellen erfolgte eine FACS-Analyse zur Detektion
und Quantifizierung der CFSE-positiven Mef2¢”” beziehungsweise Mef2c¢**-Zellen. In
Abbildung 16 a ist beispielhaft die Analyse von Knochenmarkzellen aus je einer Mef2**- und
einer Mef2c”-Empfangermaus dargestellt. Hier wird deutlich, dass die CFSE-positiven
Zellen eindeutig detektiert werden kénnen. Insgesamt ergab die Quantifizierung, dass im
Knochenmark der Mef2c¢”*-Empfangertiere durchschnittlich eine 2-fach héhere Anzahl an
CFSE-postivien Zellen gefunden wurde verglichen mit den Mef2c”-Empfangertieren (Abb.
16 b). In den Milzen der Mef2c**-Empfangertiere wurden sogar durchschnittlich 2,5-fach
mehr CFSE-positive Zellen als in den Milzen der Mef2c”-Empfangertiere gefunden (Abb. 16
b).

Diese Untersuchung ergab somit, dass auch in vivo Mef2c-exprimierende
Knochenmarkzellen eine erhéhte Migrationsfahigkeit beziehungsweise verstarkte
Homingkapazitat, aufweisen. Dies konnte innerhalb eines kurzen Zeitraumes nach
Transplantation der Mef2c-exprimierenden beziehungsweise -defizienten

Knochenmarkzellen nachgewiesen werden.
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Abbildung 16: Migrations- und Homingkapazitit von C57Bl/6-Mef2c** und -Mef2c*"-Knochenmarkzellen in
vivo. (a) FACS-analytisches Beispiel von Knochenmark, isoliert aus je einem B6-Mef2c**beziehungsweise
-Mef2c”- Empfangertier, 4 Stunden nach Transplantation von 1 x 107 Zellen, die mit CFSE inkubiert wurden. Im
Knochenmark aus dem B6-Mef2c**Empfangertier konnte eine CFSE-positive Population eindeutig identifiziert
werden. (b) Quantifizierung der CFSE-positiven Zellen aus Knochenmark und Milz aus zwei unabhangigen
Experimenten. Die B6-Mef2c”* Zellen zeigten eine beschleunigte Kapazitat nach Transplantation in bestrahlte
Empfangertiere in das Knochenmark und die Milz zu migrieren und dort anzusiedeln.
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5.6 Mef2c fiihrt zu einer erhoéhten Invasivitait MLL/ENL-transformierter

Knochenmarkstammazellen

Da die Transformation von Knochenmarkzellen durch MLL-Fusionsproteine zur
Induktion von leukdmischen Stammzellen (LSZ) und zur Ausbildung einer aggressiven
Leukamie mit schlechter Prognose fluhrt, sollte untersucht werden, ob Mef2c bei der
Ausbreitung von MLL/ENL transformierten LSZ im Mausmodell eine Rolle spielt. Dazu wurde
Knochenmark aus B6-Mef2¢**/MxCre und B6-Mef2¢”/MxCre isoliert und auf Linien-negative
Vorlauferzellen sortiert. Im Anschluss erfolgte die Immortalisierung durch gammaretrovirale
Pseudotypen, die fir das Fusionsprotein MLL/ENL-eGFP codierten. In der ersten
Versuchsreihe wurde mit 25% beziehungsweise 29% eine effiziente Transduktion der
Mef2c™* beziehungsweise Mef2c”~ Knochenmarkzellen mit dem MLL/ENL-eGFP Konstrukt
erzielt. Es folgte die intra vendse Transplantation von jeweils
1 x 10° MLL/ENL-eGFP/Mef2c** beziehungsweise /Mef2¢”- Knochenmarkzellen in lethal
bestrahlte Tiere. Beide Kohorten entwickelten nach kurzer Latenzzeit (mittlere
Uberlebenszeit der M/E-Mef2c”*-Empfangertiere 52 Tage, mittlere Uberlebenszeit der M/E-
Mef2c”~ Empfangertiere 75 Tage, Abb. 17) eine aggressive Leukamie. Diese war
charakterisiert durch eine Ausbreitung von CD11b und eGFP (MLL/ENL) positiven Zellen im
Knochenmark und der Milz. Die Retransplantation von 5 x 10° der leukamischen Zellen in
nicht bestrahlte Empfangermause flihrte erneut zur Ausbildung einer aggressiven Leukamie
mit einer mittleren Uberlebenszeit von etwa 20 (M/E-Mef2¢”* Empfangermause),
beziehungsweise 30 Tagen (M/E-Mef2¢c”- Empfangertiere; Abb. 17).
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Abbildung 17: Transplantation von M/E-Mef2c** beziehungsweise -Mef2c”- Zellen in lethal bestrahlte
Miuse. Dargestellt ist das kumulative Uberleben der beiden Empfiangerkohorten gegen die Zeit (Tage). Das
durchschnittliche Uberleben der mit je 1 x 10° M/E-Mef2¢**-Knochenmarkzellen transplantierten Mause lag bei 52
Tagen, wahrend die mit M/E-Mef2¢®-Knochenmarkzellen transplantierten Tiere eine mittlere Uberlebenszeit von
75 Tagen aufwiesen. Die statistische Signifikanz wurde durch Vergleich der Uberlebenskurven im log-rank Test
nachgewiesen (p<0,008) (b) Nach Retransplantation von je 5 x 10° leukdmischen Zellen aus dem 1.
Transplantationsversuch lag das durchschnittliche Uberleben der M/E-Mef2c**-Empfangertiere bei 20 Tagen, das
der M/E-Mef2¢”-Empfangertiere bei 30 Tagen; p<0,001 im log-rank Test.

Um den Krankheitsverlauf der Empféngertiere besser untersuchen zu kdnnen wurde
eine zweite Versuchsreihe vorgenommen. Wie oben beschrieben wurde zunachst
Knochenmark aus B6-Mef2¢**/MxCre und B6-Mef2¢"/MxCre isoliert und auf Linien-negative
Vorlauferzellen sortiert. Nach der Transduktion des frisch isolierten Knochenmarks mit
MLL/ENL-eGFP codierenden gammaretroviralen Pseudotypen wurde zunachst die
Infektionsrate durch eine FACS Analyse bestimmt. Es folgte eine Verdiinnung der
transduzierten Knochenmarkzellen mit nicht-transduzierten Knochenmarkzellen, so dass
1 x 108 Zellen, die einheitlich zu 5% mit MLL/ENL transduziert waren, in lethal bestrahlte
Empfangermause transplantiert werden konnten. Die ersten Tiere zeigten ca. 50 Tage nach
der Transplantation Krankheitszeichen (Hecheln, leichte Kachexie, hell werdende Pfoten).
Um die Tiere vergleichend untersuchen zu kénnen, wurden alle Mause des Versuchs
innerhalb von drei Tagen abgetdtet und inspiziert. Es wurde jeweils Knochenmark, Milz und
Leber entnommen sowie auf angeschwollene Lymphknoten untersucht. Das Knochenmark
zeigte in beiden Empfangerkohorten eine fast exklusive Zusammensetzung aus CD11b
positiven Myeloblasten (Abb. 18 a). Weiterhin waren im Knochenmark beider
Empfangerkohorten durchschnittlich 80% der Zellen eGFP (MLL/ENL) positiv (Abb. 18 a).
Innerhalb des Zeitraumes zwischen der Transplantation und der Untersuchung der Tiere

(circa 50 Tage) waren somit alle MLL/ENL-transformierten Zellen unabhangig vom Mef2c-
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Genotyp in der Lage im Knochenmark anzusiedeln, so dass die Leukdmie von diesem
Organ aus ihren Ursprung nahm. Die weitere Untersuchung der Tiere zeigte in beiden
Empfangerkohorten eine stark ausgepragte Splenomegalie, allerdings unterschieden
sich die Milzen zwischen den beiden Kohorten sowohl in der GroRRe, als auch im
Prozentsatz eGFP (MLL/ENL) positiver Zellen. Wahrend die M/E-Mef2c**
Empfangerméause ein durchschnittliches Milzgewicht von 550 mg und durchschnittlich
79% eGFP positive Zellen aufwiesen, lag das durchschnittliche Gewicht der Milzen der
M/E-Mef2c®~ Empfangermause bei nur 350 mg mit durchschnittich 42% eGFP
positiven Zellen (Abb. 18 b). Histologisch konnte nachgewiesen werden, dass in beiden
Empfangerkohorten die normale Milzstruktur, vor allem im Bereich des roten Marks

durch myeloblastische Zellen zerstort war (Abb. 18 b).
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Abbildung 18: Transplantation von je 1 x 10° Mef2c beziehungsweise Mef2c” Linien-negativen
Knochenmarkzellen, zu 5% mit MLL/ENL transduziert; (a) links, Cytospin von suspendierten
Knochenmarkzellen einer M/E-Mef2c”” Empfangermaus zeigte eine Akkumulaton von Myeloblasten und
unreifen myeloiden Zellen, 50 Tage nach Transplantation; (Pappenheim-Farbung; VergroRerung 40x).
Mitte, FACS-analytisches Beispiel von Knochenmarkzellen aus einer M/E-Mef2¢** und -Mef2c””
Empféangermaus. Unabhéngig vom Genotyp exprimierten die eGFP-positiven (M/E-transformierten) Zellen
vor allem den monozytaren Oberflachenmarker CD11b. Rechts, hohe eGFP-Expression in allen
M/E-Mef2¢™* und -Mef2c®” Empfangermausen. Jeder Punkt steht fiir die %-eGFP Expression einer Maus.
Im Mittel war das Knochenmark beider Empgangerkohorten 50-54 Tage nach Transplantation zu 80%
eGFP positiv. (b) Links, Darstellung des Milzgewichtes aller Mef2c** und -Mef2c®” Empfangerméause im
Punktediagramm. Jeder Punkt stellt das Milzgewicht einer Maus dar. Im Mittel war das Milzgewicht der
M/E-Mef2¢™* Empfangerméause mit 550 mg signifikant héher als das der M/E-Mef2¢” Empfangerméause
mit 350 mg. Mitte links, Darstellung der %-eGFP-Expression suspendierter Milzzellen aller Mause des
Experimentes im Punktediagramm. Im Mittel war die eGFP-Expression in M/E-Mef2c* Empfangerméausen
signifikant hoher als in M/E-Mefc®” Empfangermause. Mitte rechts, FACS-analytisches Beispiel von
suspendierten Milzzellen aus einer M/E-Mef2c”* und -Mef2c®” Empfangermaus. Unabhangig vom
Genotyp exprimierten die eGFP-positiven Milzzellen (M/E-transformiert) vor allem den monozytéaren
Oberflachenmarker CD11b. Rechts, Mikroskopische Darstellung eines Milzschnittes einer M/E-Mef2c””
Empfangermaus. Die gesamte Milzstruktur ist im Bereich des roten Marks durch eingewanderte myeloide
M/E-Zellen zerstort (H&E Farbung, VergroRerung 16x). (p-Werte durch t-Test ermittelt).



Ergebnisse 81

Weitere Indizien fur eine erhohte Migrationskapazitat der Mef2c-exprimierenden
M/E-transformierten  Knochenmarkzellen waren die Anschwellung peripherer

+/+

Lymphknoten in finf von sieben M/E-Mef2c™"-Empfangermausen, aber in nur zwei von
acht M/E-Mef2¢? -Empfangerméausen. Die morphologische und
immunohistochemische Untersuchung des Blutes ergab ebenfalls einen signifikanten
Unterschied in der Verteilung leukdmischer Zellen zwischen den beiden
Empfangerkohorten. Sowohl die Cytospins, als auch die FACS-Analyse des Blutes der
M/E-Mef2¢c”*-Empfangerméuse zeigte eine unnormale, hohe Anzahl unreifer
Myeloblasten und weiterer reifungsgestorter Zellen im peripheren Blut. Zudem war die
Anzahl der Leukozyten in M/E-Mef2c”*-Empfangerméusen nicht nur krankhaft,
sondern ebenfalls signifikant héher als in M/E-Mef2c”” Empfangermausen (Abb. 18 d).

Neben den hamatopoetischen Organen Knochenmark, Milz, Lymphknoten
und Blut waren auch nicht-hamatopoetische Organe von der Ausbreitung der

+/+

leukdmischen Zellen betroffen. Sieben von acht M/E-Mef2c”” Empfangerméausen
wiesen eine starke Hepatomegalie auf, wovon allerdings nur zwei von acht M/E-
Mef2c”” Empfangermause betroffen waren. Die morphologische Untersuchung
bestatigte, dass die lobulare Leberstruktur in allen Tieren mit Hepatomegalie bereits
zerstort war. Vor allem das Parenchym im Bereich der Pfortader und der Lebervenen
zeigte in M/E-Mef2c™”*-Empfangermausen eine bereits starke Durchsetzung mit
Myeloblasten und weiteren unreifen Zellen, wahrend eine solche Invasion
leukéamischer Zellen in den bereits vergroBerten Lebern der M/E-Mef2c”"-
Empfangerméausen erst begann (Abb. 18 c).

Im Einklang mit den in vitro erzielten Ergebnissen konnte somit auch in vivo
belegt werden, dass die Expression von Mef2c die Migration und damit Invasion
leukamischer, M/E-transformierter Knochenmarkzellen in hamatopoetische sowie nicht-

hamatopoetische Organe beschleunigt.
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Abbildung 18: Transplantation von je 1 x 10° Mef2c** beziehungsweise Mef2c®” Linien- -negativen
Knochenmarkzellen, zu 5% mit MLL/ENL transduziert; (c) Mlkroskoplsche Darstellung von
Leberschnitten je einer M/E- Mef2c™* und -Mef2c® Empfangermaus. In M/E- Mef2c*” Empfangermaus war
die lobulare Leberstruktur bereits durch invasive myeloide M/E-Zellen zerstort, in Mef2c™” Empfangermaus
beginnende Invasion der myeloiden M/E-Zellen im perlportalen Bereich (H&E Farbung; VergréRerung
25x). (d) Mitte, Beispiel eines Blutausstrichs einer M/E- Mef2c™ und -Mef2c®” Empfangermaus. Starke
Leukozytose mit unreifen blastenartlgen Mono- und Granulozyten in M/E- Mef2c™ Empfangermaus,
beginnende Leukozytose in M/E- Mef2c® Empfangermaus (Pappenhelmhelm Farbung, VergréRerung
63x). Darstellung der Leukozytenzahlen/ul aller M/E-Mef2¢*”* und -Mef2c™” Empfangerméuse im
Punktediagramm. Jeder Punkt steht fir die Anzahl an Leukozyten in einer untersuchten Maus. Im Mittel
liegt die Anzahl der Leukozyten in M/E- Mef2c*” * Empfangermausen mit etwa 90/ul signifikant héher als in
M/E-Mef2c™ Empféangerméusen mit etwa 30/ul (p-Werte durch t-Test ermittelt).

5.7 Untersuchungen zum Differenzierungspotenzial von Mef2c

Anhand der bisher aufgeflhrten Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass
Mef2c den Phanotyp von MLL/ENL-transformierten leukamischen Stammzellen
beeinflusst.

Wie bereits zu Beginn des Ergebnisteils erwahnt, waren die
AML-Erkrankungen der Patienten aus den durch den Microarray definierten Gruppen
mit Hochregulation des MEF2C-Gens durch einen monozytaren Phanotyp gepragt
(Gruppe 1 FAB M1/M5; Gruppe 10 FAB M1/M5; Gruppe 16 FAB M5/M4). Weiterhin
konnte in unserem Labor bereits gezeigt werden, dass die
Hochregulation/Uberexpression von Mef2c einen Einfluss auf den Phanotyp einer im
C57Bl/6-Icsbp™ Mausmodell induzierten AML hat — Entwicklung myeloider Blasten und
monozytarer Vorstufen in Knochenmark und Blut, sowie die Invasion leukamischer
Zellen in Organe.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte nun untersucht werden, ob die Mef2c

Expression per se die Differenzierung friiher Knochenmarkzellen beeinflusst.



Ergebnisse 83

5.7.1  Differenzierungseigenschaften von B6-Mef2c** versus B6-Mef2c*”

Knochenmarkzellen in vitro

Um die Differenzierungseigenschaften von Mef2c-exprimierenden frihen
Knochenmarkzellen mit Mef2c-defizienten Knochenmarkzellen vergleichen zu kénnen, wurde
zunachst Knochenmark aus B6-Mef2¢c**/MxCre und B6-Mef2c”/MxCre Geschwistermausen
isoliert. 2 x 10° dieser Zellen wurden in Methylzellulosemedium ausplattiert, das die
monozytare Entwicklung unterstutzt; zur Stimulation der Zellen wurde der Methylzellulose
20 ng/ml Monozyten/Makrophagen-Kolonie-Stimulierender-Faktor (M-CSF) zugesetzt. Es
wurden zwei unabhangige Experimente, jeweils im Triplett durchgefuhrt. Nach sieben Tagen
wurde die Anzahl der entstanden granulozytdren (CFU-G), monozytaren (CFU-M),
granulozytar/monozytaren (CFU-GM) und gemischten (CFU-Mix; enthalten Granulozyten,

+/+

Makrophagen und Erythrozyten) Kolonien bestimmt. In allen B6-Mef2c”* Ansatzen wurde
eine signifikant hohere Anzahl von durchschnittlich 50 monozytaren Kolonien verglichen mit
durchschnittlich 25 monozytaren Kolonien in den B6-Mef2¢”- Kulturen nachgewiesen
(Abb. 19). Die Anzahl aller weiteren Kolonietypen war ohne signifikante Unterschiede
(Abb. 19). Zur weiteren Charakterisierung der Zellen aus den Methylzellulosekulturen wurden
diese suspendiert und mit fluoreszenzgekoppelten Antikérpern gegen die
Oberflachenantigene CD11b (monozytar exprimiert) und F4/80 (makrophagial exprimiert)
gefarbt. In der anschlieRenden FACS-Analyse bildeten 37% der B6-Mef2c** Zellen eine
Population, die sowohl fir CD11b als auch fiir F4/80 positiv war, dagegen exprimierten nur
9% der B6-Mef2c”” Zellen beide Antigene, wahrend der Uberwiegende Teil dieser Zellen
keine F4/80-Expression zeigte (Abb. 19). Eine deutlich starkere Entwicklung von B6-Mef2c¢c**
Zellen in Makrophagen konnte ebenfalls durch die Untersuchung der Cytospins dieser Zellen
belegt werden. Dagegen fanden sich in den Cytospins der differenzierten B6-Mef2c* Zellen
eine deutlich héhere Anzahl an Granulozyten und Monozyten und nur wenige Makrophagen.

Diese ersten Untersuchungen zum Differenzierungspotenzial Mef2c-exprimierender
verglichen mit Mef2c-defizienten Knochenmarkzellen nach Stimulation mit M-CSF deuten
darauf hin, dass Mef2c einen Einfluss auf die Entwicklung von Monozyten beziehungsweise

Makrophagen hat.
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Abbildung 19: Colony-Forming-Assays mit B6-Mef2c”* und -Mef2c”” Zellen. Links, 7 Tage nach
Ausplattieren von 2x10° Zellen in M-CSF supplementierter Methylzellulose war die Anzahl monozytarer Kolonien
in B6-Mef2c” Kulturen signifikant vermindert (Triplett-Ansazte). Rechts, die FACS-Analyse suspendierter Zellen
aus Methylzelluose zeigte eine signifikant hdhere Expression des makrophagialen Oberflachenproteins F4/80 in
B6-Mef2c** Kulturen. Die verstarkte makrophagiale Entwicklung wurde durch Cytospins bestatigt (Pappenheim-
Farbung, Vergroflerung 100x).

5.7.2 Differenzierungseigenschaften von C57Bl/6 Knochenmarkzellen nach

Uberexpression von Mef2c in vitro

Zur weiteren Analyse des Einflusses von Mef2c auf die Differenzierung fruher
Knochenmarkzellen wurde Knochenmark aus C57BI/6 Mausen entnommen, die das Wildtyp
Allel von Mef2c tragen. Nach der Anreicherung der Linien-negativen Knochenmarkzellen
wurden diese mit gammaretroviralen Pseudotypen transduziert; ein Teil der Zellen wurde so
zur Uberexpression von Mef2c in Verbindung mit eGFP manipuliert, ein weiterer Teil der
Knochenmarkzellen exprimierte nur eGFP und diente als Kontrolle. Nach erfolgreicher
Infektion der Knochenmarkzellen wurden diese anhand ihrer eGFP-Expression sortiert und
wie unter Punkt 5.7.1 beschrieben als Triplettansatz in Methylzellulose ausplattiert.

Neben der Methylzellulose, die die monozytare Entwicklung unterstitzt, wurde ein
weiterer Triplett-Ansatz in Methylzellulose, die die granulozytare Entwicklung unterstitzt
(Zugabe von 20 ng/ml Granulozyten-Kolonie-Stimulierender-Faktor (G-CSF)) und in
Methylzellulose, die einen Mix aus den Zytokinen stem cell factor (SCF), Interleukin 3 und 6
(IL3, IL6) und Erythropoetin (Epo) enthalt, ausplattiert. Dieses Medium unterstitzt sowohl die

myeloide, als auch die erythroide Differenzierung und wird im Folgenden als Zytokinmix-
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Methylzellulose aufgefiihrt.

Wie unter Punkt 5.7.1 bereits beschrieben erfolgte nach sieben Tagen die
Bestimmung der entstandenen Kolonietypen und deren Anzahl. In der eingesetzten
Zytokinmix-Methylzellulose wurde fir die Mef2c-Uberexprimierenden Knochenmarkzellen
eine erhdhte Anzahl an monozytaren Kolonien (CFU-M) auf durchschnittlich 175 Kolonien im
Vergleich zu durchschnittich 125 CFU-M Kolonien in den eGFP-exprimierenden
Kontrollkulturen nachgewiesen (Abb. 20). Die verstarkte Entwicklung der CFU-M in Mef2c-
uberexprimierenden Knochenmarkzellen erfolgte auf Kosten der granulozytaren Kolonien
(CFU-G) und granulozytar/monozytaren Kolonien (CFU-GM; Abb. 20). Es konnten keine
CFU-Mix Kolonien nachgewiesen werden. Die verminderte Entwicklung granulozytarer
Zellen konnte ebenfalls durch eine FACS Analyse suspendierter Zellen aus der Zytokinmix-
Methylzellulosekultur  bestatigt werden; wahrend 43% der eGFP-exprimierenden
Kontrollzellen positiv fir Gr-1-Oberflachenexpression getestet werden konnten, waren dies
nur 35% innerhalb Mef2c-Uberexprimierenden Zellen (Abb. 20).

Auch in den Methylzellulosekulturen der B6-Mef2c** Zellen mit Zusatz von G-CSF
oder M-CSF war die Verminderung der CFU-G nachweisbar, was besonders deutlich nach
Suspension der Zellen und Untersuchung auf den granulozytaren Oberflachenmarker Gr-1
und den monozytdren Oberflachenmarker CD11b mit Hilfe des FACS gezeigt werden
konnte: Wahrend 49% der eGFP Kontrollkulturen aus der Methylzellulose, die die
granulozytare Entwicklung unterstiitzt das Oberflachenantigen Gr-1 exprimierte, waren in
den Mef2c-Uberexprimierenden Zellen lediglich 7% der Zellen positiv fir Gr-1. Auch die
eGFP-Kontrollzellen aus der Methylzellulose, die die monozytdre Entwicklung férdert
exprimierten mit 10% mehr Gr-1 als die Mef2c-Uberexprimierenden Zellen aus den ebenfalls
zur monozytaren Entwicklung eingesetzten Methylzellulosekulturen (2%, Abb. 20).

Diese Versuche konnten in vier unabhangigen Ansatzen bestatigt werden und
lieferten somit einen deutlichen Hinweis darauf, dass die nach Mef2c-Expression und
Stimulation nachweisbare verstarkte Differenzierung friher Knochenmarkzellen in Richtung
Monozyten/Makrophagen auf Kosten einer Verminderung der Granulopoese von statten

geht.
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Abbildung 20: Colony-Forming-Assays mit eGFP- beziehungsweise Mef2c-iiberexprimierenden, Linien-
negativen C57BIl/6 Knochemarkzellen. Links, 7 Tage nach Ausplattieren der infizierten Knochenmarkzellen in
Zytokin-Mix Methylzellulose konnte eine verminderte Anzahl an monozytaren Kolonien in eGFP-Kontrollkulturen
nachgewiesen werden (Triplett-Ansatze). Rechts, FACS-Analyse suspendierter Knochenmarkzellen aus
Methylzellulose. Unabhangig von der eingesetzten Methylzellulose (supplementiert mit Zytokin-Mix, M-CSF oder
G-CSF) war die Anzahl Gr-1-exprimierender Zellen innerhalb der C57BI/6-Mef2c-liberexprmierenden
Knochenmarkzellen vermindert.

5.8 Uberexpression und Stimulation von Mef2c¢ in Zelllinien
Zur Untersuchung des mdglichen Mechanismus, der zu einer verstarkten
Monopoese  auf Kosten der Granulopoese in  Mef2c-(lber)exprimierenden

Knochenmarkzellen fiihren kénnte, wurde im Folgenden zunachst mit Zelllinien gearbeitet.

5.8.1 Expressionslevel von Pu.1, C/ebpa und c-jun nach (Uber)expression von

Mef2c in der M/E-Zelllinie

Die unter Punkt 5.1.1 beschriebene M/E-Zelllinie kann aufgrund ihres
morphologischen und immunohistochemischen Phanotyps als granulozytare/monozytare
Vorlauferzellen eingeordnet werden. Sie stellt somit eine geeignete Zelllinie zur
Untersuchung eines moglichen Differenzierungsmechanismus wahrend der myeloiden
Entwicklung dar.

Um einen moglichst physiologischen Differenzierungsstimulus zu erzielen, wurden
zunachst je 1 x 10° der M/E-Mef2¢**/CRE-Zellen beziehungsweise M/E-Mef2¢"/CRE-Zellen

intraperitoneal in NOD/scid Mause injiziert. Nach 120 Tagen wurden die Mause geopfert und
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die Untersuchung der Milzen ergab, dass ein grofRer Teil der injizierten Zellen in dieses
Organ eingewandert war (Nachweis durch M/E-assoziierte eGFP-Expressionslevel
suspendierter Milzzellen). Ein Teil der Milz wurde den Tieren zur spateren RNA-Isolation
entnommen.

Nach Aufarbeitung der mRNA aus den entnommenen Milzen wurden die
Expessionslevel der Transkriptionsfaktorgene Sfpi1 (codiert Pu. 1 und wird im Folgenden
aus Grinden der Ubersicht als solches bezeichnet), C/ebpa und c-jun durch eine quantitative
real-time PCR untersucht, da die Expressionslevel dieser Faktoren in der myeloiden
Differenzierung eine zentrale Rolle spielen. Zur Normalisierung der Expressionslevel diente
die Expressionsstarke des Haushaltsgens Hprt, das fir die Hypoxanthin Guanin
Phosphoribosyl Transferase codiert. Dieses Gen wird unabhangig von aufleren Stimuli in
den untersuchten Zelllinien gleichbleibend stark exprimiert. Die durchgeflihrte quantitative
real-time PCR ergab eine etwa 5-fach geringere c-jun-Transkriptmenge in M/E-Mef2¢"/CRE-
Milzen verglichen zu den M/E-Mef2¢**/CRE-Milzen (Abb. 21). Fiir Pu.7 und C/ebpa konnte
eine nur leicht verminderte Expression in M/E-Mef2¢”/CRE-Milzen nachgewiesen werden
(1,1-fach fur C/ebpa; 1,5-fach fir Pu.1; Abb.21).

Um zu testen, ob die Expression dieser Transkriptionsfaktoren nach Uberexpression
von Mef2c in M/E-Zellen veradndert wird, wurden kultivierte M/E-Mef2**-Zellen mit
gammaretroviralen Pseudotypen infiziert, die entweder fir Mef2c in Verbindung mit eGFP
oder fir eGFP alleine codierten. Aus diesen Zelllinien wurden nach etwa zweiwdchiger Kultur
in Expansionsmedium Proteine isoliert und diese in einer Westernblot-Analyse untersucht.
Wie in Abbildung 21 gezeigt, konnte eine signifikante Erhéhung des c-jun Proteins in
M/E-Mef2"*Mef2c-eGFP Zellen im Vergleich zu den M/E-Mef2**/eGFP Zellen nachgewiesen
werden. Weiterhin wurde eine geringe, nicht signifikante Verminderung des Pu.1 Proteins
und eine deutliche Verminderung von C/ebpa in M/E-Mef2**/Mef2c-eGFP Zellen beobachtet.
Als Kontrolle der in der SDS-PAGE aufgetragenen Proteinmenge diente Tubulin (Bestandteil
des Zytoskeletts), das vergleichbar zu Hprt immer in gleichen Mengen in der Zelle vorliegt.
Die verminderte Expression von Cl/ebpa konnte durch real-time PCR auf
Transkriptionsebene nicht verifiziert werden, was auf eine Regulation des Proteins auf
Translations- oder Proteinebene schlie3en lasst.

Mit diesen Experimenten konnte somit gezeigt werden, dass der bZIP
Transkriptionsfaktor c-jun in  Mef2c-(Uber)exprimierenden granulozytaren/monozytaren
M/E-Zellen verstarkt exprimiert wird. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die
Mef2c-Expression dieTranskript- und Protein-Level von Pu.1 nicht beeinflusst, wahrend dies
nur fur das Transkript-Level von C/ebpa ebenfalls der Fall ist. Auf Proteinebene wird in
Mef2c-Uberexprimierenden M/E-Zellen deutlich weniger C/ebpa detektiert als in den eGFP-

exprimierenden M/E-Kontrollzellen.
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Abbildung 21: Untersuchung der Transkript- und Proteinmenge der myeloiden Transkriptionsfaktoren

csjun, Pu1 und Cl/ebpa in der M/E-Zelllinie. Links, relative mMRNA-Expressionslevel der
Transkriptionsfaktoren, ermittelt durch real-time PCR. In M/E-Mef2c" /CRE-Milzzellen wird signifikant weniger
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c-jun exprimiert, verglichen zu M/E-Mef2c¢™ " /CRE-Milzzellen. Die Expression des C/ebpa- und Pu.1-
codierenden Gens ist nur geringfliigig vermindert. Normalisierung der Expressionslevel durch Messung der
Expressionsstéarke des Haushaltsgens Hprt. Mitte, die Westernblot-Analyse der Proteinlysate aus M/E-Mef2c-
Uberexprimierenden Zellen, die durch SDS-PAGE (8,5%) aufgetrennt wurden, zeigte eine deutlich starkere
Expression des c-jun Proteins (43 kDa) verglichen zu M/E-eGFP-Kontrollzellen. Die Expression von Pu.1 (40
kDa) ist nicht durch Mef2c beeinflusst, die Menge des C/ebpa-Proteins (42 kDa) ist in M/E-Mef2c-
Uberexprimierenden Zellen deutlich vermindert. Als Ladekontrolle der Proteinmenge wurde ein Anktikorper
gegen das Zytoskelettprotein Tubulin (60 kDa) eingesetzt. Rechts, keine Verminderung der C/ebpa-
Transkriptmenge in M/E-Mef2c-iberexprimierenden Zellen legte eine Regulation auf Proteinebene nah.

5.8.2 Der basische ZIP-Transkriptionsfaktor c-jun ist ein wichtiges Zielgen des

Transkriptionsfaktors Mef2c

Um die Beobachtung der erhdhten c-jun Expression in Mef2c-exprimierenden Zellen
in einer weiteren myeloiden Zelllinie zu verifizieren, wurden FDCP-1 Zellen genutzt. Diese
wurden zunachst durch Infektion mit Mef2c-eGFP codierenden Gammaretroviren zur Mef2c
Uberexpression manipuliert. Als Kontrolle dienten entsprechend mit eGFP-codierenden
Gammaretroviren transduzierte FDCP-1-Zellen. Im Anschluf3 an die Infektion erfolgte eine
in vitro Stimulation der Zellen mit dem in der Zellwand von gram-negativen Bakterien
vorkommenden Molekll Lipopolysaccharid (LPS). Dies sollte in der Folge die p38
MAP-Kinase Signalkaskade aktivieren, wovon Mef2c ein Zielprotein darstellt. Weiterhin wird
postuliert, dass Mef2c in phosphorylierter Form die Transkription von c-jun aktivieren kann.
Um dies zu testen, wurden die FDCP-1/Mef2c-eGFP beziehungsweise FDCP-1/eGFP Zellen
eine Stunde nach Zugabe von 10 ng/ml LPS zur mRNA- und Proteinisolation geerntet. Die
Untersuchung der c-jun Transkriptmenge durch quantitative real-time PCR zeigte eine
deutliche, etwa 2,4-fache Hochregulation der c-jun-mRNA in LPS-stimulierten Mef2c-
transduzierten FDCP-1 Zellen verglichen zu einer nur um das 1,5-fache hochregulierten

Expression von c-jun in den mit dem eGFP-Vektor infizierten und ebenfalls LPS-stimulierten



Ergebnisse 89

FDCP-1 Kontrollzellen (Abb. 22). Zur Normalisierung der Expressionslevel wurde zusatzlich
das Expressionslevel des Haushaltsgens Hprt bestimmt.

Die Untersuchung der Proteinlysate dieser Zellen durch eine Westernblot-Analyse
zeigte ebenfalls eine signifikante Erhdhung der c-jun Proteinmenge in FDCP-1/Mef2c Zellen
nach Inkubation fiir eine Stunde in 10 ng/ml LPS verglichen mit einer nur gering gesteigerten
c-jun Proteinexpression in den gleichermallen behandelten FDCP-1/eGFP Kontrollzellen
(Abb. 22). Wie bereits flir die Westernblot-Analysen der M/E-Zellen unter Punkt 5.8.1
beschrieben, wurde als Kontrolle der in der SDS-PAGE aufgetragenen Proteinmenge ein
Antikérper gegen Tubulin eingesetzt.

Zusammengefasst bestatigten die real-time PCR und Westernblot Ergebnisse, dass

die Uberexpression von Mef2c in myeloiden Zelllinien zur Hochregulation von c-jun fiihrt.

20

B GFP
1.6 7 B Mef2c

c-jun

Tubulin

mef2c

relative c-jun mREMA Expression

ohne LPS 1 Stunde LPS

Abbildung 22: Mef2c-assoziierte Hochregulation von c-jun nach LPS-Stimulation der myeloiden FDCP-1
Zelllinie. FDCP-1/Mef2c-eGFP- und /eGFP-Zellen wurden fiir eine Stunde in 10 ng/ml LPS inkubiert. Links, die
Untersuchung der c-jun-mRNA-Menge durch real-time PCR vor und nach LPS-Stimulation zeigte eine signifikant
starkere c-jun-Hochregulation in Mef2c-Uberexprimierenden FDCP-1-Zellen. Zur Normalisierung wurde die
Expressionsstarke von Hprt gemessen. Rechts, die Auftrennung der Proteinlysate durch SDS-PAGE (8,5%) und
anschlieRende Untersuchung durch Westernblot-Analyse bestatigte die Hochregulation von c-jun auch auf
Proteinebene. Als Ladekontrolle wurde die Membran mit einem Antikdrper gegen das Zytoskelettprotein Tubulin
inkubiert. Mit Hilfe eines Antikdrpers gegen Mef2c (44 kDa) wurde die Uberexpression des Proteins im Vergleich
zu FDCP1/eGFP-Kontrollzellen bestatigt.

5.9 Uberexpression von c-jun in Knochenmarkstammzellen

Da die bisher gezeigten Ergebnisse einen deutlichen Hinweis darauf liefern, dass
Mef2c das Expressionslevel von c-jun zumindest in myeloiden Zelllinien beeinflusst, wurde
im Folgenden untersucht, wie sich die Uberexpression von c-jun in friihen

Knochenmarkzellen aufert.



Ergebnisse 90

5.9.1 Die Uberexpression von c-jun in frilhen Knochenmarkzellen inhibiert die

Granulopoese

Zur Uberexpression von c-jun wurden Linien-negative Knochenmarkzellen aus
C57BIl/6-Mausen mit c-jun-Venus (GFP-Variante mit leicht veranderter Fluoreszenz
Emmission; %Shaner et al., 2005) codierenden gammaretroviralen Pseudotypen infiziert. Als
Kontrolle dienten Zellen, die mit Viren infiziert wurden, von denen lediglich das Reportergen
Venus exprimiert wurde. Nach der Infektion des Knochenmarks wurden die Venus-positiven
Zellen sortiert und je 2,2 x 10* dieser Zellen in Zytokinmix-Methylzellulose beziehungsweise
Methylzellulose, die die monozytare Entwicklung unterstutzt ausplattiert.

Nach sieben Tagen wurde zunachst die Anzahl der Kolonien ausgezahlt, wobei die
Kolonietypen nicht unterschieden wurden. Wahrend in den Venus-Kontroll-Kochenmark-
Kulturen aus der Zytokinmix-Methylzellulose sehr viele Kolonien entstanden waren (uUber
500), wurden in der entsprechenden Methylzellulose mit den c-jun-Venus infizierten
Knochenmarkzellen durchschnittlich 20 Kolonien gezahlt. In der M-CSF supplementierten
Methylzellulose konnten durchschnittlich 454 Kolonien in den Venus-Kontroll-Kulturen
gezahlt werden, wahrend im Schnitt lediglich 47 Kolonien in den c-jun-Venus-Kulturen
nachweisbar waren. In einem identischen zweiten, unabhangigen Experiment war die Anzahl
der entstandenen Kolonien vergleichbar.

Die den Methylzellulosekulturen entnommenen und suspendierten Zellen wurden im
Anschluss jeweils flir eine FACS-Analyse mit den fluoreszenzgekoppelten Antikérpern gegen
die myeloid exprimierten Oberflachenproteine Gr-1 (granulozytar exprimiert) und CD11b
(monozytar/makrophagial exprimiert) gefarbt. Ein weiterer Teil der Knochenmarkzellen wurde
zur morphologischen Untersuchung auf Objekttrager zentrifugiert. Wie in Abbildung 23
dargestellt, konnte mit Hilfe der FACS-Analyse in den Venus-Kontrollkulturen eine Zell-
Population detektiert werden, die eine starke Expression von Gr-1 aufweist, aber eine sehr
verminderte bis hin zu keiner Expression von CD11b (76%, Abb. 23 links). Im Gegensatz
dazu exprimierten die zur c-jun Uberexpression manipulierten Knochenmarkzellen fast
ausschliellich CD11b, wahrend nur noch 3% der Zellen ebenfalls wie fur die Venus-
Kontrollzellen beschrieben Gr-1 stark und CD11b niedrig beziehungsweise nicht exprimierten
(Abb. 23, rechts). Die Entwicklung der Zellen war in beiden Arten der eingesetzten
Methylzellulose vergleichbar, dargestellt sind Zellen aus Zytokinmix-Methylzellulose, da
aufgrund der starken Ausdifferenzierung der c-jun-Venus infizierten Knochenmarkzellen in
der Methylzellulose, die die monozytare Entwicklung fordert, zu wenig Zellen fur die FACS-
Analyse vorhanden waren. Die mikroskopische Analyse der Cytospins zeigte die exklusive
Entwicklung der c-jun-exprimierenden Zellen in Makrophagen, wahrend in den

Kontrollkulturen reife Granulozyten, Monozyten und Makrophagen detektiert werden konnten
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(Abb. 23).

Dieses Ergebnis entsprach den in vitro Beobachtungen nach der (Uber)expression
von Mef2c in B6-Knochenmarkzellen (siehe Abschnitte 5.7.1 und 5.7.2) und war somit ein
weiterer Hinweis darauf, dass die verstarkte Monopoese auf Kosten der Granulopoese
dieser Zellen durch die Hochregulation der c-jun Expression aufgrund erhdhter Mef2c

Aktivitat ausgeldst ist.
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Abbildung 23: Colony-Forming-Assays mit Venus- beziehungsweise c-jun-iiberexprimierenden, Linien-
negativen C57BIl/6-Knochenmarkzellen. Oben, gezeigt ist ein FACS-analytisches Beispiel suspendierter,
manipulierter Knochenmarkzellen 7 Tage nach Ausplattieren in Zytokin-Mix-Methylzellulose. In der Venus-
Kontrollkultur konnte im Gegensatz zu den c-jun-uberexprimierenden Knochenmarkzell-Kulturen eine hohe
Anzahl an Zellen detektiert werden, die das granulozytare Oberflachenprotein Gr-1 exprimierten. Unten, die
Cytospins bestatigten die Ausreifung von Granulozyten, Monozyten und wenigen Makrophagen in den Venus-
Kontrollkulturen, wahrend in den c-jun-Uberexprimierenden Methylzellulosekulturen ausschliellich Makrophagen
detektiert werden konnten (Pappenheim-Farbung, VergrofRerung 40x).

5.10 Uberexpression von Mef2c in Verbindung mit einer c-jun shRNA in

Knochenmarkstammazellen

Ist die verminderte, Mef2c-assoziierte, granulozytére Differenzierung friher
Knochenmarkzellen tatsachlich durch die Aktivierung und Hochregulation von c-jun
ausgeldst, so sollte eine Herunterregulation von c-jun in Mef2c-Uberexprimierenden Zellen
zur Reversion dieses Phanotyps flihren. Um dies zu testen erfolgte eine parallele
Uberexpression von Mef2c und Herunterregulation von c-jun in friihen Knochenmarkzellen.
Wie in Abbildung 24 gezeigt wurden verschiedene lentivirale Konstrukte eingesetzt; alle

aufgefiihrten Konstrukte codieren fir das Reportergen eGFP zur Identifikation transduzierter
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Zellen. Das Konstrukt R1297 codiert zusatzlich fir Mef2c, das Konstrukt R1307 fir eine
shRNA, die gezielt gegen das c-jun Transkript gerichtet ist und das Konstrukt R1308 codiert
fur die Kombination aus Mef2c und c-jun-shRNA.

Die Funktionalitat der shRNA wurde zunachst durch Infektion der Konstrukte R1238
(eGFP) beziehungsweise R1307 in FDCP-1/Mef2c Zellen getestet. Die manipulierten Zellen
wurden fur eine Stunde in LPS-haltigem Medium inkubiert und im Anschluss fir die
Proteinisolation  geerntet. Die  Westernblot-Analyse  bestétigte die erfolgreiche
Herunterregulation des c-jun Transkriptionsfaktors auf etwa 30% des ,normalen®
Expressionslevels in FDCP-1/Mef2c Zellen, die mit der shRNA gegen c-jun infiziert waren
(Abb. 24).
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Abbildung 24: Schematische Darstellung lentiviraler LeGO-iG Konstrukte zur eGFP- und Mef2c/eGFP-
Expression, mit und ohne c-jun-shRNA, sowie die Funktionalitat der cjun-shRNA in FDCP-1-Zellen. Oben,
R1238: eGFP Kontrollvektor, R1307: Vektor zur Expression von eGFP und c-jun-shRNA, R1297: Vektor zur
Uberexpression von Mef2c in Verbindung mit eGFP, R1308: Vektor zur gleichzeitigen Uberexpression von
Mef2c/eGFP und Herunterregulation von c-jun durch Expression der entsprechenden shRNA. Die Mef2c und
eGFP Expression wird durch einen Enhancer/Promotor aus dem gammaretroviralen spleen focus-forming virus
(SFFV) reguliert, die shRNA-Expression wird durch den murinen H1-Promotor reguliert. Unten, Westernblot-
Analyse von Proteinlysaten aus FDCP-1/Mef2c-exprimierenden Zellen, die mit R1238 (Kontrolle)
beziehungsweise R1307 (c-jun-shRNA) infiziert und eine Stunde in 10 ng/ml LPS inkubiert waren, bestatigten
die Funktionalitat der c-jun-shRNA. Als Ladekontrolle diente ein Antikdrper gegen das Zytoskelettprotein Tubulin.

5.10.1 Der Mef2c-assoziierte granulozytire Differenzierungsblock wird durch die
Herunterregulation von c-jun teilweise aufgehoben

Im Anschluss wurden Linien-negative Knochenmarkzellen mit den oben
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beschriebenen Konstrukten transduziert, auf eGFP-Expression sortiert und in zwei
unabhangigen Experimenten 1 x 10* beziehungsweise 2 x 10* Zellen in Methylzellulose (mit
Zytokinmix oder M-CSF zur monozytaren Differenzierung) ausplattiert. Die Zellen der
Kolonien, die sich nach sieben Tagen entwickelt hatten wurden zur Charakterisierung der
entstandenen Zellformen mit Hilfe einer FACS-Analyse suspendiert und mit den
fluoreszenzgekoppelten Antikérpern gegen die myeloiden Oberflachenmarker Gr-1 und
CD11b gefarbt. Ein weiterer Teil der Zellen wurde auf Objekttrager zur morphologischen
Untersuchung zentrifugiert.

Die dargestellte FACS-Analyse zeigt Zellen aus Methylzellulosekulturen, denen
M-CSF zugesetzt war. Die detektierten Zellpopulationen kdnnen aufgrund der Expression
der Oberflachenproteine Gr-1 und CD11b in zwei distinkte Populationen eingeteilt werden.
Uberwiegend Gr-1 positive, CD11b niedrig/inegative Zellen entsprechen einem
granulozytaren Phanotyp (P3, Abb. 25 a), wahrend Uberwiegend Gr-1 niedrig/negative aber
CD11b positive Zellen einem eher monozytaren/makrophagialen Phanotyp (P2, Abb. 25 a)
entsprechen. Wahrend sich in den Methylzellulosekulturen der Knochenmarkzellen, die
entweder mit dem Reportergen allein, oder mit der c-jun-shRNA infiziert waren, Zellen beider
Linien mehr oder weniger im Verhaltnis 1:1 entwickelten (Abb. 25 a), wurden in den
Methylzellulosekulturen der Mef2c-Uberexprimierenden Knochenmarkzellen 6,7 mal mehr
Monozyten/Makrophagen als granulozytare Formen ausgebildet (Abb. 25 a). Dies konnte
ebenfalls durch die mikroskopische Untersuchung der Cytospins bestatigt werden, bei der
fast exklusiv Makrophagen detektiert wurden (Abb. 25 a, schwarze Pfeile).
Knochenmarkzellen, in denen sowohl Mef2c Uberexprimiert wurde, als auch c-jun aufgrund
der shRNA herunterreguliert war, wiesen ebenfalls eine 4,5-fach erhdéhte Zahl an
Makrophagen auf (Abb. 25 a). Allerdings konnte in diesen Kulturen auch eine wieder
steigende Anzahl an Gr-1 positiven Zellen nachgewiesen werden (Abb. 25 a). Die
Entwicklung reifer Granulozyten konnte hier ebenfalls durch die mikroskopische
Begutachtung der Cytospins bestétigt werden (Abb. 25 a, rote Pfeile in Cytospin). Auch die
Quantifizierung der Daten aus den FACS-Analysen beider Methylzelluloseansatze
(Zytokinmix-Methylzellulose beziehungsweise Methylzellulose mit M-CSF) zeigte die wieder
verstarkte granulozytare Entwicklung (Erhéhung der Gr-1 Expression) der Mef2c-
uberexprimierenden Knochenmarkzellen mit shRNA gegen c-jun (Abb. 25 b,
Balkendiagramm).

Mit Hilfe dieser c-jun-shRNA assoziierten Experimente konnte somit abschlief3end
in vitro gezeigt werden, dass die Hochregulation des bZIP Transkriptionsfaktors c-jun
aufgrund erhdhter Mef2c Aktivitat tatsachlich zur Verstarkung der

monozytaren/makrophagialen Entwicklung auf Kosten von Granulozyten beitragt.
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Abbildung 25: Colony-Forming-Assays Linien-
negativer C57Bl/6-Knochenmarkzellen nach Infektion mit
lentiviralen LeGO-iG Kontrukten zur Expression von
eGFP- beziehungsweise Mef2c, mit und ohne
c-jun-shRNA. (a) FACS-analytische Beispiele und Cytospins
je eines Ansatzes von Methylzellulose-Kulturen aus M-CSF- 60
supplementierter Methylzellulose. Sowohl die suspendierten
Zellen aus der eGFP-Kontrollkultur, als auch aus der Kultur
mit c-jun-shRNA zeigten in der FACS-Analyse und im
Cytospin eine Entwicklung von Granulozyten (P3) und
Monozyten (P2) etwa im Verhéltnis 1:1. Im Fall der Mef2c-
Uberexprimierenden Zellen wurde durch beide
Untersuchungsmethoden eine signifikant erhthte Anzahl an
monozytaren Zellformen detektiert. Im Cytospin konnten
diese als Makrophagen identifiziert werden (schwarze Pfeile).
Im Fall der zur gleichzeitigen Mef2c-Uberexpression und
Herunterregulation von c-jun manipulierten Zellen aus
Methylzellulose konnte eine wieder etwas erhdhte Anzahl
granulozytéarer  Zellen  (rote  Pfeile) durch  beide
Untersuchungsmethoden nachgewiesen werden.
(Pappenheim-Farbung,  VergroBerung 40x) (b) Die
Quantifizierung der prozentualen, durch FACS-Analyse
gemessenen Gr-1-Expression zeigte, dass im Fall der
gleichzeitigen Mef2c-Uberexpression und Herunterregulation
von c-jun der Anteil an Gr-1 positiven Zellen signifikant
starker anstieg verglichen mit Zellen, die nur die c-jun-shRNA
exprimierten.
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5.11 Zusammenfassung der erzielten Ergebnisse

Zusammenfassend lasst sich anhand der hier aufgefiihrten Ergebnisse
zeigen, dass der MADS-box Transkriptionsfaktor Mef2c in MLL/ENL-transformierten,
leukamischen Stammzellen zu einer Verdnderung des Phanotyps beitragt. In den
durchgefihrten  Versuchen korrelierte die Mef2c-Expression mit  erhohter

Migrationskapazitat in vitro und in vivo und verstarkter Befahigung zum Homing in vivo.
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Dieser Phanotyp war assoziiert mit einer vergrol3erten Cxcrd-exprimierenden
Subpopulation innerhalb M/E-Mef2c-exprimierender Zellen. Weiterhin konnte eine
verstarkte Expression von Chemokin- (Ccl2, Ccl3, Ccl4, Ccl6) und Chemokinrezeptor-
Genen (Ccr2, Ccr5), sowie Matrixmetalloprotease-Genen (Mmp8, Mmp12, Mmp25)
identifiziert werden.

Zustatzlich spielt Mef2c eine zentrale Rolle in der physiologischen
Differenzierung granulozytarer/monozytarer Vorlauferzellen in
Monozyten/Makrophagen auf Kosten der Granulopoese. Diese
Differenzierungseigenschaft ging mit der Hochregulation des bzIP
Transkriptionsfaktors c-jun einher und stand im Zusammenhang mit aul3eren Stimuli,
die die myeloide Entwicklung beeinflussen (zum Beispiel Monozyten/Makrophagen-

Kolonie-stimulierder Faktor (M-CSF) oder Lipopolysaccharid (LPS)).
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6. Diskussion

In dieser Arbeit sollte die Rolle des MADS-box Transkriptionsfaktors Mef2c flr die
Hamatopoese und Leukdmogenese naher charakterisiert werden, nachdem erste Hinweise
auf eine wichtige Rolle bei diesen Prozessen hindeuteten.

Die Funktion der Mef2-Proteinfamilie war zu Beginn dieser Arbeit sehr gut in Bezug
auf Entwicklungsprozesse im Muskelgewebe von Vertebraten und Drosophila melanogaster,
sowie wahrend der neuronalen Entwicklung charakterisiert (zusammengefasst in ®*Black und
Olson, 1998; ¥Mao et al., 1999; #Mao und Wiedmann, 1999). Die Grundlage fiir die in dieser
Arbeit durchgeflhrten Untersuchungen in Bezug auf eine modgliche Funktion des
Transkriptionsfaktors Mef2c in der Hamatopoese/Leukdmogenese basierte auf dem
Nachweis der Hochregulation von MEF2C in AML-Patientenproben. Eine entsprechende
gesamtgenomische Expressionsanalyse wurde uns freundlicherweise von P. Valk und
R. Delwel zur Verfligung gestellt (**Valk et al., 2004). Die erhéhte MEF2C Expression war in
drei distinkten Patientengruppen mit ahnlichem Genexpressionsprofii und nach
FAB-Klassifizierung myeloidem/monozytdrem AML-Phanotyp nachweisbar. Weiterhin konnte
eine positive Korrelation zwischen der MEF2C Hochregulation und Translokationen des
MLL-Gens in zwei dieser Gruppen identifiziert werden. Zusatzlich wurde Mef2c in unserem
Labor als common integration site in AML identifiziert, die durch Infektion von C57BI/6-Icsbp™
Mausen mit dem Moloney murinen Leukamievirus induziert wurden. Die Uberexpression von
Mef2c in diesem Mausstamm fihrte zur Entwicklung einer aggressiven AML nach einer
mittleren Latenzzeit von nur 79 Tagen (M. Schwieger und C. Stocking, nicht publiziert).

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse in Bezug auf die Mef2c-Expression in
(1) durch das Fusionsprotein MLL/ENL transformierten leukdmischen Knochenmarkzellen,
sowie in (2) nicht-transformierten gesunden Knochenmarkzellen sollen im Folgenden
vergleichend mit Hypothesen und bereits etablierten Modellen zur Hamatopoese und

Leukdmogenese, speziell der MLL-assoziierten Leukamien, diskutiert werden.

6.1 Mef2c ist fir den MLL/ENL-assoziierten Transformationsprozess nicht

erforderlich

Mit Hilfe des MLL/ENL Fusionsproteins, welches das Produkt der MLL-Translokation
zwischen Chromosom 11 (MLL-Lokus) und Chromosom 19 (ENL-Lokus) darstellt, ist es
modglich, hamatopoetische Stammzellen, sowie myeloide Vorlauferzellen in vitro vollstandig
zu immortalisieren (*’Lavau et al., 1997; >*Zeisig et al., 2003; **Cozzio et al., 2003). Diese
M/E-transformierten Zellen weisen meist einen myeloiden Phanotyp auf, unabhangig davon
welche Zellpopulation fur die Immortalisierung mit MLL/ENL verwendet wurde. Wichtige

Modulatoren fir diesen Transformationsprozess sind Hox-Gene (**Ayton und Cleary, 2003;
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*Cozzio et al., 2003), deren Expressionsprofil durch MLL und dessen Fusionsproteine
induziert und erhalten wird (“*Milne et al., 2002; *Yu et al., 1995).

In einer ersten Versuchsreihe zur moglichen Rolle von Mef2c wahrend des
Transformationsprozesses von  Linien-negativen =~ Knochenmarkzellen durch das
Fusionsprotein MLL/ENL sollte herausgefunden werden, ob Mef2c (1) fur die Transformation
per se und/oder (2) fur die Erhaltung des immortalisierten Phanotyps wichtig ist. In beiden
Ansatzen zeigte sich, dass mit Hilfe von MLL/ENL eine immortalisierte Knochenmarkzelllinie
unabhangig von der Expression von Mef2c etabliert und erhalten werden kann. Die
resultierenden Zelllinien exprimierten die myeloiden Oberflachenantigene Gr-1 und CD11b
und wiesen einen Phanotyp auf, der myeloiden Vorlauferzellen entsprach. Dies unterschied
sich von dem in *Cozzio et al. (2003) beschriebenen Phanotyp der durch MLL/ENL
transformierten Knochenmarkzellen geringflgig: die in deren Studie etablierten Zelllinien
exprimierten das granulozytdre Oberflachenprotein Gr-1 nur noch schwach und zeigten
einen bereits etwas starker monozytar differenzierten Phanotyp. Dabei spielte es keine Rolle,
welche Zellfraktion fur die Transformation durch MLL/ENL eingesetzt wurde
(hamatopoetische Stammzellen (HSZ), gesamte myeloide Vorlauferzellen (common myeloid
progenitors CMP) oder granulozyare/monozytare Vorlauferzellen (granulocyte/monocyte
progenitors GMP)). Die Differenzierung der Knochenmarkzellen aus unseren
Transformationsversuchen scheint also zu einem etwas friiheren Zeitpunkt der Entwicklung
blockiert zu sein.

Die hier erzielten Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass Mef2c kein direktes
Zielgen von MLL/ENL im Zusammenhang mit dessen Potenzial zur leukdmischen
Transformation von Knochenmarkzellen darstellt, was allerdings fir ein anderes MLL-
Fusionsprotein — MLL/AF9 — postuliert wird (*’Krivtsov et al., 2006). Als mogliche Ursache
fur diesen Unterschied kénnte natirlich eine unterschiedliche biologische Funktion der in
unseren Experimenten und deren Experimenten verwendeten MLL-Fusionsproteine
(MLL/ENL vs. MLL/AF9) angenommen werden. Dies wurde bereits friiher von **Kumar et al.
(2004) in Betracht gezogen, da in deren Studien HoxA9 nicht als direktes Zielgen von
MLL/AF9 identifiziert wurde, wéahrend *Ayton und Cleary (2003) dies fir MLL/ENL
transformierte  Knochenmarkzellen postulierten. Hier erscheint jedoch der sehr
unterschiedliche experimentelle Aufbau der Versuche als mogliche Ursache nahe liegender
zu sein. Wahrend Kumar et al. die MLL/AF9 Expression durch eine knock-in Strategie in
Knochenmarkzellen erreichten, wurden von Ayton und Cleary die Knochenmarkzellen durch
retrovirale Infektion mit MLL/ENL-codierenden Pseudotypen immortalisiert. Letzteres fuhrt zu
einer starkeren Expression des Fusionsproteins, da das entsprechende codierende Gen
unter Kontrolle eines viralen anstelle eines endogenen Promotors wie nach knock-in, steht.

Ein direkter Vergleich dieser Ergebnisse erscheint deshalb schwierig. Trotzdem ist es
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unwahrscheinlich, dass unterschiedliche MLL-Fusionsproteine unterschiedliche Zielgene
aktivieren. Dies wird aufgrund der Tatsache deutlich, dass sowohl die Wildtyp-Form von
MLL, als auch dessen Fusionsproteine in einem grof3en Proteinkomplex vorliegen. Die
Interaktionspartner in diesen Komplexen Ubernehmen Uberwiegend enzymatisch identische
Funktionen, unabhangig von der Form, in der MLL vorliegt. Die Fusionspartner von MLL
scheinen daher eher zur aberranten Expression der Zielgene beizutragen, anstatt einen
Einfluss auf deren Identitit zu nehmen (*'Yokoyama et al., 2005, sowie personliche
Kommunikation mit R. Slany).

Da der experimentelle Aufbau der hier durchgefuhrten Untersuchungen indentisch
mit denen von *’Krivtsov et al. (2006) ist — retrovirale Infektion der Knochenmarkzellen mit
MLL-Fusionsproteinen — muissen die durchgeflhrten Experimente genauer betrachtet
werden. Die Hypothese, dass Mef2c ein direktes Zielgen von MLL/AF9 im
Transformationsprozess darstellt, wurde beruhend auf dem Befund aufgestellt, dass die
Expression von Mef2c sehr schnell nach Transformation von GMPs mit MLL/AF9
hochreguliert wird. Zur experimentellen Bestatigung wurden leukamische GMPs mit einer
shRNA zur Herunterregulation der Mef2c Expression infiziert. In Methylzellulose-Assays
konnte dadurch zwar eine Verminderung der Kolonie-Anzahl und -Grélke nachgewiesen
werden, allerdings wurden keine Replattierungs-Versuche vorgenommen, die tatsachlich
bestatigen kdnnten, dass nach Herunterregulation von Mef2c¢ keine neuen Kolonien mehr
gebildet werden und somit keine leukdmische Transformation der GMPs stattgefunden hat.
Durch solche Replattierungen wurden die fir diese Arbeit verwendeten MLL/ENL-Zelllinien,
unabhangig vom Genotyp, etabliert. In weiteren Experimenten von Krivtsov et al. sollte
gezeigt werden, dass Mef2c wichtig fur die Erhaltung des leukamischen Phanotyps der
MLL/AF9 transformierten Knochenmarkzellen ist. Dazu wurden die Mef2c-shRNA infizierten
leukamischen GMPs der Methylzellulose entnommen und in sublethal bestrahlte Mause
transplantiert. Innerhalb von 120 Tagen wurden lediglich 20% der Empféangertiere krank, die
mit leukamischen, Mef2c-shRNA exprimierenden GMPs transplantiert waren, im Gegensatz
zu 56% der Empfangertiere, die mit leukdmischen GMPs ohne Mef2c-shRNA-Expression
transplantiert waren. Der weitere Verlauf dieses Transplantationsexperimentes ist allerdings
nicht gezeigt, so dass nicht ausgeschlossen ist, dass letztendlich alle transplantierten Tiere
an einer Leukdmie erkrankt und verstorben sind und lediglich die Latenzzeit bis zum
Ausbruch der Leukdmie durch die Herunterregulation der Expression von Mef2c verlangert
wurde. Dies wirde wiederum mit unseren Beobachtungen Ubereinstimmen, wie spater noch
beschrieben wird. Neuere Untersuchungen der gleichen Gruppe mit humanen
MLL-assoziierten leukdmischen Zelllinien und Proben aus AML-Patienten zeigen, dass die
MEF2C-Expression mit der Expression von HOXA9 korreliert (**Faber et al., 2009). Dies

deutet darauf hin, dass MEF2C kein direktes Zielgen von MLL und dessen Fusionsproteinen,
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sondern von HOXA9 im MLL-assoziierten Transformationsprozess ist.

6.2 Mef2c erhoht die Migrationskapazitat von MLL/ENL transformierten Zellen und
fuhrt zu einer VergroBerung der Cxcr4-exprimierenden Subpopulation
innerhalb des MLL/ENL-Zellpools
Besonders die Arbeit von **Cozzio et al. (2003) unterstiitzt die Hypothese, dass die

Transformation von hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen durch MLL/ENL zur

Bildung von sogenannten leukdmischen Stammzellen (LSZ) fuhrt. Die Hypothese zur

Existenz von leukdmischen Stammzellen besagt, dass eine geringe Anzahl an malignen

Zellen innerhalb eines groflen leukamischen Zellpools in der Lage ist, die Leukdmien zu

induzieren und zu erhalten. Diese Eigenschaft ist vergleichbar mit gesunden

hamatopoetischen Stammzellen: ein kleiner Pool an Stammzellen kann sich zum einen
immer wieder selbst erneuern und zum anderen das gesamte hamatopoetische System
regenerieren. Zur Induktion von leukdmischen Stammzellen aus bereits determinierten und
differenzierten Blutzellen sind Mutationen notwendig, wodurch die Kapazitat zur

Selbsterneuerung dieser Zellen zurlickerhalten wird und die Kapazitat zur Proliferation

beziehungsweise (reifungsgestorten) Differenzierung und Ausbreitung der Zellen erhalten

bleibt (zusammengefasst in °Passegue et al., 2003).

In weiteren Untersuchungen wurde in der vorliegenden Arbeit zunachst getestet, ob
Mef2c wichtig fiir die Ubertragung von Stammzelleigenschaften auf die durch die MLL/ENL-
Transformation erhaltenen leukdmischen Zellen sein kénnte. In mehreren in vitro Versuchen
konnte eine erhdhte Migrationsfahigkeit der M/E-Mef2c-exprimierenden verglichen mit
M/E-Mef2c-defizienten, aber auch der M/E-Mef2c-lberexprimierenden verglichen mit M/E-
Mef2c-wildtyp-exprimierenden Zellen nachgewiesen werden. Erste Hinweise dazu lieferten
die Cobblestone-Assays, bei denen M/E-Mef2c-lUberexprimierende, beziehungsweise
-wildtyp Zellen auf einer Einzelzellschicht von MS-5-Stromazellen ausplattiert wurden. Die
Mef2c-Uberexprimierenden Zellen zeigten eine erhdhte und beschleunigte Kapazitat an die
MS-5 Zellen zu binden und diese zu unterwandern, was zur Bildung von Cobblestone-
Einheiten unterhalb der MS-5-Zellschicht fuhrte.

Im Folgenden wurden FACS-analytische Untersuchungen zur Expression der
Oberflachenrezeptoren CD44 und Cxcr4 auf M/E-Mef2c-exprimierenden verglichen mit
Mef2c-defizienten M/E-Zellen vorgenommen. Beide Rezeptoren sind fur frihe
Knochenmarkzellen von grofer Bedeutung, da sie die Bindung und Rickhaltung der HSZ in
ihrer Nische bewerkstelligen, aber auch die gerichtete Migration von mobilisierten HSZ in der
Peripherie steuern (zusammengefasst in ®Kucia et al., 2005). Die Analysen ergaben, dass
das transmembrane Glycoprotein CD44 unabhangig vom Genotyp stark auf beiden M/E-

Zelllinien exprimiert wird. Dies steht in Einklang mit Expressionsanalysen von
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Patientenproben, die eine MLL-Translokation aufweisen, in denen haufig eine
Hochregulation von CD44 nachgewiesen wurde (**Armstrong et al., 2002). Die Beobachtung
der erhohten Migrationskapazitat von M/E-Mef2c-lberexprimierenden Zellen kann dadurch
allerdings nicht erklart werden. Fir den G-Protein gekoppelten Rezeptor Cxcr4 wurde
dagegen in allen Analysen eine zwar immer kleine, aber reproduzierbar konstante Cxcr4-
exprimierende Subpopulation innerhalb der M/E-Mef2c-exprimierenden Zellen, nicht aber der
M/E-Mef2c-defizienten Zellen, gefunden. Dieses Protein, das Uber sieben transmembrane
Domanen in der Zellmembran verankert ist, stellt den einzigen Rezeptor fur das Chemokin
SDF1a dar (Zusammenfassung in ®Kucia et al., 2005) und es ist bekannt, dass SDF1a von
MS-5-Stromazellen exprimiert und ins Medium sezerniert wird (**Bleul et al., 1996). Beide
Tatsachen legten die Vermutung nahe, dass die erhdhte Migrationskapazitat von M/E-Mef2c-
Uberexprimiernden Zellen auf MS-5-Stromazellen durch die Interaktion zwischen Cxcr4 und
SDF1a begrindet ist. Durch quantitative in vitro Migrationsversuche in Transmigrations-
Zellkultur-Platten konnte die erhohte Migrationsfahigkeit der M/E-Mef2c-exprimierenden
verglichen mit Mef2c-defizienten Zellen bestatigt werden. In diesen Versuchen erfolgte die
Migration gerichtet einem SDF1a-Gradienten. Hier ist von Bedeutung, dass dies sowohl mit
M/E-Mef2c-wildtyp Zellen verglichen zu M/E-Mef2c-defizienten Zellen, als auch mit vom
Genotyp her Mef2c defizienten M/E-Zellen, in denen die Expression des
Transkriptionsfaktors durch Infektion mit gammaretroviralen Pseudotypen wiederhergestellt
wurde, gesehen werden konnte. Dies zeigt, dass es sich um einen Mef2c-vermittelten Effekt
handelte.

Da Mef2c recht stark in HSZ exprimiert wird (®*Schiler und Schwieger et al., 2008)
und die Expression von Cxcr4 fir HSZ von besonderer Bedeutung ist, lieferte diese
Beobachtung einen ersten Hinweis auf eine mdglicherweise von Mef2c auf
M/E-transformierte Knochenmarkzellen Ubertragene Stammzelleigenschaft und soll im
Folgenden in diesem Kontext diskutiert werden. Die zwar immer kleine, aber konstant
nachweisbare Cxcr4-positive Subpopulation innerhalb der M/E-Mef2c-exprimierenden Zellen
kénnte einen kleinen leukdmischen Stammzellpool innerhalb des grof’en leukdmischen
Zellpools darstellen. **Cozzio et al. zeigten durch Verdiinnungsreihen in ihren Experimenten
mit MLL/ENL transformierten HSZ, CMPs und GMPs, dass eine kleine Subpopulation der
transformierten Zellen ausreicht, um eine Leukamie in konditionierten Empfangertieren zu
induzieren. Diese kdnnte der von uns detektierten Cxcr4 positiven Population entsprechen.
Es ist bereits bekannt, dass LSZ aber auch andere Tumorstammzellen und Blasten von
AML-Patienten Cxcr4 exprimieren (**Mohle et al., 1998 und Zusammenfassungen von
8Kuchia et al., 2005 und **Lapidot et al., 2005). In gesunden HSZ tbernimmt Cxcr4 mehrere
wichtige Funktionen: wahrend der Embryonalentwicklung missen diese Zellen zum Beispiel

aus der fotalen Leber ins Knochenmark migrieren kdnnen um dort in ihrer Nische



Diskussion 101

anzusiedeln und wahrend des gesamten adulten Lebens die Regeneration des Blutes
aufrechterhalten zu kénnen. Weiterhin ist die Migration von HSZ und hamatopoetischen
Vorlauferzellen wichtig fir eine schnelle Bereitstellung von Blutzellen nach Verletzung oder
zur Abwehr kérperfremder Stoffe. Alle diese Prozesse erfordern eine aktive Migration und
werden unter anderem Uber die Cxcr4-SDF1a Interaktion reguliert (zusammgefasst in
8Kuchia et al., 2005). Von %Wright et al. wurde 2002 beschrieben, dass HSZ in vitro
ausschlief3lich in Richtung eines SDF1a Gradienten migrieren. Cxcr4 wird nicht nur auf
Stammzellen des murinen hdmatopoetischen Systems, sondern auch auf humanen CD34+
Vorlauferzellen, sowie anderen Gewebestammzellen exprimiert (zusammengefasst in
8Kuchia et al., 2005 und *Lapidot et al., 2005).

Obwohl die ersten Untersuchungen zur Cxcr4-Expression die Vermutung nahe
legten, dass Cxcr4 ein direktes Zielgen des Transkriptionsfaktors Mef2c sein kdnnte, konnte
dies in mehreren Ansatzen nicht eindeutig nachgewiesen werden. Die RT-PCR Analysen mit
MmRNA aus M/E-Mef2c-exprimierenden Zellen verglichen mit M/E-Mef2c-defizienten Zellen
zeigten keine Unterschiede in der Expression des Cxcr4-Transkripts. Der Vergleich mit der
Expressionsstarke des Haushaltsgens Aktin ergab jedoch, dass Cxcr4 in beiden Zelllinien
recht stark exprimiert wird. Um eine mdoglicherweise doch auf transkriptioneller Ebene
stattfindende Aktivierung des Cxcr4-Gens durch Mef2c nicht zu Ubersehen, wurde ein
Schnittpunkt in der Regulation von Mef2c als Transkriptionsfaktor und des Cxcr4-Gens
genauer untersucht: Sowohl die Aktivitdt von Mef2c zur transkriptionellen Aktivierung von
Zielgenen, als auch die Expression von Cxcr4 sind teilweise Calcium-abhangig (*Lu et al.,
2000; ®Moriuchi et al., 1997). Fir Mef2-Proteine ist gezeigt, dass die transkriptionelle
Aktivitat aufgrund einer hemmenden Interaktion mit Histondeacetylasen (HDACs) der Klasse
lla vermindert oder blockiert sein kann (zusammengefasst in ®Potthoff und Olson, 2007).
AuRere Stimuli, die zur Erhéhung der cytoplasmatischen Calciumkonzentration fiihren,
bedingen eine nachfolgende Aktivierung von Calcium-abhangigen Kinasen (Calcium-
Calmodulin-abhangige Kinase (CaMK)), wodurch die HDACs phosphoryliert werden und die
Interaktion mit den Mef2-Proteinen aufgehoben wird (¥Lu et al., 2000; “McKinsey et al.,
2002). Um nun eine unabhangig von aulleren Faktoren und Stimuli hohe Aktivitat von Mef2c
als Transkriptionsfaktor zu erreichen, wurde fir diese Arbeit mit Hilfe der ortspezifischen
Mutagenese eine mutante Form von Mef2c¢ hergestellt. Diese ist nicht mehr in der Lage, mit
HDACs der Klasse lla zu interagieren, kann aber trotzdem weiterhin an die Mef2c-
Zielsequenzen in der DNA binden und so die Transkription der entsprechenden Zielgene
aktivieren. Obwohl die durchgeflhrte Mutation des Mef2c-codierenden Gens nach Vorlage
einer bereits publizierten Form von Mef2c erfolgte, die nicht mehr in der Lage ist speziell mit
HDAC4 zu interagieren (®3Lu et al., 2000), sollte aufgrund des hohen Konservierungsgrades
der Mef2-Interaktionsmotive der Klasse Ila-HDACs (*’Haberland et al., 2009) auch keine
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Interaktion mit anderen Mitgliedern dieser Proteinfamilie mehr mdglich sein.

Nach Infektion von M/E-Mef2c-defizienten Zellen zur Expression der mutierten Form
von Mef2c (Mef2c*S®), wurden diese vergleichend mit den M/E-Mef2c-defizienten Zellen
hinsichtlich der Cxcr4-Expression und des Migrationsverhaltens untersucht. Wie in den
Ergebnissen beschrieben konnte eine um das circa 6-fache vergroRerte Population
Cxcr4-exprimierender Zellen innerhalb der M/E-Mef2c*SR-Population im Vergleich zu den
M/E-Mef2c-defizienten Zellen nachgewiesen werden. Auch die Migrationskapazitat dieser
Zellen war im Vergleich zu Mef2c-defizienten, aber auch zu den Mef2c*-exprimierenden
M/E-Zellen, erhdht. Erstaunlicherweise konnte dies allerdings nicht in Abhangigkeit eines
SDF1a Gradienten beobachtet werden. Die Zugabe von SDF1a in die untere Kammer der
Transmigrations-Zellkultur-Platte fuhrte stattdessen zu einer Hemmung der Migration. Es ist
zwar bekannt, dass eine hohe Konzentration an SDF1a zur Hemmung des Cxcr4-Rezeptors
fihren kann (Ubersicht in Busillo und Benovic, 2007), nicht aber, dass eine starke
Expression des Rezeptors zu einer Hemmung der Migration in Richtung eines SDF1a
Gradienten flhrt. Die beobachtete, ungerichtete verstarkte Migrationsfahigkeit der
M/E-Mef2c**R-exprimierenden Zellen war reproduzierbar, konnte aber nicht abschlieRend
geklart werden.

Neben der vergroBerten Cxcr4-positiven Population innerhalb der M/E-Mef2c?SR-
exprimierenden Zellen zeigte die quantitative Analyse der Cxcr4-mRNA-Menge, dass diese
ebenfalls um das 1,6-fache erhoht in M/E-Mef2c”SR-Zellen verglichen zu M/E-Mef2¢”*-Zellen
vorlag. Obwohl die leichte Erhéhung der Cxcr4-Expression sowohl auf Proteinebene, als
auch auf Transkriptionsebene eine direkte Folge der Mef2c*SR-Expression sein kdénnte, war
es schwierig, dies experimentell zu zeigen. Zum direkten Nachweis, dass Cxcr4 ein Zielgen
von Mef2c darstellt, muss eine Chromatin-Immunoprazipiation (ChlP) durchgefliihrt werden.
Fir diese Art von Experiment ist allerdings eine sehr hohe Zellzahl notwendig, die selbst
nach Sortierung der Cxcr4-positiven Subpopulation nicht gewonnen werden konnte. Grund
hierfir war, dass sich nach Weiterkultivierung der sortierten Cxcr4-exprimierenden Zellen
immer wieder ein Gleichgewicht zwischen Cxcr4-negativen und Cxcr4-positiven Zellen
einstellte.

Da auch in Mef2c-defizienten M/E-Zellen eine recht starke Expression der
Cxcr4-mRNA detektiert werden konnte, lag die Vermutung nahe, dass die verstarkte
Oberflachenexpression von Cxcr4 in Mef2c-exprimierenden M/E-Zellen auch die Folge einer
Regulation auf Proteinebene sein kdnnte. Die Cxcr4-Expression wird bekanntermalen auf
verschiedenen Ebenen reguliert, wobei vor allem die Interaktion mit weiteren Rezeptoren
eine groRe Rolle fur die Expression und Stabilitdt des Cxcr4-Rezeptors an der Zelloberflache
spielt (Ubersicht in ®Busillo und Benovic, 2007).

Um dies genauer zu untersuchen wurde eine gesamtgenomische
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Expressionsanalyse der M/E-Mef2c”SR-exprimierenden Zellen im Vergleich zu M/E-Mef2¢”"-
Zellen vorgenommen. Ziel hierbei war es, mdgliche direkte Zielgene von Mef2c identifizieren
zu kénnen, die zum einen mit der Oberflachenexpression von Cxcr4 in Zusammenhang

stehen und zum anderen die Migrationsfahigkeit per se beeinflussen kdnnten.

6.3 Mef2c beeinflusst die Expression Migrations-assoziierter Gene

Wie in den Ergebnissen beschrieben, ergab der Vergleich der gesamtgenomischen
Genexpression der M/E-Mef2c*SR-exprimierenden Zellen mit den M/E-Mef2c-defizienten
Zellen, dass in ersteren einige Gene der Chemokinrezeptor- und liganden Familie, sowie der
Matrix-Metalloproteasen signifikant hochreguliert waren. Diese Faktoren werden im
Allgemeinen mit der Fahigkeit von Zellen zur gerichteten Migration (Chemotaxis) in
Verbindung gebracht, zum Beispiel bei der Migration von Leukozyten in entzindete
Korperbereiche, aber auch bei der Ausbreitung von Tumorzellen (Metastasen; Ubersicht in
%Kulbe et al., 2004).

Die in M/E-Mef2c*SR-exprimierenden Zellen signifikant hochregulierten Gene
codierten fur die Chemokinrezeptoren Ccr2 und Ccr5, sowie die Chemokinliganden Ccl2,
Ccl3, Ccl4 und Ccl6 und die Matrix-Metalloproteasen Mmp8, Mmp12 und Mmp25. Im
Zusammenhang mit der vergroRerten Cxcr4-positiven Population innerhalb der Mef2c-
exprimierenden M/E-Zellen ist hier vor allem die erhdhte Ccr5-Expression von Bedeutung.
Ccrb ist wie Cxcr4 ein Co-Rezeptor fur die Infektion von (CD4-positiven) T-Zellen durch
HI-Viren. Die Interaktion der beiden Rezeptoren fiihrt zur Stabilisation des Heterodimers als
solches, aber auch zur Stabilisierung der Oberflachenexpression der Proteine (*Wang et al.,
2004; "Isik et al., 2008). Die verstarkte Expression von Ccr5 in Mef2c¢**R-exprimierenden
Zellen konnte durch real-time PCR bestatigt werden und es wurde eine zwischen Mensch
und Maus hoch konservierte Mef2-Bindungssequenz im 5'-Bereich des Ccr5 Gens gefunden.
Diese Tatsachen sprechen dafir, dass Ccr5 ein direktes Zielgen von Mef2c darstellt, sowie
dass die verstarkte Expression von Ccr5 eine Ursache flir die vergrofRerte Cxcr4-positive
Population innerhalb der M/E-Mef2c-exprimierenden Zellen sein koénnte.

Das gesamte Genexpressionsprofil der Mef2c-exprimierenden im Vergleich zu den
Mef2c-defizienten M/E-Zellen kann sehr gut in Zusammenhang mit den in vivo erzielten
Ergebnissen gebracht werden. Die mit Hilfe des in vivo Migrationsassays detektierte
verminderte Homingkapazitat von Mef2c-defizienten Knochenmarkzellen (nicht mit MLL/ENL
transformiert) kann durch eine eventuell verminderte Ccr5 und damit verminderte
Cxcr4-Oberflachenexpression Mef2c-defizienter Zellen erklart werden. Durch die Bestrahlung
der Tiere vor Transplantation der Mef2c-wildtyp beziehungsweise -defizienten
Knochenmarkzellen sollte die Expression und Sezernierung von SDF1a innerhalb

bestimmter Organe wie Knochenmark und Milz induziert werden. Dies ist neben weiteren
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Konditionierungsmethoden eine gangige Methode, die auch vor der Stammzell-
beziehungsweise Knochenmarktransplantation bei Menschen angewendet wird. Die
Ganzkorperbestrahlung induziert die SDF1a Produktion, so dass in dem Transplantat
enthaltene Cxcr4-positive Stammzellen in ihre Nischen migrieren und dort anwachsen
kénnen (*Ubersicht in Lapidot et al., 2005). Sowohl in den Milzen als auch im Knochenmark
der Mef2c**-Knochenmark-Empfangertiere konnte vier Stunden nach Transplantation der
Zellen eine groRere Anzahl dieser wiedergefunden werden als in den Mef2¢c®“-Knochenmark-
Empfangertieren. Da die Interaktion des Cxcr4 Rezeptors mit dem Liganden SDF1a wahrend
des Homings zu einer Internalisierung dieses Rezeptor/Liganden-Komplexes fiihrt (*"Cheng
et al., 2000), wurde kein Unterschied mehr in der Cxcr4-Oberflachenexpression zwischen
den Mef2c™”* und Mef2c”- Zellen erwartet und dementsprechend keine FACS-analytische
Untersuchung auf Cxcr4-Expression durchgefuhrt.

In den Langzeit-Transplantationsversuchen  mit  MLL/ENL-Mef2¢”~ und
MLL/ENL-Mef2c*”* Knochenmarkzellen konnte eine etwas verzogerte Latenzzeit der durch
MLL/ENL-Mef2c”~ Knochenmarkzellen induzierten akuten myeloischen Leukamien
nachgewiesen werden (mittlere Uberlebenszeit 75 Tage verglichen mit 52 Tagen der M/E-
Mef2c**-Empfangertiere). Durch eine zweite Versuchsreihe, in der Mef2¢** beziehungsweise
Mef2c”--Knochenmarkzellen transplantiert wurden, die durchschnittlich zu 5% mit MLL/ENL
infiziert waren, konnten alle Empfangertiere innerhalb eines ahnlichen Zeitraumes (50 bis 54
Tage nach Transplantation) vor Ausbruch der Krankheit auf das Fortschreiten der Verteilung
der leukdmischen Zellen untersucht werden. Hierbei ergaben sich signifikante Unterschiede:
Wahrend in beiden Empfangerkohorten das Knochenmark bereits zu ca. 80% aus den (GFP-
positiven) M/E-transformierten leukamischen Zellen bestand, konnten diese Zellen in den
peripheren hamatopoetischen und nicht-hdmatopoetischen Organen in unterschiedlichem
Ausmald gefunden werden, was auf ein unterschiedlich schnelles Erreichen dieser Organe
moglicherweise aufgrund der unterschiedlich starken Cxcr4-Expression hindeutet. Im Fall der
M/E-Mef2c**-Empfangertiere konnte eine signifikant hohere eGFP-Expression in den Milzen,
sowie eine starkere VergrélRerung dieses Organs nachgewiesen werden, was auf eine
bereits starke Durchsetzung der Milzen durch leukdmische M/E-Zellen hindeutet. Die
gleichen Beobachtungen trafen fir das periphere Blut zu — signifikant héhere Anzahl an
Leukozyten und blastenreiche Blutausstriche im Fall der M/E Mef2¢**-Empfangertiere —
sowie flr die Leber als Beispiel fir die verstarkte Invasion der M/E-Mef2¢c**-Zellen auch in
nicht-hdmatopoetische Organe. Auch wenn das beschleunigte Erreichen der peripheren
Organe durch Mef2c-exprimierende M/E-Zellen die vergroRerte Cxcr4-Population dieser
Zellen als Ursache nahe legt, konnte dies abschlieRend nicht geklart werden. Es wurden —
wie aufgrund der oben erwahnten bekannten Internalisierung des Cxcr4-Rezeptors nach

Interaktion mit SDF1a erwartet — keine Unterschiede in der Cxcr4-Expression der
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GFP-positiven  (M/E-transformierten) Zellen innerhalb der untersuchten Organe
nachgewiesen. Fir humane AML wird die Expression des CXCR4-Rezeptors auf
leukdmischen Knochenmarkzellen als prognostischer Marker, der einen negativen und
schnellen Verlauf, sowie eine hohe Rickfallquote der Krankheit voraussagt, vorgeschlagen
("?Spoo et al., 2006). Die CXCR4-Expression auf malignen Zellen hat letztlich die gleiche
Funktion wie auf gesunden Zellen: die Migration sehr friher Stamm- beziehungsweise
Vorlauferzellen entlang eines SDF1a Gradienten durch den Organismus, wodurch es zur
Ausbreitung maligner (Stamm-)Zellen kommen kann. Dies ist in der aus ®Kucia et al. (2005)

ubernommenen Abbildung 26 schematisch dargestellt.

Organ/Gewebe

| : ¥ 1. Ausschiittung
Il Cxcrd+ é & Cxerd+
'l \ gesunde SZ Tumor SZ

2. Zirkulation

3. Adhéasion

4. Homing/Metastasierung

5. Uberleben/Expansion

Abbildung 26: Vergleich der Cxcr4-assoziierten Migration gesunder und maligner Stammzellen.; Eine
Erhéhung der SDF1a Konzentration innerhalb eines Organismus kann zur Ausschittung Cxcrd-positiver
gesunder oder maligner Stammzellen aus ihren Nischen in die Blutzirkulation fihren. Im Bereich der Organe mit
hoher SDF1a Konzentration migrieren die Cxcr4-positiven Zellen tber das Endothel der Blutkapillaren in die
entsprechenden Bereiche und bewirken auf diese Weise sowohl Homing, als auch Metastasierung. Ubernommen
und modifiziert aus éKucia et al., 2005.

Die in den M/E-Mef2c**-Empfangertieren detektierte verstarkte Durchsetzung der
Organe durch leukdmische M/E-Mef2c**Zellen kann gut durch die in der

gesamtgenomischen Expressionanalyse gefundene erhdhte Expression der Matrix-
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Metalloproteasen erklart werden. Bei den Matrix-Metalloproteasen handelt es sich um eine
Familie von Endopeptidasen, die Zink- und Calcium-abhangig Bestandteile der
extrazelluldaren Matrix abbauen kénnen und aufgrund dessen klassischerweise mit
Zellbewegung in Zusammenhang gebracht werden. Anhand ihrer Substrate koénnen
Collagenasen, Gelantinasen, Stromelysine, Elastasen und wenige andere unterschieden
werden. Die meisten der Mmp-Proteine werden als inaktive Vorstufen in ihre Umgebung
sezerniert und dort durch weitere Enzyme geschnitten und aktiviert. Neben den sezernierten
Mmp-Proteinen gibt es auch einige membranstindige Mmp-Proteine (Ubersicht in
'%Somerville et al., 2003). Die Metastasierung von soliden Tumorzellen, sowie die Prognose
fur das Fortschreiten solider Tumoren wird bereits sehr lange in Verbindung mit einer
verstarkten Expression von Mmp 2 und 9 gebracht (zur Ubersicht '™Stefanidakis und
Koivunen, 2006). Diese Mmp-Proteine gehdren zu den Gelatinasen und sind wichtig fir den
ersten Schritt der Invasion von Tumorzellen in fremdes Gewebe, welcher den Abbau der
Basalmembran darstellt. Obwohl diese beiden Mmp-Gene nicht als hochreguliert innerhalb
der Mef2c-exprimierenden M/E-Zellen gefunden werden konnten, wurde eine starke
Expression von Mmp 9 in beiden M/E-Zelllinien detektiert. Interessanterweise sind die
Mmp-Proteine 8 und 25, deren Gene in Mef2c-exprimierenden M/E-Zellen hochreguliert
waren, wichtig fir die Regulation der Mmp 2 und Mmp 9 Aktivitdt: Wahrend Mmp 25 die
inaktive Vorstufe von Mmp 2 — pro-Mmp 2 — durch schneiden aktivieren kann, ist Mmp 8
wichtig flr den Abbau der tripelhelikalen Domane von Kollagenfibrillen (Hauptbestandteil der
extrazellularen Matrix), wodurch diese Molekiile instabil werden und zu Gelatin hydrolisiert
werden konnen. Gelatin ist wiederum das Substrat fir Mmp 2 und 9 (Ubersicht in
'%Stefanidakis und Koivunen, 2006). Fiir Mmp 8 konnte eine zwischen Mensch und Maus
konservierte Mef2-Bindungssequenz im 5'Bereich gefunden werden.

Auch das Chemokin Ccl6, dessen Gen in M/E-Mef2c-exprimierenden Zellen als
hochreguliert gefunden wurde, konnte bereits friher mit verstarkter Tumorigenitat und
Metastasierungsfahigkeit von L-Myc assoziierten Tumorzellen in Verbindung gebracht
werden ('®Yi et al., 2003) .

Mit Hilfe dieser Ergebnisse lasst sich somit zeigen, dass Mef2c (1) zwar keinen
Einfluss auf die durch MLL/ENL induzierte Transformation friiher muriner Knochenmarkzellen
hat, aber (2) mit erhdhter Homing- und Migrationskapazitat in vitro und in vivo eine wichtige
Stammzelleigenschaft auf die transformierten leukdmischen M/E-Zellen ubertragt. Die
erhdhte Migrationskapazitat in Verbindung mit der verstarkten Expression von Matrix-
Metalloproteasen kann eventuell durch das ebenfalls in dieser Arbeit nachgewiesene
Differenzierungspotenzial des Transkriptionsfaktors Mef2c erklart werden, welches im

Folgenden diskutiert wird.
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6.4 Mef2c induziert die Entwicklung von Monozyten/Makrophagen aus
granulozytiaren/monozytiren Vorlauferzellen

Die Uberexpression von Mef2c in dem in unserem Labor etablierten C57BI/6-Icsbp™
Mausmodell induzierte nach kurzer Latenzzeit eine aggressive AML, die vor allem durch eine
hohe Anzahl an unreifen Blasten und monozytaren Vorlauferzellen im Knochenmark und Blut
charakterisiert war (M. Schwieger, C. Stocking, nicht publiziert). In vitro Methylzellulose-
Assays mit B6-/csbp”-Mef2c Knochenmarkzellen zeigten weiterhin eine fast exklusive
Entwicklung von Makrophagen (®*Schiler und Schwieger et al., 2008). Da im Gegensatz zu
diesen Beobachtungen fiir das B6-/csbp”-Mausmodell eine Erhéhung der Granulozyten auf
Kosten von Monozyten/Makrophagen beschrieben ist (®Holtschke et al., 1996; 5Scheller et
al., 1999), war die sowohl in vivo als auch in vitro vorliegende verstarkte Monopoese nach
Mef2c-Uberexpression in B6-Icspb” Knochenmarkzellen unerwartet und lieferte den ersten
Hinweis auf ein mdgliches Differenzierungspotenzial dieses Transkriptionsfaktors.

Um dies zu untersuchen wurden zunachst Methylzellulose-Assays mit C57BI/6-
Mef2c** und -Mef2c” Knochenmarkzellen durchgefiihrt. Die Differenzierung friiher
Knochenmarkzellen wird intrazellular vor allem durch die Aktivitdt und Konzentration von
Transkriptionsfaktoren gesteuert (Ubersicht in °Laiosa et al., 2006; '“Rosenbauer und
Tenen, 2007). Eine wichtige Rolle spielen aber auch extrazellulare Faktoren und Stimuli, die
zur Aktivierung intrazelluldrer Signalkaskaden flhren und so die Aktivitdt bestimmter
Transkriptionsfaktoren modulieren und auf diese Art und Weise zur Proliferation und zum
Uberleben entsprechender Blutzelllinien beitragen (*“’Kondo et al., 2000; "®®Dahl et al., 2003).
Vor allem bei der Entwicklung von Granulozyten und Monozyten/Makrophagen als Folge
einer Immunantwort in entsprechenden Situationen, sind auliere Faktoren wie Interleukine
und Zytokine von Bedeutung. Diese werden in der Regel von Blutzellen, die bereits an der
Immunabwehr beteiligt sind, sezerniert und Gber den Blutkreislauf transportiert, so dass aus
entsprechenden Vorlauferzellen im Knochenmark und peripheren Blut weitere Blutzellen zur
Immunabwehr bereit gestellt werden kénnen (Ubersicht in *Nathan, 2002; "®Pollard, 2004).
Aufgrund dieser Tatsachen, sowie der in vitro in Methylzellulose-Assays beobachteten
exklusiven Entwicklung der B6-lcsbp”-Mef2c-lUberexprimierenden Knochenmarkzellen in
Makrophagen wurden die in Methylzellulose ausplattierten B6-Mef2c** beziehungsweise
-Mef2c”~ Knochenmarkzellen mit M-CSF supplementiert. Wie in den Ergebnissen
beschrieben, konnte in diesen Versuchen eine Entwicklung der B6-Mef2c”*
Knochenmarkzellen in Uberwiegend Monozyten/Makrophagen nachgewiesen werden.
Dagegen entwickelten sich innerhalb der B6-Mef2c”"Knochenmarkzellkulturen trotz
Stimulaton mit M-CSF deutlich weniger Monozyten/Makrophagen und stattdessen ein

grolRerer Anteil an reifen Granulozyten. Diese Beobachtungen wurden unterstitzt durch
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einen weiteren Ansatz, in dem C57BI/6-Knochenmarkzellen zur Uberexpression von MefZ2c,
beziehungsweise eGFP manipuliert wurden. In dieser Versuchsreihe sollte getestet werden,
ob unterschiedliche Zytokine einen Einfluss auf die verminderte Granulopoese
beziehungsweise verstarkte Monopoese/Makrophagenentwicklung in Mef2c-
(Uber)exprimierenden Zellen haben. Auch in diesen Ansatzen wurde eine verstarkte
Entwicklung der Mef2c-Uberexprimierenden B6-Knochenmarkzellen in
Monozyten/Makrophagen auf Kosten von Granulozyten beobachtet. Dieser Effekt war
besonders deutlich in den Methylzellulose-Kulturen, die mit G-CSF supplementiert waren.
Obwohl in diesem Ansatz die granulozytdre Entwicklung durch G-CSF unterstitzt wird,
exprimierten deutlich weniger Mef2c-Uberexprimierende B6-Knochenmarkzellen das
granulozytare Oberflachenprotein Gr-1, verglichen zu den eGFP-B6-Kontrollzellen. Auch in
den Methylzellulose-Ansatzen mit M-CSF exprimierten die Mef2c-Uberexprimierenden B6-
Zellen signifikant weniger Gr-1 verglichen zu den eGFP-Kontrollkulturen; durch dieses
Zytokin wird die monozytare/makrophagiale Entwicklung verstarkt, was mit einer
Herunterregulation von Gr-1 einhergeht (""°Hestdal et al., 1991).

Aufgrund dieser ersten Beobachtungen in Bezug auf die
Differenzierungseigenschaft von Mef2c-(Uber)exprimierenden B6-Knochenmarkzellen konnte
vermutet werden, dass Mef2c als sekundare Determinante — nach Stimulation der Zellen mit
myeloiden Zytokinen — die monozytare/makrophagiale Entwicklung beeinflusst. Besonders
die starke Entwicklung von Makrophagen in vitro nach Stimulation der Zellen mit M-CSF und
die verminderte Entwicklung von Granulozyten trotz G-CSF Stimulation scheint mit der
Aktivitdt von Mef2c als wichtigem Transkriptionsfaktor fur die Monopoese in Einklang zu
stehen: wahrend G-CSF die Entwicklung von Mef2c-iberexprimierenden Knochenmarkzellen
nicht in Richtung Granulopoese beeinflussen kann, scheint M-CSF Mef2c-involvierende
Signalwege zu aktivieren, die zum einen die Entwicklung von Monozyten/Makrophagen aus
GMPs und zum anderen die weitere Entwicklung von Makrophagen aus Monozyten férdern.

Weiterhin erscheint die verstarkte Makrophagenentwicklung von Mef2c-
exprimierenden Knochenmarkzellen in Einklang mit der erhéhten Migrationskapazitat von
Mef2c-exprimierenden M/E-Zellen wie im ersten Abschnitt beschrieben, zu stehen.
Makrophagen stellen eine wichtige Zellpopulation im Zusammenhang mit der Immunabwehr
innerhalb fast aller Gewebe eines Organismus dar. Dementsprechend missen diese Zellen
in der Lage sein, sich innerhalb der Gewebe bewegen zu koénnen, was unter anderem
aufgrund der Expression und Sezernierung von Matrix-Metalloproteasen mdglich ist. Dies
spielt wiederum auch eine Rolle fur eine verstarkte Metastasierung von Tumorzellen mit Hilfe
von Tumor-assoziierten Makrophagen (Ubersicht in 'Pollard, 2004). Auch wenn die
Expression von Matrix-Metalloproteasen nicht zur Entwicklung von Makrophagen beitragt, so

erscheint es fur diese Arbeit trotzdem von Bedeutung, dass einige dieser Proteine eventuell
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direkte Zielgene von Mef2c sein kénnten. Fir die in M/E-Mef2c-exprimierenden Zellen
hochregulierten Mmp's 8 und 72 konnten innerhalb der regulatorischen Sequenzen dieser
Gene konservierte Mef2-Bindungssequenzen gefunden werden. Ob diese Gene auch im
Kontext nicht transformierter, Mef2c-exprimierender Knochenmarkzellen hochreguliert sind,
wurde in der hier vorliegenden Arbeit allerdings nicht getestet und kann dementsprechend

nur vermutet werden.

6.5 Mef2c induziert das fiir die monozytiare Entwicklung wichtige Gen c-jun

Um den moglichen Mechanismus zur verstarkten Entwicklung der Mef2c-
exprimierenden Knochenmarkzellen in  Monozyten/Makrophagen auf Kosten von
Granulozyten identifizieren zu kdnnen, wurden weitere Versuche mit den von uns etablierten
MLL/ENL transformierten myeloiden Knochenmarkzelllinien und einer weiteren myeloiden
Zelllinie — FDCP-1 — durchgefiihrt. Ein Hauptmerk lag dabei auf der Untersuchung der
Transkript- und Proteinlevel von Transkriptionsfaktoren, deren Aktivitat bereits in vielen
Studien in Zusammenhang mit der Differenzierung von GMPs gebracht wurde. Zwei der
wichtigsten Transkriptionsfaktoren fir die Entscheidung zwischen monozytarer und
granulozytarer Entwicklung von GMPs sind der zur Familie der Ets-Proteine gehdrende
Faktor Pu.1 und das basische Leuzin-Zipper Protein C/ebpa (zusammengefasst in Laiosa
et al., 2006; Rosenbauer und Tenen, 2007). Auch die Faktoren der fos- und jun-
Proteinfamilie, die gemeinsam den Trankriptionsfaktor-Komplex AP-1 bilden, sind wichtige
Transkriptionsfaktoren fir die myeloide Differenzierung. Hier spielt vor allem die Expression
des basischen Leuzin-Zipper Proteins c-jun eine Rolle (*"'Lord et al., 1993; ""?Gaynor et al.,
1991).

In einem ersten Ansatz wurden zunachst die Expressionslevel der
Transkriptionsfaktoren Pu.1, C/ebpa und c-jun in Milzzellen aus Mausen, die mit
M/E-Mef2c** beziehungsweise -Mef2c”~ Zellen transplantiert waren, untersucht. Dieser
Versuchsaufbau diente der Moglichkeit, endogene, Mef2c-induzierte Transkriptionsfaktoren
ohne die in vitro Zugabe weiterer aulierer Stimuli, identifizieren zu kénnen. Die Untersuchung
ergab eine deutlich verminderte Menge des c-jun-Transkriptes in M/E-Mef2c*"-Zellen,
wahrend die Pu.1 und C/ebpa Expression nicht signifikant verandert war. Um dies zu
verifizieren und gleichzeitig zu zeigen, dass es sich dabei tatsachlich um einen Mef2c-
vermittelten Effekt handelt, wurde die M/E-transformierte Knochenmarkzelllinie (Mef2c-
Wildtyp-Genotyp) zur Uberexpression von Mef2c, beziehungsweise eGFP als Kontrolle,
manipuliert. Nach Kultur dieser Zellen in Expansionsmedium, das die Proliferation myeloider
Zellen unterstitzt, aber keine Differenzierung induziert, erfolgte eine Untersuchung der
Proteinlysate. In Mef2c-Uberexprimierenden M/E-Zellen konnte im Vergleich zu M/E-eGFP

exprimierenden Zellen eine signifikant hdhere Expression von c-jun nachgewiesen werden.
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Fir die Expression von Pu.1 ergab sich kein Unterschied, wahrend auf Proteinebene die
Menge an C/ebpa in M/E-Mef2c-Uberexprimerenden Zellen vermindert war. Dies konnte in
mehreren unabhangigen Untersuchungen der C/ebpa Transkriptmenge nicht verifiziert
werden, was auf eine Regulation von C/ebpa auf Proteinebene schlieRen I&sst.

Die hier erzielten Ergebnisse deuten auf eine wichtige Funktion von Mef2c im
Zusammenspiel mit den untersuchten Transkriptionsfaktoren hin. Im Hinblick auf die Pu.1
und C/ebpa Expression ist vor allem von Bedeutung, dass die Konzentrationen dieser beiden
Transkriptionsfaktoren wahrend der Schicksalsentscheidung von GMPs eine groRe Rolle
spielt. Wahrend die Expression von Pu.1 als sogenanntes Standard-Programm (default-
pathway) die Differenzierung von GMPs in Monozyten/Makrophagen aktiviert, fihrt eine
Erhéhung der Konzentration von C/ebpa zur Induktion der granulozytaren Entwicklung durch
Hemmung des Pu.1 Proteins (""*Reddy et al., 2002; '®Dahl et al., 2003). Entsprechend
dieser hier vereinfacht dargestellten Funktionen der beiden Transkriptonsfaktoren, bewirkt
das Ausschalten des Pu.1 Gens in hamatopoetischen Zellen unter anderem einen Verlust
der Makrophagenentwicklung, wahrend das Ausschalten des C/ebpa Gens neben weiteren
Defekten zum Verlust der granulozytdren Reifung fiihrt (Ubersicht in '“Rosenbauer und
Tenen, 2007). Im Zusammenhang mit den hier erzielten Ergebnissen bezlglich der
Expression dieser beiden Faktoren auf Proteinebene ist von groRRer Bedeutung, dass die
Pu.1-Level durch die MefZC-Uberexpression nicht beeinflusst werden, wahrend die
Konzentration von C/ebpa vermindert ist. So kann die im Verhaltins zur C/ebpa
Konzentration erhéhte Pu.1 Konzentration zur Induktion der monozytaren/makrophagialen
Differenzierung fuhren. Sehr wichtig ist vor allem die detektierte verstarkte Expression von
c-jun in Mef2c-exprimierenden Zellen. C-jun kann gemeinsam mit Pu.1 die Expression des
M-CSF-Rezeptor-Gens (monozytar exprimiert) und/oder des Makrosialin-Rezeptor-Gens
(makrophagial exprimiert) aktivieren, welche fir die monozytare/makrophagiale Entwicklung
eine wichtige Rolle spielen ("'“Behre et al., 1999; "Li et al., 1998). Weiterhin ist bekannt,
dass die Uberexpression von c-jun zu einer hemmenden Interaktion mit Cl/ebpa fiihrt,
wodurch die granulozytare Entwicklung gestort wird (**Rangatia et al., 2002). Etwas
gegensatzlich dazu wird postuliert, dass die Interaktion zwischen zytokinaktiviertem c-jun im
AP1-Komplex mit C/ebpa die Pu.1-mediierte Monozyten/Makrophagen-Entwicklung
aktivieren kann (""®Wang et al., 2006). Ob die Interaktion zwischen c-jun und C/ebpa in
irgendeiner Form zur verminderten Halbwertzeit des C/ebpa Proteins fuhrt und somit der
Grund fir die in den Westernblot-Anlaysen detektierte verminderte Menge an C/ebpa ist,
wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht.

Zusammenfassend scheint die monozytare/makrophagiale Differenzierung Mef2c-
exprimierender Zellen in Zusammenhang mit der c-jun Aktivitat zu stehen und durch dul3ere

Faktoren/Stimuli beeinflusst werden zu kdnnen. Diese Beobachtungen werden durch
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mehrere Studien gestitzt. So wird zum Beispiel postuliert, dass c-jun ein wichtiges Zielgen
von Mef2-Proteinen, auch in anderen zelluldren Kontexten, darstellt (““Han et al., 1997;
"Kato et al., 1997; ""®*Wei et al., 2003). Als Folge der Hochregulation von c-jun wére eine
Hochregulation des M-CSF-Rezeptor-Gens aufgrund der aktivierenden Kooperation von c-
jun mit Pu.1 auf dessen Promotor naheliegend (''“Behre et al., 1999). Dies kénnte in einer
positiven Rickkopplung wiederum die weitere Differenzierung von GMPs in
Monozyten/Makrophagen Uber Mef2c-involvierende Signalwege beeinflussen. Dass fir
Mef2c-exprimierende Zellen allerdings nicht nur die Stimulation des M-CSF-Rezeptors eine
Rolle fur die Aktivierung Mef2c-assoziierter Signalwege spielt, konnte durch einen weiteren
Versuchsansatz mit der myeloiden Zelllinie FDCP-1 gezeigt werden. Nach Uberexpression
von Mef2c in diesen Zellen und Stimulation mit dem in der Zellwand von gram-negativen
Bakterien vorkommenden Lipopolysaccharid (LPS) kam es ebenfalls zur Hochregulation von
c-jun sowohl auf Transkriptions- als auch auf Proteinebene. Dieser experimentelle Aufbau
legt die mogliche Beteiligung von Mef2c zur schnellen Immunantwort nach zum Beispiel
bakterieller Infektion nahe und kann somit auch wieder die starke Entwicklung von
Makrophagen in Mef2c-(liber)exprimierenden Knochenmarkzellen erklaren. Ein ahnliches
Experiment wurde bereits 1997 von ““Han et al durchgefiihrt, wobei in dieser Studie bereits
monozytar differenzierte RAW264.7 Zellen verwendet wurden. In der vorliegenden Arbeit
konnten diese Experimente bestatigt werden und es konnte zudem gezeigt werden, dass
auch in frheren myeloiden Zellen eine Aktivierung von Mef2c¢ durch LPS zur Hochregulation
von c-jun fuhrt. Als zugrunde liegenden Mechanismus postulieren Han et al. die LPS-
induzierte Aktivierung der Mitogen-aktivierten-Phosphorylierungs-Kinase (MAPK) p38 und
anschliefende Phosphorylierung von Mef2c an den Aminosauren Threonin 293 und 300,
sowie des Serins 387 innerhalb der Transaktivierungsdomane. Die so modifizierte Form von
Mef2c ist fahig in den Zellkern zu translozieren und dort die Transkription von c-jun zu
aktivieren. Neben LPS beziehungsweise der p38-Signalkaskade kann auch die MAPK ERKS
zu einer Aktivierung/Phosphorylierung von Mef2c und anschlieRender Hochregulation von
c-jun fihren ("""Kato et al., 1997).

6.6 Die nach Mef2c-Expression erhohte c-jun Expression tragt zur verminderten
Granulopoese bei
Mit Hilfe der bisher beschriebenen Experimente und Beobachtungen konnte gezeigt
werden, dass (1) Mef2c zu einer verstarkten Monopoese auf Kosten der Granulopoese in
friihen Knochenmarkzellen flihrt und, dass dies (2) wahrscheinlich durch die Hochregulation
des bZIP Transkriptionsfaktores c-jun erfolgt. Um dies zu Uberprifen, wurden erneut M-CSF-
supplementierte  Methylzellulose-Assays mit  c-jun  Uberexprimierenden  C57BI/6-

Knochenmarkzellen durchgefuhrt. Diese entwickelten sich innerhalb von sieben Tagen
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exklusiv in Makrophagen. Im Gegensatz zu den Kontrollkulturen konnte fast keine
Expression des granulozytédren Oberflachenproteins Gr-1 und keine ausgereiften
Granulozyten nachgewiesen werden. Diese sogar noch etwas starkere Entwicklung der
c-jun-Uberexprimierenden  Knochenmarkzellen als der Mef2c-Uberexprimierenden
Knochenmarkzellen in Makrophagen spiegelte die wichtige Funktion von c-jun in der
Monopoese/Makrophagenentwicklung wider. Weitere Methylzellulose-Assays bestatigten die
Vermutung, dass die monozytare/makrophagiale Differenzierung von Knochenmarkzellen auf
Kosten der Granulopoese zumindest teilweise Uber Mef2c und c-jun gesteuert wird: durch
gleichzeitige Uberexpression von Mef2c und Herunterregulation von c-jun konnte ein Teil der
Granulopoese dieser Zellen wiederhergestellt werden.

Der hier beschriebene Signalweg zur Induktion der Makrophagenentwicklung uber
Mef2c und c-jun kann als ein mdglicher induzierender Weg angesehen werden, der vor allem
durch dullere Faktoren wie Zytokinen und Endotoxinen aktiviert wird. Auch die Aktivitat und
Menge von Transkriptionsfaktoren per se — ohne Einfluss aulierer Faktoren — spielen eine
grofRe Rolle fur die Entwicklung von Monozyten und Makrophagen aus GMPs. Vor allem ein
maoglicher Zusammenhang zwischen Pu.1 und c-jun muss hier berUcksichtigt werden,
allerdings scheint c-jun kein direktes Zielgen von Pu.1 zu sein ('®Steidl et al., 2006).
Dementsprechend konnte Mef2c als mdgliches Glied zwischen diesen beiden Faktoren eine
Rolle spielen, was zu neueren Studien, in denen Mef2c als Zielgen von Pu.1 in der
lymphoiden Entwicklung postuliert wird, passt (''°Stehling-Sun et al., 2009). Eine auf unseren
Ergebnissen basierende mdgliche Interaktion wichtiger Transkriptionsfaktoren fir die
Weiterentwicklung von GMPs in Monozyten/Makrophagen oder Granulozyten ist in Abbildung

27 schematisch dargestellt.
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Extrazellulare Stimuli (zum Beispiel M-CSF, LPS)

GMP

Interaktion hemmend

+Ciebpa +C/ebpa

Mef2c »Jun *  +Pu.1 +Pu.1

Monozyten/ Granulozyten
Makrophagen

Abbildung 27: Schematische Darstellung der mdglichen Interaktion wichtiger Transkriptionsfaktoren
wéahrend der myeloiden Differnzierung. Die Stimulation friher myeloider Knochenmarkzellen (GMPs) mit
Wachstumsfaktoren oder Endotoxinen kann zur Aktivierung von Mef2c fihren. Dies hat eine Hochregulation von
c-jun zur Folge. Die mdoglicherweise hemmende Interaktion zwischen c-jun und C/ebpa und die aktivierende
Interaktion zwischen c-jun und Pu.1 kann zur verstarkten Expression monozytérer/makrophagialer Gene fiihren,
was eine erhdhte monozytare/makrophagiale Entwicklung und Proliferation auf Kosten der Granulopoese hat.
Zuséatzlich kdnnte Mef2c ein direktes Zielgen von Pu.1 wahrend der Monopoese darstellen, wodurch es zu einer
positiven Rickkopplung kommen kann.

6.7 Mef2c als Transkriptionsfaktor in der Himatopoese

In der vorliegenden Arbeit konnten bisher unbekannte Funktionen des MADS-box
Transkriptionsfaktors Mef2c wahrend der Hamatopoese/Leukamogenese identifiziert werden.
Vor allem die Hypothese, dass Mef2c Einfluss auf das Migrationsverhalten von
hamatopoetischen Zellen hat, konnte durch neuere Studien in unserem Labor unterstutzt und
erweitert werden: Mef2c-defiziente hamatopoetische Stammzellen — charakterisiert durch
fehlende Expression von Linien-spezifischen Oberflachenrezeptoren, dafiir aber Expression
der stammzellassoziierten Rezeptoren c-Kit und Sca (LSK-Zellen) — zeigen eine verminderte
Kapazitat das Knochenmark von konditionierten Empfangertieren zu kolonialisieren (Homing)
(A. Engelmann, M. Schwieger und C. Stocking, nicht publiziert).

Innerhalb des letzten Jahres wurden einige Studien publiziert, die eine wichtige
Rolle fiir Mef2c in der B-Zellentwicklung postulieren. So zeigen "®Wilker et al. und '*'Khiem
et al. (beide 2008), dass Mef2c wichtig fur die durch den B-Zell-Rezeptor vermittelte
Proliferation und Reifung von B-Zellen ist. Neue Studien der Gruppe um Fernando Carmargo
postulieren, dass Mef2c ein Schaltergen fir die sehr frihe Determination von
Knochenmarkzellen in die gesamten lymphoiden Vorlauferzellen (common Ilymphoid

progenitors, CLP) sei (""*Stehling-Sun et al., 2009). Auch neuere von unserem Labor erzielte
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Ergebnisse sprechen fir eine Rolle von Mef2c in der sehr friihen B-Zellentwicklung, hier
scheint allerdings die Expression der Mef2c*R-Mutante in friihen Knochenmarkstammzellen
von besonderer Bedeutung zu sein. Die Uberexpression der Wildtyp-Form von Mef2c hat
dagegen weniger Einfluss auf die B-Zellentwicklung, wahrend diese Form in den Studien von
Stehling-Sun untersucht wurde und dementsprechend als Schalter angesehen wird. Speziell
in diesem Zusammenhang soll Mef2c ein direktes Zielgen von Pu.1 darstellen. Pu.1 ist
bekanntermallen auch ein wichtiger Regulator fur die frihe Entscheidung zur Entwicklung
von CLPs aus multipotenten Vorlduferzellen und spielt in spateren Entwicklungsstadien
wieder eine wichtige Rolle fir die Entwicklung von Monozyten/Makrophagen aus GMPs
(Ubersicht in '°Laiosa et al., 2006; "“Rosenbauer und Tenen, 2007). Somit erscheint eine
Regulation von Mef2¢ durch Pu.1 mdglich und kann durch unsere Versuche nicht beurteilt
werden. In eindeutigem Gegensatz zu unseren Ergebnissen stehen allerdings die
Ergebnisse der Gruppe um Camargo bezlglich des myeloiden Differenzierungspotenzials
von Mef2c. Wahrend von "'°Stehling-Sun et al. postuliert wird, dass Mef2c die myeloide
Differenzierung hemmt, konnen wir eindeutig zeigen, dass durch Expression von Mef2c vor
allem Monozyten und Makrophagen aus myeloiden Vorlauferzellen entwickelt werden. Dies
wird durch &ufere Stimuli (vor allem M-CSF) positiv beeinflusst. Der experimentelle
Versuchsaufbau dieser Gruppe kann genau diese Einfliisse nicht zeigen: es werden Mef2c-
defiziente myeloide Vorlauferzellen mit einem Fusionsprotein manipuliert, das aus dem
Herpes-Simplex-Virus-Protein VP16 fusioniert mit der N-terminalen DNA-Binde- und
Homo/Heterodimerisierungsdomane von Mef2c besteht. Das Aktivatorprotein VP16 kann in
diesem Konstrukt zwar die Transkriptionsaktivitat von Mef2c auf Promotoren von potenziellen
Zielgenen erhohen, aber keinesfalls kann die Aktivitat von Mef2c durch aulere Faktoren
beeinflusst werden, da die Transaktivierungsdomanen des Proteins nicht von diesem
Konstrukt codiert werden. Gerade die extrazellulare Stimulation von hamatopoetischen
Zellen, neben der Expressionslevel vieler verschiedener Transkriptionsfaktoren, ist allerdings

entscheidend fir solche Reifungsprozesse.

Zusammenfassend konnte anhand der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse gezeigt
werden, dass (1) Mef2c eine wichtige Funktion in der Ubertragung einer
Stammzelleigenschaft auf leukdmische, MLL/ENL-transformierte Knochenmark(stamm)zellen
ausubt. Dies auflert sich in Form erhéhter Homing- und Migrationskapazitat leukamischer
M/E-Zellen und somit erhdhter Aggressivitat dieser Zellen in vivo. In Zusammenhang damit
kann (2) das beobachtete Differenzierungspotenzial von Mef2c in gesunden frihen
Knochenmarkzellen gebracht werden. Erhéhte Mef2c-Expression fuhrt zur Entwicklung von
Monozyten/Makrophagen, welche wichtige migrationsfahige Zellen des Abwehrsystems
darstellen. Die Mef2c Aktivitat kann (3) durch &duRere Faktoren wie M-CSF und LPS
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moduliert werden, wodurch eine schnelle Anpassung der hamatopoetischen Zellen an sich
verandernde aullere Umstande erfolgen kann.

Vor allem innerhalb der letzten beiden Jahre wurde Mef2c immer haufiger als neuer
wichtiger Transkriptionsfaktor in Bezug auf hamatopoetische Entwicklungsprozesse und
leukdmisches Potenzial identifiziert. Somit werden weitere Untersuchungen dieses
Transkriptionsfaktors auch in Zukunft fir die genauere Erforschung der Hamatopoese und

Leukdmogenese von Bedeutung sein.
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7. Abkiurzungsverzeichnis

AGM-Region
ALL
AML
APC
bp

CD
CLL
CLPs
CML
CMPs
CSF
CIS
ECL
env
FACS
FCS
FITC
eGFP
gag
G-CSF
GM-CSF
GMPs

Gy
HI-Virus
HRP
HSZ
ICSBP
IL

kDa
LCA
LSz
LT-HSZ
MADS

Aorten-Gonaden-Mesonephros-Region

akute lymphatische Leukamie(n)

akute myeloische Leukamie(n)

Allophycocyanin

Basenpaare

Zellulare Oberflachenproteine auf Zellen des Immunsystems
chronische lymphatische Leukamie(n)

gesamte lymphoide Vorlaufer (Common Lymphoid Progenitors)
chronische myeloische Leukamie(n)

gesamte myeloide Vorlaufer (Common Myeloid Progenitors)
Kolonie-stimulierender Faktor (Colony Stimulating Factor)
Common Integration Site

Enhanced Chemoluminescence

Gen fir retrovirale Hiillproteine

Fluorescence Activated Cell Sorter

Fotales Kalberserum (Fetal Calf Serum)

Fluorescin

Grun fluoreszierendes Protein (enhanced Green Fluorescent Protein)
Gen flr retrovirale Kapsidproteine

Granulozyten-CSF

Granulozyten/Monozyten-CSF
granulozytare/monozytare-Vorlaufer
(Granulocyte/Monocyte-Progenitors)

Gray

Humanes Immundefizienzvirus

Meerrettich-Peroxidase (Horse-Radish Peroxidase)
hamatopoetische Stammzelle

Interferon Consensus Sequence Binding Protein

Interleukin

kilo Dalton

Oberflachenprotein auf Leukozyten

leukdmische Stammzelle

Long Term-HSZ

MCM1-Agamous-Deficiens-Serum response
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M-CSF Monozyten/Makrophagen-CSF

MEPs Megakaryozyten/Erythrozyten Vorlaufer
(Megakaryocyte/Erythrocyte- Progenitors)

MLL Mixed Lineage Leukemia

Mmp Matrix-Metalloprotease

MPPs Multipotente Vorlauferzellen (Multipotent Progenitors)

Mo-MLV Moloney Murines Leukamievirus

PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese

PBS Phosphat Buffered Saline

PE Phycoerythrin

PCR Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)

pol Gen fur retrovirale Polymerase-Enzyme

rev Gen flr retrovirales regulatorisches Protein

rom Umdrehungen pro Minute (Rounds per Minute)

RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse Transkription-Polymerase Kettenreaktion

ST-HSZ Short Term-HSZ
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