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Zusammenfassung

Zusammenfassung

FLT3 ist eines der am haufigsten mutierten Gene in akuten Leuk&mien. Es kodiert fur eine
Rezeptor-Tyrosinkinase, die durch ihre normale Signalwirkung die Differenzierung,
Zellteilung und Apoptose friiher hamatopoetischer Zellen der myeloischen und
lymphatischen Linie beeinflusst. FLT3 Mutationen treten besonders haufig in Form von
internen Tandem-Duplikationen (FLT3-ITD) auf. Diese fiihren dazu, dass der Rezeptor
Ligand-unabhé&ngig aktiv ist. Infolgedessen kommt es zu einer andauernden Signalwirkung
der Tyrosinkinase, wodurch FLT3-abhangige Differenzierungs-, Zellteilungs- und
Apoptose-Prozesse der hamatopoetischen Entwicklung aus dem Gleichgewicht gebracht
werden. Solche Stérungen spielen auf dem Weg zur Entstehung von akuten myeloischen
und lymphatischen Leukdmien (AML und ALL) eine wichtige Rolle.

Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, welche Rolle eine FLT3 aktivierende
Mutation bei der Entstehung einer Leukamie spielt und ob diese Mutation allein ausreicht,
um eine Leukdmie auszuldésen. Zur Beantwortung dieser Fragen wurden zwei
Mausmodelle etabliert. Mit ihrer Hilfe sollte untersucht werden, wie sich die Expression
eines FLT3-ITD auf die Entwicklung hamatopoetischer Zellen von Maus
(Allotransplantation) und Mensch (Xenotransplantation) /7 vivo auswirkt. Die FLT3-ITD
cDNA eines Leukamiepatienten (FLT3mut) wurde in einen retroviralen Vektor kloniert und
zur Infektion von murinem Knochenmark oder humanen Priméarzellen aus Nabelvenenblut
verwendet. Die infizierten Zellen wurden in genetisch identische Empfangertiere,
beziehungsweise immundefiziente NOD/scid Mause transplantiert. Da FLT3 Mutationen
haufig in Verbindung mit anderen genetischen Verdnderungen auftreten, ging die
zugrunde liegende Arbeitshypothese davon aus, dass FLT3mut allein nicht ausreicht, um
in den transplantierten Tieren eine Leukdmie auszulésen. Aus diesem Grund wurde das
murine Modell durch den Irf8 Mausstamm erweitert. In diesen Tieren ist das
hamatopoetische System durch myeloische und lymphatische Entwicklungsstérungen
bereits vorgeschadigt. Es sollte untersucht werden, ob das fehlende /78 Gen bei der
Entstehung einer Leuk&dmie mit FLT3mut kooperiert.

Alle Mause, denen FLT3mut-Knochenmark transplantiert worden war, erkrankten
innerhalb kirzester Zeit an einer ALL, wobei das Fehlen des /78 Gens zu einem signifikant
schnelleren Ausbrechen der Krankheit flhrte. Die leukamische Population bestand aus B-
Zellen, die in ihrer Differenzierung am Ubergang von der friihen zur spaten pra-B-Zelle
blockiert waren. In diesem Differenzierungsstadium Ubernimmt Irf8 vermutlich eine
wichtige Rolle als Tumorsuppressor. Retransplantationsversuche verdeutlichten die
Aggressivitat der Leukamie. Weniger als 200 Zellen reichten aus, um im Empfangertier

erneut eine ALL zu induzieren. War die Expression von FLT3mut allein ausreichend, um
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eine ALL auszulésen? Die Untersuchungen der FLT3mut Tumorpopulationen zeigten,
dass sie aus Zellen klonalen Ursprungs bestanden. Vermutlich besal® FLT3mut allein nicht
ausreichend transformierende Eigenschaften, um eine ALL zu induzieren, sondern wirkte
gemeinsam mit genetischen Verdnderungen, die entweder spontan oder durch die
Integration des Provirus zustande gekommen waren. Eine Analyse dieser
Integrationsstellen bietet die Mdglichkeit Faktoren zu identifizieren, die mit FLT3mut bei
der Entstehung einer ALL kooperieren.

Untersuchungen der vom FLT3mut Rezeptor ausgehenden Signaltransduktion
lieBen vermuten, dass die ungewohnlich starke Aktivierung von STATS eine Rolle beim
transformierenden Prozess spielen koénnte. Aus diesem Grund wurde versucht den
FLT3mut-Effekt durch Expression eines aktivierten STAT5 im Knochenmark-
Transplantationsmodell zu imitieren. Obwohl es in den STAT5 Tieren zu einer mit
FLT3mut vergleichbaren Stérung der B-Zell-Differenzierung kam, reichte aktiviertes
STATS nicht aus, um eine ALL zu induzieren. Vermutlich sind hierflr weitere, FLT3mut
nachgeschaltete, pro-proliferative oder anti-apoptotische Signale notwendig.

Im Gegensatz zum Transplantationsmodell mit murinen Knochenmarkzellen |6ste
die Expression von FLT3mut in humanen Primarzellen aus Nabelvenenblut nach der
Transplantation keine Leukamie aus. Im Xenotransplantations-Modell fiihrte FLT3mut zur
Expansion einer frihen myeloischen Population, ohne dabei jedoch die Differenzierung zu
blockieren. Das Xenotransplantations-Modell ist aus diesem Grund besonders geeignet,
um genetische Veranderungen zu testen, die in Verdacht stehen gemeinsam mit
aktiviertem FLT3 fur die Entstehung einer AML verantwortlich zu sein.

Stellt man die schwerwiegende Blockade der B-Zell-Differenzierung im murinen
Knochenmark der myeloischen Expansion humaner Primarzellen gegentber, wird deutlich,
dass FLT3mut in diesen Zelltypen unterschiedlich stark transformierendes Potenzial
besall. Die phanotypische Abweichung kénnte durch Spezies-spezifische Unterschiede
erklart werden. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass Herkunft (Knochenmark oder
Nabelvenenblut) und Infektionsbedingungen den Phanotyp der FLT3mut Zellen beeinflusst
haben.

Die im Zuge der vorliegenden Arbeit etablierten Modelle kdnnten zur Beantwortung
der Frage beitragen, ob die Behandlung mit einem niedermolekularen Kinase-Inhibitor
allein ausreicht, die Leukdmie zu heilen, da FLT3 Mutationen meist in Verbindung mit
anderen genetischen Veranderungen auftreten. Der Einsatz von Kinase-Inhibitoren ist eine
vielversprechende therapeutische Mallnahme fir Patienten, deren Heilungschancen
aufgrund einer FLT3 Mutation schlechter sind, als bei Patienten ohne FLT3 Mutation. Die
zwei etablierten Modelle bieten die Mdglichkeit neue Therapeutika far ALL und AML auf

ihre Wirksamkeit und Wirkungsweise zu Uberprifen.
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1.1  Die Hamatopoese
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Abbildung 1.1 Stammbaum der hdmatopoetischen Entwicklung.

Hamatopoese bezeichnet den Prozess der Blutentwicklung von der Stammzelle im
Knochenmark bis hin zur ausgereiften Blutzelle. Abbildung 1.1 stellt diesen hierarchischen
Prozess stark vereinfacht dar. Am Ausgangspunkt dieser Entwicklung stehen die
hamatopoetischen Stammzellen (HSC, Hematopoietic Stem Cell). Im Laufe eines
gesamten Lebens gehen aus ihnen nicht nur alle Blutzellen der dargestellten Hierarchie
hervor, sondern sie sorgen auch fir den Selbsterhalt (Metcalf, 1989; Orkin, 2000).
Erkenntnisse aus Transplantationsversuchen waren fir die Unterscheidung zweier

Stammzelltypen und deren Namensgebung verantwortlich. Zellen, die das
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hamatopoetische System vollstandig rekonstruieren kénnen und damit in der Lage sind,
das Uberleben einer Maus nach deren letaler Bestrahlung lebenslang (>16 Wochen) zu
sichern, werden als Langzeit-Stammzellen (LT-HSC, Long-Term HSC) bezeichnet.
Beschrankt sich diese Fahigkeit auf einen kiirzeren Zeitraum, spricht man von Kurzzeit-
Stammzellen (ST-HSC, Short-Term HSC). Der Selbsterhalt funktioniert in den ST-HSCs
nur noch eingeschrankt und ist auf einen Zeitraum von 8 bis 12 Wochen beschrankt. Im
Laufe der weiteren Differenzierung geht die Fahigkeit zur Selbsterneuerung im Stadium
der multipotenten Vorlauferzellen (MPP, Multipofent Progenitor) verloren (Jones et al.,
1990; Keller and Snodgrass, 1990; Spangrude et al., 1991). Sie dient damit als ein
Kriterium, um hamatopoetische Stammzellen von den sich unmittelbar aus ihnen
entwickelnden Vorlauferstadien zu unterscheiden.

Ausgehend von den MPPs gabelt sich der hierarchische Entwicklungsverlauf und
fuhrt zu lymphatischen oder myeloischen Vorlauferzellen (CLP, Common Lymphoid
Progenitor;, CMP, Common Myeloid Progenifor). CLPs differenzieren Uber unreife
Zwischenstufen zu B- oder T-Zellen, welche die spezifische Immunitat vermitteln. Der
Entwicklungspfad der CMPs gabelt sich in  megakaryozytare/erythroide
(Megakaryotic/Erythroid Progenitor, MEP) und granulo-monozytare (GMP, Granulo/
Monocyftic Progenitor) Vorlauferzellen. Aus den MEPs entwickeln sich Megakaryozyten
und Erythrozyten. Megakaryozyten setzen Thrombozyten, die Schlisselzellen der
Blutgerinnung, frei. Erythrozyten sind fir den Sauerstofftransport verantwortlich. Die
GMPs differenzieren zu Zellen der unspezifischen Immunantwort, den Granulozyten und
Monozyten/Makrophagen. Dieses hierarchische Modell der hamatopoetischen
Entwicklung wird besonders auf Stammzellebene standig untersucht, neu diskutiert und
erweitert. Je nach Arbeitsgruppe und experimenteller Vorgehensweise ergeben sich
dadurch unterschiedliche Bezeichnungen, weitere Zwischenstufen der Entwicklung und
sogar Querverbindungen zwischen den Pfaden bis hin zu Dedifferenzierung (lwasaki and
Akashi, 2007; Laiosa et al., 2006).

Die hamatopoetischen Zellen durchlaufen wahrend der Entwicklung von der HSC
zur ausgereiften Zelle eine Reihe von unterschiedlichen Differenzierungsstadien, deren
Ubergéange durch die Expression oder den Verlust der Expression von Linien-spezifischen
Proteinen auf der Zelloberfliche gekennzeichnet sind. Fluoreszenz-gekoppelte
Antikdrper, die gegen diese Proteine gerichtet sind, werden eingesetzt, um
unterschiedliche hamatopoetische Entwicklungsstufen mittels Fluoreszenz-aktivierter
Zellsortierung (FACS, Fluorescence Activated Cell Sorting) im DurchfluRzytometer

sichtbar zu machen.
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1.2  Die friihe B-Zell-Entwicklung

Ein dichtes Netz an Regulationsmechanismen ist daflr verantwortlich, dass das
Verhéltnis der unterschiedlichen Blutlinien ausgewogen ist und alle Zelltypen in
ausreichender Zahl vorliegen, um  beispielsweise  Sauerstofftransport  und
Infektionsabwehr zu gewahrleisten. Zytokine und Transkriptionsfaktoren sind solche die
Genexpression positiv. und negativ regulierenden Faktoren. Sie spielen bei der
Entwicklung und der Kontrolle hdmatopoetischer Zellen eine entscheidende Rolle. In den
folgenden Abschnitten soll anhand ausgewahlter Faktoren besonders die friihe B-Zell-
Entwicklung im Knochenmark erldutert werden, da diese wichtig fir das Verstandnis der
vorliegenden Arbeit ist. Die Erkenntnisse der B-Zell-Entwicklung basieren in erster Linie
auf Mausstudien. Obwohl Unterschiede zum humanen System bekannt sind, wird
allgemein angenommen, dass sich die grundlegende Differenzierung bei beiden Spezies
ahnelt, da die involvierten Regulatoren dhnliche Funktionen erfillen (Payne and Crooks,
2007).

1.2.1 Die Stadien der B-Zell-Entwicklung

Schon frih wurden Klassifizierungssysteme entwickelt, um die zahlreichen B-Zell-
Differenzierungsstadien beschreiben und unterscheiden zu kénnen. Die Expression
verschiedener Oberflachenproteine spielte hierbei eine wichtige Rolle (Hardy et al., 2007;
Osmond et al, 1998). Mit Hilfe spezifischer Antikdrper, die gegen diese
Oberflachenproteine der B-Zellen gerichtet sind (Tabelle 1.1) (Abbildung 1.2), kénnen die
entsprechenden B-Zell-Entwicklungsstadien isoliert und auf Genexpression oder Zytokin-
Abhangigkeit untersucht werden. AulRRerdem bieten sie die Moglichkeit, das
Differenzierungsstadium von B-Zellen in Mausmodellen zu bestimmen, in denen die B-
Zell-Entwicklung, beispielsweise aufgrund eines fehlenden Gens, gestort ist. Diese
Klassifikationssysteme tragen malgeblich zum besseren Verstandnis der B-Zell-
Differenzierungsprozesse und den damit verbundenen Kontrollpunkten und Regulatoren
(zum Beispiel Transkriptionsfaktoren und Zytokine) bei.

Ausgangspunkt der in Abbildung 1.2 dargestellten B-Zell-Differenzierung sind die
HSCs. Genau wie die MPPs exprimieren sie bereits Oberflachenproteine (CD93, CD43,
CD117), die sich auch wahrend spaterer Stadien der B-Zell-Entwicklung nachweisen
lassen. Die Festlegung der lymphatischen Differenzierungsrichtung erfolgt jedoch erst mit
der Expression des Interleukin-7 Rezeptors (IL-7R oder CD127) auf den CLPs.
Differenziert ein CLP weiter auf dem Entwicklungspfad der B-Zellen, entsteht eine pra-
pro-B-Zelle. Sie ist der erste identifizierbare Zelltyp der B-Zell-Linie. Alle Zellen der B-Zell-
Linie exprimieren das Oberflachenprotein B220. Auf pra-pro-, pro- und friihen pra-B-

Zellen ist auRerdem CD43 nachweisbar.
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Antigen Weitere Bezeichnungen Gen Name

CD93 AA4.1, C1qr1, Ly68 Cd93

B220 CD45R, Ly5 Ptprc

CD43 Leukosialin, Sialophorin, Ly48 Spn

CD24 HSA, Nectadrin, Ly52 Cd24a

BP-1 Enpep, BP-1/6C3, APA, Ly51 Enpep

CD117 c-kit, SCFR, Steel factor R Kit

CD127 IL-7Ra 7r

CD19 B4 Cd19

CD25 IL-2Ra, Ly43 [2ra
Tabelle 1.1 Wichtige Antigene der B-Zell-Entwicklung. CD, Cluster of Differentiation; Ly, Lymphocyfe

Antigen,; C1qr1, Complement component 1, g subcomponent, receptor 1, Ptprc, Profein tyrosine phosphatase,

receptor type, C; HSA, Heat Stable Antigen. Ubernommen aus Alaverdi et al. (Alaverdi, 2002) und
http://www.ncbi.nim.nih.gov/sites/entrez (gefunden im Februar 2009).

pro_B nreife reife
B B
CD93

B220 N
CD43 n——
CD24

BP-1

CD117 mesess——
CD127
CD19

Abbildung 1.2  Expression ausgewdhlter Oberflachenproteine wahrend der Differenzierung von der
Stammzelle zur reifen B-Zelle. Abgewandelt nach Hardy et al. (Hardy and Hayakawa, 2001; Hardy et al.,
2007).

Der endgiiltige Verlust der Fahigkeit, in Richtung anderer Linien zu differenzieren,
geht mit der Expression von CD19 im pro-B-Zell-Stadium einher. Pro-B-Zellen
exprimieren auf3erdem vermehrt CD24 und verlieren den c-kit Rezeptor (CD117). Frihe
pra-B-Zellen sind zusatzlich zu HSA und CD19 auch BP-1 und CD25 positiv. In den

spaten pra-B-Zellen wird die CD43 Expression wieder gedrosselt. Es kommt zur Bildung
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der B-Zell-Rezeptor (BZR) Bestandteile. Exprimiert wird der BZR jedoch erst auf den
Zellen der folgenden Entwicklungsstufe (unreife B-Zelle) (Hardy et al., 2007; Satterthwaite
and Witte, 1996).

1.2.2 Die

Transkriptionsfaktoren

intrazelluldre Regulation der frilhen B-Zell-Entwicklung durch

Die friihen Schritte der B-Zell-Entwicklung werden durch mindestens zehn verschiedene
Transkriptionsfaktoren reguliert (Fuxa and Skok, 2007; LeBien and Tedder, 2008;
Matthias and Rolink, 2005; Moschese et al., 2004; Nutt and Kee, 2007; Singh et al.,
2005). In den folgenden Abschnitten soll auf einige dieser Faktoren und ihre Rolle
wahrend der B-Zell-Entwicklung eingegangen werden. Behandelt werden Pu.1, lkaros,
Ebf1, E2a, Pax5, Irf4 und Irf8. Ihre Inaktivierung fihrt in jedem einzelnen Fall zu einem

Phéanotyp, der mit schwerwiegenden Veranderungen der B-Zell-Entwicklung verbunden

ist.

Die folgende Tabelle 1.2 fasst vorab die wichtigsten

besprochenen Transkriptionsfaktoren zusammen.

Informationen zu den

Transkriptionsfaktor | DNA- B-Zell Phdnotyp ausgelést durch | Verbindung zZu
(Gen Symbol) Bindungsmotiv Fehlen des Gens in der Keimbahn | humaner B-ALL
Pu.1 (Sfoi1) Ets Fotale B-Zellen und CLPs fehlen () | Nicht mutiert
Ikaros (/kzf1) Zink Finger Alle B-Zellen fehlen @) Deletionen @

Blockade vor der pra-pro-B-Zelle, | Translokationen
E2a (7cfEZ2a) bHLH . o .

keine /gh Rekombination 4 und Mutationen @

) Blockade vor der pra-pro-B-Zelle, | Monoallelische

Ebf1 (Ebf71) Zink “knuckle”

keine /gh Rekombination ®

Deletionen

Pax5 (Pax5)

“Paired domain”

Blockade im pro-B-Zell-Stadium,

nur D-Ju Rekombination (©)

Monoallelische
Deletionen und

Translokationen 2

Absolute Menge B-Zellen reduziert; | Reduzierte
Irf8 (1r78) ) ]
nicht beschrieben | Verhaltnis friiher zu spater pra-B- | Expression in
Zellen ist vergroRert (™) BCR-ABL* ALL ®
Reduzierte
) ] Lymphadenopathy; Blockade der o
Irf4 (Irf4) nicht beschrieben | = , Expression in
spaten B-Zell-Entwicklung®
BCR-ABL* ALL ®)
Tabelle 1.2 Struktur und Funktion ausgewabhlter Transkriptionsfaktoren der B-Zell-Entwicklung.

(1), (McKercher et al., 1996; Scott et al., 1994; DeKoter et al., 2002); (2), (Kawamata et al., 2008a; Kawamata
et al., 2008b; Mullighan et al., 2007) ; (3), (Wang et al., 1996; Georgopoulos et al., 1994); (4) (Bain et al.,
1997; Borghesi et al., 2005); (5), (Lin and Grosschedl, 1995); (6) (Nutt et al., 1999; Nutt et al., 1997); (7), (Lu
et al., 2003); (8), (Klein et al., 2005); (9), (Mittrucker et al., 1997).Tabelle abgewandelt nach Nutt et al. (Nutt
and Kee, 2007).
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Pu.1: In den friheren Entwicklungsstadien (MPPs) scheint Pu.1 wichtig fir einen
Prozess zu sein, der bewirkt, dass sich die Zellen bevorzugt in Richtung der B-Zell Linie
entwickeln, denn es aktiviert die Expression von zwei essentiellen Faktoren der B-Zell-
Entwicklung (Ebf7 und //7r). Bei diesem Prozess ist vermutlich besonders das
Expressionsniveau von Pu.1 entscheidend. Untersuchungen haben gezeigt, dass niedrige
Pu.1 Level mit der B-Zell-Entwicklung korrelieren, wahrend eine hohe Expression die
myeloische Differenzierung begunstigt. Ist die Entscheidung fiir eine Differenzierung in B-
Zell-Richtung gefallen, wird Pu.1 grundsatzlich nicht mehr benétigt (Matthias and Rolink,
2005; Nutt and Kee, 2007).

Ikaros: lkaros gilt neben Pu.1 als weiterer wichtiger Faktor, der die lymphatische
Entwicklung in CLPs einleitet. In Zellen, denen das lkaros Gen fehlt, werden wichtige
Gene flr die lymphatische Differenzierung gar nicht oder schwacher als Ublich exprimiert
(1171, FIt3, Rag-1 und Rag-2). Ein direktes Zielgen von lkaros ist /g//7, eine Komponente
des pra-B-Zell-Rezeptors (pra-BZR). Es wird vermutet, dass Pu.1 und lkaros wichtige
Funktionen in parallelen Signalwegen erfillen (Matthias and Rolink, 2005; Nutt and Kee,
2007).

E2a: E2a aktiviert vermutlich gemeinsam mit PU.1 die Ebfl Expression. Aus
diesem Grund wird E2a im Kontext der B-Zell-Entwicklung (genauso wie Pu.1) als
initiierender Faktor angesehen, der fir den Erhalt der B-Zell Genexpression nicht
unbedingt notwendig ist (Nutt and Kee, 2007). Andererseits ist E2a zusammen mit Ebf1
essentiell fir die Bildung des pra-BZR. Gemeinsam aktivieren diese zwei Faktoren die
Expression des RAG-1/RAG-2 Komplexes und leiten dadurch die D-J4 Rekombination
ein. AuRerdem sind E2a und Ebf1 fir die Expression weiterer Bestandteile des pra-BZRs
(VpreB, A5, Iga und IgB) verantwortlich. Die beiden Faktoren demethylieren die DNA und
verandern beispielsweise das Chromatin des CD79a Promotors, so dass
Transkriptionsfaktoren wie Pax5 (siehe unten) die Expression dieses Gens aktivieren
kénnen (Kee, 2009; Ye and Graf, 2007).

Ebf1: Als Folge der Signalwirkung des IL-7R wird Ebf1 im CLP-Stadium erstmals
in signifikanter Menge exprimiert. E2a und Pu.1 aktivieren die Expression des Ebf7 Locus.
Dieser Effekt wird durch einen Rickkopplungsmechanismus von Ebf1 selbst verstarkt.
Pax5, ein Zielgen von Ebf1, erhoht die Ebf1 Expression zusatzlich. Durch diese Vorgéange
steigt das Ebf1 Expressionsniveau im Laufe der weiteren Differenzierung an. Gleichzeitig
geht das Potenzial dieser Zellen, in Richtung anderer Linien zu differenzieren, verloren
(Lukin et al., 2008). Die Expression von Ebf1 allein reicht aus, um ohne Pu.1 und E2a das
B-Zell Programm zu starten. Allerdings kénnen Ebf1 exprimierende TcfE2a” pro-B-Zellen
nicht auf einen IL-7 Stimulus reagieren. Hierfur wird E2a bendtigt, das bei der IL-7R

induzierten Regulation eines pro-proliferativen Faktors wichtig ist (Nutt and Kee, 2007).
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Pax5: Ebf1 und Stat5 gelten als direkte Regulatoren der Pax5 Expression. Pax5
kann Gene, die fur die B-Zell-Entwicklung wichtig sind, aktivieren (CD179, CD79a).
Gleichzeitig ist es aber auch in der Lage, die Expression von Genen, die fur frihe
Entwicklungsstadien (MPP, CLP) oder die Differenzierung in Richtung anderer Blutlinien
(myeloische Zellen) wichtig sind, zu unterdriicken (F/t3, Csfir). Pax5 ist demnach
essentiell fir die Vermittlung eines unumkehrbaren Schrittes in der B-Zell-Differenzierung,
der die Zellen als B-Zellen festlegt, so dass sich diese nicht mehr in Richtung anderer
Linien entwickeln kénnen. Beispielsweise kdnnen sich pra-pro-B-Zellen noch zu T- oder
NK-Zellen entwickeln, doch sobald Pax5 die Expression von CD19 in pro-B-Zellen
eingeleitet hat, geht dieses Entwicklungspotential verloren. Im Gegensatz zu Ebf1 reicht
Pax5 allein jedoch nicht aus, um ohne Pu.1 und E2a die B-Zell-Entwicklung einzuleiten.
Wie oben angedeutet, hat Ebf1 neben der Aktivierung von Pax5 noch weitere Funktionen,
die fur den reibungslosen Ablauf der B-Zell-Entwicklung wichtig sind (Cobaleda et al.,
2007; Nutt and Kee, 2007; Ye and Graf, 2007).

E2a und Ebf1 koénnen als Faktoren bezeichnet werden, die als erste den
Entwicklungsverlauf friher B-Zellen bestimmen und sie dadurch in Richtung B-Zell-Linie
lenken. Pax5 Ubernimmt die Funktion des zweiten wegweisenden Faktors der B-Zell-
Entwicklung, indem er die Zellen in ihrer Differenzierungsrichtung endgiiltig festlegt
(Medina and Singh, 2005).

Irf4, Irf8: Die Familie der Interferon-regulierenden Faktoren (Irf) besteht aus neun
Mitgliedern. Zwei dieser Faktoren Irf4 und Irf8 wird besondere Bedeutung wahrend der
hamatopoetischen Entwicklung beigemessen. Untersuchungen von Irf4-- Tieren beweisen
die Bedeutung dieses Faktors fir Funktion und Selbstregulation reifer B- und T-Zellen
(Mittrucker et al.,, 1997). Aulerdem scheint Irf4 in der frihen B-Zell-Entwicklung
Tumorsuppressor-Funktionen  zu  Gbernehmen  (Acquaviva et al, 2008).
Transplantationsversuche mit Irf8- Knochenmark konnten zeigen, dass die
Differenzierung ausgehend von den HSCs zugunsten der myeloischen Linie beeinflusst
wird (Wang et al.,, 2008). Vermutlich tragt Irf8 zu diesem Zeitpunkt durch die
Verminderung der Expressionsniveau von Pu.1 dazu bei, dass ein ausgeglichenes
Verhaltnis von CLPs zu GMPs vorliegt. AuRerdem sind im Irf87- Knochenmark deutlich
weniger B-Zellen (B220+*) vorhanden, wobei das Verhaltnis von friihen zu spaten pra-B-
Zellen signifikant vergroRert ist. In diesem Zusammenhang wird spekuliert, dass Irf8 dem
regulatorischen Komplex aus Ebf1, E2a und Pax5 vorgeschaltet ist und auf diese Weise
die B-Zell-Entwicklung beeinflusst. Bei Mausen, denen zusatzlich zum Irf8 auch das Irf4
Gen fehlt, sind die Auswirkungen noch drastischer (Lu et al., 2003). Die B-Zell-
Differenzierung ist am Ubergang von der friihen zur spaten B-Zelle blockiert. Gleichzeitig

ist diese Zellpopulation stark vergroRert, denn die vom pra-B-Zell-Rezeptor ausgehenden
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Uberlebens- und Zellteilungs-Signale werden nicht abgeschaltet. Begriindet wird dieser
Phéanotyp mit der Kontrollfunktion, die Irf4 und Irf8 wahrend des pra-B-Zell-Stadiums
erfillen, indem sie direkt oder indirekt die Expression zweier wichtiger Faktoren des préa-
B-Zell-Rezeptors (VpreB und A5) regulieren. Nur wenn der pra-B-Zell-Rezeptor nicht mehr
exprimiert wird, kann das weitere Differenzierungsprogramm (zum Beispiel die
Rekombination der leichten Kette des B-Zell-Rezeptors) gestartet werden, an dem Irf8
und If4 vermutlich auch beteiligt sind (Matthias and Rolink, 2005).

1.2.3 Die extrazellulare Regulation der friihen B-Zell-Entwicklung durch Zytokine
und Rezeptoren

Zytokine und ihre spezifischen Rezeptoren vermitteln die Aktivierung verschiedener

Signalwege und sichern dadurch das Uberleben der Zelle oder schiitzen diese aktiv vor

dem Zelltod. Solche Prozesse sind wahrend der Entwicklung h&dmatopoetischer Zellen

sehr wichtig, zum Beispiel um das Gleichgewicht der B-Zell Population zu gewahrleisten

(Metcalf, 2008).

Der FLT3 Rezeptor

Das F/t3 Gen kodiert fir die gleichnamige Rezeptor-Tyrosinkinase. Als Teil der
Rezeptor-Tyrosinkinase Subklasse Il besitzt FIt3 starke Ahnlichkeit mit vier weiteren
dieser Familie angehdérigen Rezeptoren (M-CSF, Macrophage Colony Stimulating Factor;
c-kit, Stem Cell Factor Recepfor;, PDGFRa/B, Platelet Derived Growth Factors Alpha/Beta)
(Small, 2006).

Ppe |
Extrazelluldre Domane ——<_ M=
mit Immunglobulin- T

v

L— Transmembran-Domé&ne
\ -

(2

dhnlichen Strukturen

Zellmembran
Bereich in dem ITDS — bl
gefunden wurden & )

1 Kinase-Domaéne 1

— Juxtamembran-Domane

_—

Berel?h in dem weitere —— .. Kirdise-Doritine 2
Mutationen gefunden - 4
wurden o

"~ C-Terminus

Abbildung 1.3  Der FLT3 Rezeptor.

lllustration von Kenneth Probst. Abbildung Gibernommen von Litzow (Litzow, 2005).
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Zu den Eigenschaften dieser Klasse der Wachstumsfaktor-Rezeptor-
Tyrosinkinasen gehort unter anderem eine spezielle Struktur im extrazellular gelegenen
N-Terminus, bestehend aus funf Immunglobulin-dhnlichen Domé&nen (Extrazellulare
Domane, ED). Dieser Bereich der Rezeptoren dient als Bindungsstelle fir den
entsprechenden Liganden. Die zur Signalibertragung notwendigen Proteinabschnitte
liegen im Zytoplasma hinter der Transmembran-Doméne (TD) und bestehen aus einer
Juxtamembran-Domane (JM) und zwei durch eine Interkinase-Doméane verbundenen
Kinase-Domanen (KD) (Lyman, 1995).

Expression: Untersuchungen zur Expression von FIt3 in unterschiedlichsten
Zelltypen ergaben, dass diese Rezeptor-Tyrosinkinase hauptsachlich in frihen Zellstadien
des hamatopoetischen Systems zu finden ist. Abbildung 1.4 zeigt die Entwicklung von der
LT-HSC zur pro-B-Zelle und die bei diesem Prozess auf der Zelloberflache exprimierten
Proteine. Die dargestellten Differenzierungsstadien wurden in  zahlreichen
Veréffentlichungen untersucht (Adolfsson et al., 2001; Christensen and Weissman, 2001;
Karsunky et al., 2008; Yang et al., 2005). Es wurde relativ einheitlich postuliert, dass die
Expression von FIt3 auf frihen hdmatopoetischen Zellen der Maus mit dem Verlust des
Selbsterneuerungspotenzials einher geht. Ob es sich hierbei jedoch um einen
schrittweisen Prozess handelt (Christensen and Weissman, 2001; Karsunky et al., 2008),
oder ob nur Zellen mit bereits festgelegter lymphatischer oder sogar B-Zell-
Entwicklungsrichtung FIt3 exprimieren (Adolfsson et al., 2001; Yang et al., 2005) wird
kontrovers diskutiert. Die Expression von FIt3 wird im weiteren Verlauf der Entwicklung
durch Pax5 ausgeschaltet (Holmes et al., 2006b). Dieser Prozess ist besonders wichtig
fur die Festlegung der Differenzierungsrichtung entlang der B-Zell Linie. Im Gegensatz zu
den Ergebnissen im murinen System, ergaben Untersuchungen in humanen Zellen aus
Knochenmark und Nabelvenenblut, dass dort auch LT-HSCs FLT3 exprimieren (Kikushige
et al., 2008). AuRerdem schitzt FLT3 humane HSCs, GMPs und CLPs durch die

Regulation eines Uberlebensfaktors vor dem Zelltod.
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LT-HSC ST-HSC MPP CLP pro-B-Zelle
— _.© —-Q——0Q

Lin- Lin- Lin- Lin-
S-:a” S-:ahi S-:ah‘ Scaint
e-Kith c-Kith e-Kit cKitht —» cKit
FLT3- —> FLT3* FLT3*  FLT3+ —> FLT3
Thy1.1%® Thy1.1° = Thyl.1- Thy1.1-
cD127- CcD127- CcD127- —> CcD127* cD127+

Abbildung 1.4  Expression ausgewdéhlter Oberfldchenproteine wéhrend der Differenzierung von der LT-
HSC zur pro-B-Zelle (Christensen and Weissman, 2001; Karsunky et al., 2008). Lin-, negativ flr Linien-
spezifische Marker; ScaM, Sca-1 wird hoch exprimiert; Thy1.1'°, niedriges Thy1.1 Expressionslevel; c-kitin,
mittleres c-kit Expressionslevel. Die roten Pfeile kennzeichnen eine fiir den Differenzierungsstatus wichtige

Veranderung im Expressionsniveau des markierten Oberflachenproteins.

Signalwirkung: Die Bindung des Flt3-Liganden (FL) an die ED fuhrt zur
Homodimer-Bildung zweier FIt3 Rezeptoren. Zeitgleich werden deren intrazellulare
Rezeptorbereiche nebeneinander positioniert, wodurch spezifische Tyrosin-Reste (589
und 591, siehe Abbildung 2.1) in der JM des einen Rezeptors Phosphatgruppen auf den
anderen Rezeptor Ubertragen und umgekehrt. Dieser als Transphosphorylierung
bezeichnete Vorgang l6st die Kinaseaktivitdt des FIt3-Rezeptors aus. Im Zuge dieser
enzymatischen Reaktion werden Phosphatreste auf verschiedenste Substratproteine
Ubertragen, die in Verbindung zu weiteren Signalproteinen stehen und bei Apoptose,
Zellteilung und Differenzierung eine Rolle spielen. Der FIt3 Rezeptor Gbernimmt damit
eine Vermittlerrolle in Signalkaskaden (zum Beispiel PISK/AKT und RAS/MAP Kinase)
ausgehend von der Zellmembran bis hin zum Zellkern (Levis and Small, 2003; Parcells et
al., 2006).
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Der Interleukin-7 Rezeptor

IL-7 Abbildung 1.5  Aktivierung von STAT5 durch Signalwirkung des IL-7

f/- ?\,’:_:‘:j '“\J Rezeptors Abbildung aus (Kee, 2009).
IL7Ra A [ T Der Interleukin-7 Rezeptor (IL-7R) setzt sich aus zwei
unterschiedlichen Proteinketten zusammen. Der IL-7Ra
] genannte Teil wird vom Gen //7r kodiert und ist entweder Teil
: des IL-7Rs oder bildet gemeinsam mit einem anderen Protein
den Rezeptor flr TSLP (TSLP, Thymic Stromal Lymphopoietin).
Auch die y; Kette ist nicht nur als Teil des IL-7Rs zu finden,
m:/_m\ sondern wird auRerdem fir die Bildung anderer Interleukin-
:El\:}r/ "':‘.‘-EC: Rezeptoren bendtigt (IL-2R, IL-4R, IL-9R, IL-15R, IL-21R)

= ,]_k < ) (Milne and Paige, 2006).

Expression und Signalwirkung: Die Entwicklungsstufe der CLPs ist das frihste
Stadium wahrend der hdmatopoetischen Entwicklung, in dem die Expression des IL-7R
nachweisbar ist. Die Signalwirkung des Rezeptors ist zu diesem Zeitpunkt ein wichtiger
Faktor bei der Festlegung der B-Zell-Entwicklungsrichtung. Der IL-7R tragt zur Bildung
eines Transkriptionsfaktor-Netzwerks bei, indem er (ber den nachgeschalteten Faktor
Stat5 (siehe Abbildung 1.5) die Expression von Ebf1, einer Komponente dieses
Netzwerkes, verstarkt und damit den Ubergang von pra-pro-B-Zellen zu reiferen B-Zell-
Stadien fordert. Aulerdem scheint es eine starke Interaktion zwischen den Signalwegen
zu geben, die vom IL-7R und pra-BZR ausgel6st werden. Die Expression des pra-BZR auf
frhen pra-B-Zellen verstarkt die Expression des IL-7R an der Zelloberflache, wodurch die
Zellen starker auf IL-7 ansprechen. Hierdurch kommt es zur selektiven Vermehrung pra-
BZR positiver Zellen auch unter Bedingungen, in denen weniger IL-7 vorliegt. Gleichzeitig
wird die Vermehrung der friihen pra-B-Zellen jedoch auch eingeschrankt, indem der pra-
BZR zur selben Zeit die Differenzierung der friihen pra-B-Zellen induziert. Im spaten pra-
B-Zell-Stadium sprechen die Zellen nicht mehr so effektiv auf IL-7 an. Diese
Wirkungsweisen zeigen, dass IL-7R und pré-BZR eine zentrale Rolle bei der Kontrolle von
Zellteilung, Uberleben und Differenzierung der B-Zellen spielen (Herzog et al., 2009; Nutt
and Kee, 2007). Dennoch gilt der IL-7R allein nicht als unverzichtbar fur die B-Zell-
Entwicklung. Wird in IL7R-- Mausen jedoch zusatzlich die Flt3-Expression ausgeschaltet,
lassen sich keine B-Zellen mehr nachweisen. Demnach ist auch das gemeinsame Wirken
von FIt3 und IL-7 Rezeptoren essentiell fir die B-Zell-Entwicklung (Sitnicka et al., 2003;
Vosshenrich et al., 2003).
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Der c-kit Rezeptor

Die Rezeptor-Tyrosinkinase c-kit wird durch den ,Sfee/ Factor” aktiviert, einem
Liganden, der das Uberleben und den Selbsterhalt der HSCs unterstiitzt und deshalb
auch Stammzellfaktor (SCF, Sftem Cell Factor) genannt wird. Das Fehlen beider c-kit
Allele fihrt bei neugeborenen Mausen normalerweise zum Tod. Dennoch gelang es mit
Hilfe einer Uberlebenden c-kit-defizienten Maus einen Mausstamm zu zilchten, dessen
Nachkommen lebensfahig waren (Waskow and Rodewald, 2002). Untersuchungen der
lymphatischen Linie dieser Tiere zeigten, dass c-kit in der fétalen B-Zell-Entwicklung nicht
notwendig ist. Der Defekt in der B-Zell-Linie zeigt sich erst in ausgewachsenen Tieren.
Aus deren HSCs gehen zwar lymphatische Vorlaufer hervor, die B-Zell-spezifische
Oberflachenproteine exprimieren, doch ein Grolteil dieser Zellen ist in der Entwicklung
gestort. Der c-kit Rezeptor ist demnach essentiell, um auch im erwachsenen Tier die
Entwicklung von B-Zellen aus der HSC zu gewahrleisten. Im Laufe der Entwicklung von
der HSC bis hin zur pra-pro-B-Zelle wird c-kit stetig niedriger exprimiert und ist im pro-B-
Zell Stadium schlieBlich gar nicht mehr nachweisbar (Abbildungen 1.2 und 1.4) (Pelayo et
al., 2006).

Der IL-2 Rezeptor

Der CD25 Antikdrper bindet an die IL-2 Rezeptor alpha-Kette (IL-2Ra), die auf
frihen und spaten pra-B-Zellen exprimiert wird. Es ist unklar, ob sie in diesem B-Zell-
Stadium als Teil des IL-2 Rezeptors (IL-2R) zusammen mit den B und y. Ketten vorliegt,
oder allein exprimiert wird. Eine /n vifro Stimulation mit IL-2 hat keine Auswirkungen auf
die Teilung oder Differenzierung von pra-B-Zellen. Auch Mause mit fehlender IL-2
Expression zeigen keinen offensichtlichen B-Zell Defekt (Rolink et al., 1994). In Mausen,
denen das //2ra Gen fehlt, kommt es zwar zu einer massiven Expansion lymphatischer
Zellen, doch bei diesen handelt es sich um T- und B-Zellen ausgereifter
Entwicklungsstadien. Die Studien konnten zeigen, dass IL-2Ra fiir die Entwicklung friiher
B-Zellen nicht essentiell ist (Willerford et al., 1995).

Pra-B-Zell-Rezeptor und B-Zell-Rezeptor

Die friihe B-Zell-Entwicklung ist durch eine geordnete Umlagerung von Genen, die
fur Antigen-Rezeptoren kodieren, gekennzeichnet. Durch diesen Vorgang entsteht die
Vielfalt der B-Zell-Rezeptoren, die fir die spezifische Immunantwort verantwortlich sind.
Die Genrekombination wird durch einen Komplex zweier Proteine eingeleitet, die von den
Rekombinations-aktivierenden-Genen 1 und 2 (Rag7 und RagZ2) kodiert werden. Dieser
RAG1/RAG2 Komplex verursacht Doppelstrangbriiche zwischen Gensegmenten der

Immunglobulin (Ig) Loci und spezifischen Erkennungssequenzen. Die geschnittenen DNA
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Enden werden anschlielfend durch Proteine verbunden, die Doppelstrang-Briiche
ungeachtet ihrer Sequenzhomologie reparieren.

Expression: Der erste Schritt in der B-Zell-Entwicklung ist die Umordnung des Ig
Locus der schweren Kette (Heavy Chain, HC) (lgH). Dieser Prozess wird V(D)J
Rekombination genannt, denn die Umlagerung betrifft V (Variable), D (Diversity) und J
(Joining) Segmente des /gH Locus und beginnt im pro-B-Zell-Stadium durch die
Umlagerung von Dy zu Ju. Es folgt die Umlagerung von Vy zu DJn im frihen pra-B-Zell-
Stadium. War diese Rekombination erfolgreich, wird eine HC exprimiert. Zwei HCs bilden
zusammen mit zwei vorlaufigen leichten Ketten (Surrogate Light Chain, SLC) und den
Polypeptiden Iga und IgB (kodiert durch die Gene Cd79a und Cd79b) den
membranstandigen pra-B-Zell-Rezeptor (pra-BZR) (Abbildung 1.6). Die SLC besteht aus
zwei Proteinen, A5 und VpreB, die von nicht rekombinierten Genen (/g//7 und VprebZ2)
kodiert werden (Herzog et al., 2009; LeBien and Tedder, 2008). Der pra-BZR wird zwar
nur voribergehend exprimiert, stellt aber den ersten wichtigen Kontrollpunkt der B-Zell-
Entwicklung dar. Die vom Rezeptor abgegebenen Signale zeigen, ob dieser intakt ist. Nur
Zellen mit funktionierendem pra-BZR, das heif3t intakter HC, werden durch diese Signale
verstarkt zur Zellteilung angeregt (klonale Expansion). Gleichzeitig differenzieren diese
Zellen weiter in Richtung des spaten pra-B-Zell-Stadiums, denn die Signalwirkung des
pra-BZR flihrt aullerdem dazu, dass die A5 Expression gedrosselt und damit auch die
SLC Expression beendet wird. Die spaten pra-B-Zellen exprimieren folglich keinen pra-
BZR mehr. In diesem Stadium der B-Zell-Entwicklung findet die Rekombination des Ig
Locus der leichten Kette (Light Chain, LC) (lgL) statt. Die HC liegt zu diesem Zeitpunkt
lediglich im Zytoplasma vor. Erst im darauf folgenden Stadium der unreifen B-Zellen wird
der spezifische B-Zell-Rezeptor (BZR) bestehend aus HCs und LCs auf der Zelloberflache
exprimiert (Abbildung 1.6). Die unreifen B-Zellen unterliegen einem Selektionsprozess,
dem zweiten Kontrollpunkt der B-Zell-Entwicklung, bei dem getestet wird, ob der auf ihnen
exprimierte BZR mit Antigenen des eigenen Organismus reagiert, also autoreaktiv ist. Ist
dies der Fall, werden sie eliminiert, andernfalls verlassen sie das Knochenmark, wandern
in die Milz und differenzieren dort zu reifen B-Zellen (Herzog et al., 2009; LeBien and
Tedder, 2008). In Abbildung 1.7 sind die beschriebenen Prozesse wahrend der

Entwicklung vom CLP zur reifen B-Zelle schematisch dargestellt.
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pra-B-Zell-Rezeptor B-Zell-Rezeptor

Zellmembran

Y~Hc

Abbildung 1.6 Pr&-B-Zell-Rezeptor und B-Zell-Rezeptor.

pra-
+ ++ ++

Rag-1 und Rag-2

Gen Locus IgH DJ vDJ vDJ vDJ vDJ
Gen Locus IgL VJ vJ VvJ
Rezeptor pra-BZR BZR BZR
Positivselektion: Negativselektion:

Kontrollpunkt HC intakt? BZR autoreaktiv?

Abbildung 1.7  Entwicklung vom CLP zur reifen B-Zellen. Der schwarze Pfeil symbolisiert die klonale
Expansion friiher pra-B-Zellen mit intakter HC. Abgewandelt nach Herzog et al. und Hardy et al. (Hardy et al.,
2007; Herzog et al., 2009).

Signalwirkung: Die Aktivierung und damit verbundene Signalwirkung des pra-
BZR erfolgt vermutlich unabhangig von einem Liganden durch Zusammenlagerung
mehrerer Rezeptorproteine (Bankovich et al., 2007). Hendriks et al. unterscheiden vier
wichtige Wirkungsrichtungen der teilweise zusammenlaufenden Signale des pra-BZR und
des IL-7R (Hendriks and Kersseboom, 2006). (1) Sie verhindern eine Rekombination auf
dem zweiten IgH Allel (Allelic Exclusion), um zu gewabhrleisten, dass wirklich nur ein

einziger spezifischer BZR exprimiert wird. (2) Sie stimulieren die Zellteilung und
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verhindern den Zelltod durch Expression pro-proliferativer (N-myc, c-myc) und anti-
apoptotischer (Bcl-2, Bcl-x,) Faktoren. (3) Sie beenden die Zellteilung durch Minderung
der Expressionsniveaus von SLC und IL-7R Genen. (4) Sie férdern die Reifung der Zelle
und leiten die ersten Schritte zur Rekombination des /gL Locus ein. Die Vermittlung dieser
Signale erfolgt durch zahlreiche Signalproteine.

Der BZR erfiillt zwei Hauptaufgaben: (1) Er leitet regulatorische Signale weiter, die
Uber das Schicksal der jeweiligen B-Zelle entscheiden und (2) vermittelt die
Prozessierung von Antigenen, die daraufhin den T-Zellen prasentiert werden, was zu
einer vollstandigen Aktivierung der B-Zellen fuhrt (Niiro and Clark, 2002). Da sich diese
Einleitung auf die friheren Stadien der B-Zell-Entwicklung beschrankt, wird nur Punkt (1)
naher erlautert. Bindet ein Antigen an den BZR kommt es zur Signalwirkung des B-Zell-
Rezeptors Uber verschiedene Signalproteine und Signalkaskaden. Im Stadium der
unreifen B-Zelle erfolgt auf diesem Weg ein Selektionsprozess, der autoreaktive und
tolerante BZR unterscheidet. Nur in unreifen B-Zellen, die korpereigene Antigene
erkennen, wird der BZR aktiv. Dies flhrt zur Eliminierung der autoreaktiven Zellen, ein
Prozess, der auf 3 Wegen erfolgen kann: (A) BZR-induzierter Zelltod, (B) Inaktivierung
oder (C) Korrektur der BZR-Spezifitat. Unreife B-Zellen, die diesen Kontrollpunkt passiert
haben, verlassen das Knochenmark. Sie wandern in die Milz und unterliegen dort, und
spater in den Lymphknoten, weiteren Selektionsprozessen und Reifungsvorgangen, die

unter anderem auch Uber den BZR gesteuert werden (Niiro and Clark, 2002).
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1.3 Die Leukdmie

Wenn die Selbsterneuerungs- und Differenzierungs-Prozesse hamatopoetischer Zellen
wahrend der Entwicklung aus dem Gleichgewicht geraten, kann dies zur Entstehung einer
Leukamie fuhren. Diese bdsartige Erkrankung ist gekennzeichnet durch eine unbegrenzte
Teilungsfahigkeit der betroffenen Zellen, die sich massiv in Knochenmark, Blut und
anderen Organen ausbreiten. Akute Leukdmien sind durch unterschiedliche genetische
Auffalligkeiten,  klinische  Charakteristka und  schwankende  Heilungserfolge
gekennzeichnet. lhre Klassifizierung erfolgte bereits vor 25 Jahren anhand
morphologischer Kriterien durch die sogenannte French-American-British (FAB)
Klassifikation. Die  Weltgesundheitsorganisation (WHO) hat ein neues
Klassifikationssystem eingefihrt, fir das zusatzlich zytogenetische, molekulargenetische
und immuno-phanotypische Erkenntnisse in Betracht gezogen werden. Diese
diagnostischen Mittel sind wichtig, um die Art der Leukdmie mdglichst genau zu

bestimmen und mit Hilfe dieser Informationen gezielte Therapien einleiten zu kénnen

(Gilliland and Tallman, 2002).
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Abbildung 1.8  Akute myeloische Leukédmien (AML) und akute lymphatische Leukdmien der B-Zellen (B-
ALL) sind durch eine Differenzierungsblockade in der jeweiligen hdmatopoetischen Linie gekennzeichnet.
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Abhéngig davon, ob die leukdmischen Zellen noch ausdifferenzieren oder in einem
unreifen Entwicklungsstadium blockiert sind, handelt es sich um chronische oder akute
Leukédmien. Im weiteren Verlauf dieser Einleitung werden die akuten Leuk@mien im
Vordergrund stehen. Hier unterscheidet man akute myeloische Leukdmien (AML) und
akute lymphatische Leukamien (ALL) (Abbildung 1.8). AML treten vermehrt im
Erwachsenenalter auf, wobei die Anzahl der Erkrankungen ab einem Alter von 40 Jahren
linear ansteigt und der Median bei etwa 65 Jahren liegt. Das alters-spezifische Auftreten
der ALL hat ihren Héhenpunkte im Alter von 2 und 4 Jahren, nimmt wahrend des spaten
Kindes- und frihen Erwachsenenalters ab und steigt bei alteren Erwachsenen noch mal
an (Gilliland and Tallman, 2002).

Viele Anzeichen deuten darauf hin, dass es sich bei der Krebsentstehung um
einen mehrstufigen Prozess handelt (Hanahan and Weinberg, 2000). Vermutlich miissen
auch zur Entstehung einer Leuk@mie erst mehrere genetische Veranderungen erfolgen,

bevor aus einer normalen hamatopoetischen Zelle eine leukdmische Zelle wird.

Veranderte Antwort auf

Wachstums-
Anti-Wachstums-} Signale

Alterungs-

Selbsterhalt
Apoptose —

Differenzierung

Abbildung 1.9  Was macht aus einer hadmatopoetischen Zelle eine leukdmische Zelle? Die normalen

Mechanismen der Selbstregulation missen umgangen werden. Abgewandelt nach Pui et al. (Pui et al., 2004).

Bei einer akuten Leukamie sammeln sich groRe Mengen unreifer Zellen an. Diese
sogenannten Blasten entwickeln sich, abhangig von der Art der Leukdmie, nur bis zu
einem unreifen Differenzierungsstadium. Dies deutet darauf hin, dass die Stérung des
normalen Differenzierungsprogramms in Verbindung mit der Entwicklungsblockade ein
Schlisselereignis wahrend der Leukdmogenese darstellt. Zusatzlich muss es im
leukdmischen Klon zu Veranderungen kommen, die ihm einen deutlichen Zellteilungs-

oder Selbsterneuerungs-Vorteil vermitteln, damit er die tbrigen Zellen Gberwachsen kann.
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Auch Stérungen in Signalwegen, die fur den Zelltod verantwortlich sind, fihren im Zuge
des dadurch vermittelten Uberlebensvorteils zu einer Vermehrung der anomalen Zellen.
Fur die unbegrenzte Teilungsfahigkeit der Zellen ist es schlieRlich wichtig, Mechanismen
zu erwerben, die zur Erhaltung der Telomer-DNA beitragen. Zusammenfassend sind also
folgenden Eigenschaften an der Entstehung einer leukdmischen Zelle beteiligt: blockierte
Differenzierung, verstarkte Zellteilung, verandertes Selbsterneuerungs-Potenzial,
Uberlebensvorteil und Telomer-Erhalt (Abbildung 1.9) (Warner et al., 2004).

Welche genetischen Veranderungen wurden in akuten Leukdmien gefunden? Und
welche der oben genannten ,leukdmischen Eigenschaften“ vermitteln sie? Bei der
Beantwortung dieser Fragen kann ein 2001 von Dash und Gilliland vorgestelltes
vereinfachtes Modell der Leukdamogenese helfen (Dash and Gillland, 2001). Sie
unterscheiden zwei Klassen von Mutationen. Klasse 1 Mutationen vermitteln den
hamatopoetischen Vorlduferzellen einen Zellteilungs- und Uberlebensvorteil, beeinflussen
jedoch  nicht die Differenzierung. Klasse 2 Mutationen verdndern das
Differenzierungsprogramm und kénnen zu einer Expansion hamatopoetischer
Vorlauferzellen flhren. Eine leukdmische Zelle ist also deshalb durch verstarkte
Zellteilung, den Uberlebensvorteil und eine Differenzierungsblockade gekennzeichnet,
weil in ihr Mutationen beider Klassen vorliegen (Gilliland and Tallman, 2002). Bereits im
Jahr 1983 ging eine solche These aus Studien mit dem Vogel-Erythroblastose-Virus
(AEV, Avian Erythroblastosis Virus) hervor. Die vollen transformierenden Eigenschaften
dieser Viren kamen nur durch das Zusammenwirken zweier Gene zustande, die
Zellteilungsraten und Differenzierungsvorgange der Wirtszellen veranderten (Graf and
Beug, 1983).

Klasse 2 Mutationen: In die Gruppe der Klasse 2 Mutationen lassen sich
chromosomale Translokationen (A) und Mutationen (B) von Transkriptionsfaktoren
einordnen. Translokationen werden in etwa 50% aller akuten Leukdmien gefunden und
entstehen durch die Rekombination zweier nicht-homologer Chromosomen. Dieser
Vorgang fuhrt dazu, dass zwei Gene falschlicherweise miteinander verknlpft werden,
wodurch es zur Bildung eines sogenannten Fusionsproteins kommt, das in gesunden
Zellen normalerweise nicht vorkommt. Umfangreiche Gen-Expressions-Analysen haben
die Vermutung untermauert, dass spezifische chromosomale Translokationen
bezeichnend fiir bestimmte Leuk@mie-Subtypen sind. Ublicherweise stéren
Translokationen die geregelte Expression der Transkriptionsfaktoren. Diese kontrollieren
in vielen Fallen die Differenzierung, werden abhangig vom Entwicklungsstand reguliert
und kodieren meist flr Proteine, die an der Spitze transkriptioneller Kaskaden stehen.

Solche onkogenen Transkriptionsfaktoren, die nachgeschaltete Gene entweder positiv
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oder negativ kontrollieren, werden in leukdmischen Zellen anormal, zum Beispiel in Form
eines Fusionsproteins oder als Mutante, exprimiert (Pui et al., 2004).

(A) Fast die Halfte aller AML Falle sind durch das Auftreten einer chromosomalen
Translokation gekennzeichnet (Abbildung 1.10). Betreffen solche genetischen
Veranderungen den Retinolsaure-Rezeptor alpha (Retinoic Acid Recepfor alpha, RARQ),
leiden die Leuka@miepatienten unter einer Blockade der granulozytaren Differenzierung.
Ein noch friiheres Stadium der myeloischen Entwicklung ist von der Translokation t(8;21)
betroffen. Die Gene RUNXT (Runt Related Transcription Factor 1) (Chromosom 21) und
ETO (Eight Twenty One Oncogene) (Chromosom 8) werden hierbei miteinander verknupft
und kodieren fur das Fusionsprotein AML1-ETO. Es wird, abhéngig vom genetischen
Hintergrund und geographischer Lage, in 8 bis 20% aller AML Falle gefunden (Gilliland et
al., 2004).

Translokationen des RUNXT7 Gens spielen auch in der ALL eine wichtige Rolle. In
etwa 25% aller Falle mit friher B-Zell-ALL, der haufigsten Leukdmieform in Kindern, kann
das ETV6-RUNX1 (ETV6, ETS Variant 6) Fusionsprotein nachgewiesen werden, das
durch die chromosomale Translokation t(12;21) entsteht. Es flhrt in Vorlauferzellen der B-
Zell Linie zu einer gestorten Entwicklung der friihen B-Zellen, wodurch es zur Expansion
sogenannter leukamischer Lymphoblasten kommt. Eine solche Stdrung ftritt auch in
Leukdmien mit Translokationen des MLL (Mixed Lineage Leukemia) Gens auf, fur das
mehr als 40 Fusionspartner bekannt sind. Darunter befinden sich unter anderem AF-4
(AFF1, AF4/FMRZ2 family, member 1) und ENL (Eleven Ninefeen Leukemia), die an der
Entstehung von ALLs beteiligt sind und besonders haufig im Sauglingsalter auftreten
(Armstrong and Look, 2005; Pui et al., 2004).

(B) Neben den erwahnten Translokationen werden auch Mutationen und
Deletionen von Transkriptionsfaktorgenen in akuten Leukdmien gefunden. Das Gen
CEBPA (CCAAT/enhancer binding protein alpha) kodiert fir einen Transkriptionsfaktor
(C/EBPa), der in 9% aller AML Falle mutiert ist (Radomska et al., 1998). C/EBPa ist
wahrend der normalen Hamatopoese in den frihen Stadien der myeloischen
Differenzierung aktiv und wird in heranreifenden Granulozyten vermehrt exprimiert. Der
Verlust dieser Funktionen kann durch die Blockade der granulozytaren Differenzierung zur
Entstehung einer Leukamie beitragen (Koschmieder et al., 2009; Schwieger et al., 2004).
Die SNP-Technologie (SNP, Single Nucleotide Polymorphism) hat durch Genom-
Ubergreifende Analysen von Proben aus Leukamiepatienten in neuster Zeit dazu
beigetragen bis jetzt noch nicht entdeckte genetische Veranderungen zu identifizieren.
Untersuchungen von ALL-Proben mit Hilfe dieser Methode haben gezeigt, dass in 40%
der Falle Transkriptionsfaktoren, die wahrend der frihen B-Zell-Entwicklung wichtige
Funktionen erflllen, von Mutationen (PAX5), Deletionen (PAX5, IKAROS, EBF1) oder
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Translokationen (PAXS5) betroffen sind (Kawamata et al., 2008a; Kawamata et al., 2008b;
Mullighan et al., 2007).

Klasse 1 Mutationen: Ein Gen, das den Klasse 1 Mutationen zugeordnet wird, ist
FLT3 (FMS-like Tyrosine Kinase 3), das am haufigsten mutierte Gen in akuten
Leukdmien. Man unterscheidet zwei Arten von Mutationen dieser Rezeptor-Tyrosinkinase.
(1) Interne Tandem-Duplikationen (ITD) betreffen die Juxtamembran-Domane des
Rezeptors und liegen in der GréRenordnung zwischen 3 und 400 Basenpaaren, wobei
das Leseraster des FL73 Gens erhalten bleibt (Abbildung 1.3). Die Folge der ITD
Mutation ist eine unkontrollierte Signalwirkung der Tyrosinkinase, wodurch es zu einer
andauernden Aktivierung von Signalwegen kommt, die dafiir bekannt sind, dass sie einen
Zellteilungs- und Uberlebens-Vorteil vermitteln, zum Beispiel RAS/MAP-Kinase, STAT5
und PIBK/AKT (MAP-Kinase, Mitogen Acitvated Proteinkinase; STATS, Signal Transducer
and Activator of Transcription 5, PI3K, Phosphatidylinositol 3-Kinase; PKB/AKT, Profein
Kinase B). (2) Punktmutationen betreffen haufig die Asparaginsdure 835, die in der
Kinase-Doméane (KD) des FLT3 Rezeptors liegt. Sie fuhren, wie ITD, zur konstitutiven
Aktivierung von FLT3 (Gilliland et al., 2004; Small, 2006). Abbildung 1.10 zeigt, dass
FLT3-aktivierende Mutationen in etwa 30 bis 35% aller AML Falle nachweisbar sind. Ihr
Vorkommen in Patienten mit AML1-ETO und RARa Translokationen liegt dem oben
besprochenen Modell der 2 Mutationsklassen zugrunde. Auch in Kindern mit B-Zell-ALL
(B-ALL) werden ITD und KD Mutationen gefunden (Abbildung 1.11). Betroffen sind hier
besonders die Falle mit einer MLL Translokation und Patienten mit hyperdiploidem
Chromosomensatz, deren leukdmische Zellen durch das Auftreten von mehr als 46
Chromosomen gekennzeichnet sind.

Neben FLT3 werden auch aktivierende Mutationen von K/7 und RAS zu den
Klasse 1 Mutationen gezahlt (Gilliland and Tallman, 2002). K/7 kodiert flir eine Rezeptor-
Tyrosinkinase (c-KIT), die besonders haufig in Patienten mit AML1-ETO Translokation
mutiert ist (Warner et al., 2004). RAS Onkogene kodieren fiir eine Familie der Guanin-
Nukleotid-bindenden Proteine. Diese regulieren die Weiterleitung von Signalen, indem sie
an membrangebundene Rezeptoren wie zum Beispiel c-KIT und FLT3 binden. Mutationen
dieser Gene sind in fast 20% aller AML Patienten zu finden (Renneville et al., 2008).

Die vorliegende Arbeit soll durch die nadhere Untersuchung einer aktivierenden
FLT3 Mutation dabei helfen zu verstehen, wie diese kooperierenden genetischen
Veranderungen und die dadurch betroffenen Signalwege interagieren, um Zellteilung,
Differenzierung und Uberleben hamatopoetischer Zellen zu verandern und sie dadurch zu

leukamischen Zellen transformieren.

22



1 Einleitung
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Abbildung 1.10 FLT3 Mutationen in AML. Abgewandelt nach Look et al. (Look, 1997; Schnittger et al., 2002;
Thiede et al., 2006).
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Abbildung 1.11  FLT3 Mutationen in péadiatrischer B-ALL. Abgewandelt nach Armstrong et al. (Armstrong
and Look, 2005; Armstrong et al., 2004; Paulsson et al., 2008; Taketani et al., 2004).
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Fragestellung

FLT3 ist eines der am haufigsten mutierten Gene in akuten Leukamien. Es kodiert fur eine
Rezeptor-Tyrosinkinase, die durch ihre normale Signalwirkung die Differenzierung,
Zellteilung und Apoptose friher hamatopoetischer Zellen der myeloischen und
lymphatischen Linie beeinflusst. Mutationen von FLT3 flihren zu einer unkontrollierten,
andauernden Signalwirkung des Rezeptors und bringen dadurch die oben genannten
Prozesse aus dem Gleichgewicht. Solche Stérungen der hamatopoetischen Entwicklung
spielen auf dem Weg zur Entstehung von akuten myeloischen und lymphatischen
Leukédmien (AML und ALL) eine wichtige Rolle.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen Mausmodelle etabliert werden, um zu
untersuchen, wie sich die Expression eines FLT3 Rezeptors mit interner Tandem-
Duplikation (FLT3-ITD) auf die Entwicklung hamatopoetischer Zellen von Maus
(Allotransplantation) und Mensch (Xenotransplantation) /n vivo auswirkt. FLT3 Mutationen
treten haufig in Verbindung mit weiteren genetischen Veranderungen auf, deshalb fiihrt
ihre Expression allein vermutlich nicht zur Entstehung einer Leukdmie. Das Modell der
Allotransplantation soll deshalb durch den Irf87- Mausstamm erweitert werden. In diesen
Tieren ist das hamatopoetische System durch myeloische und lymphatische
Entwicklungsstorungen bereits vorgeschadigt. Das fehlende Irf8 soll eine zusatzliche
genetische Veranderung darstellen, die bei der Entstehung einer Leukamie
maoglicherweise mit FLT3-ITD kooperiert oder deren Verlauf oder Phanotyp beeinflusst.

Fir die Experimente soll FLT3-ITD cDNA eines Leukamiepatienten (FLT3mut) in
einen retroviralen Vektor kloniert werden, der hAmatopoetische Zellen effektiv infiziert und
stabil in das Wirtsgenom integriert. Er soll zur Infektion von murinem Knochenmark oder
humanen Primarzellen aus Nabelvenenblut verwendet werden. Die infizierten Zellen
sollen in genetisch identische Empfangertiere beziehungsweise immundefiziente
NOD/scid Mause transplantiert werden, deren hamatopoetischen Organe in einem
Beobachtungszeitraum von 3 Monaten auf etwaige FLT3mut bedingte makroskopische
und mikroskopische Befunde untersucht werden sollen. DurchfluRzytometrische Analysen
von Knochenmark-, Milz- und Blutzellen sollen zeigen, ob und falls ja, in welchen
Blutlinien, es durch die Expression von FLT3mut zu unkontrollierter Zellteilung oder
gestorten Differenzierungsprozessen kommt.

Aus Untersuchungen zur Signalwirkung von aktiviertem FLT3 ist bekannt, dass die
Expression von FLT3-ITD zu einer verstarkten Aktivierung von STATS fihrt. Aus diesem
Grund soll auRerdem untersucht werden, ob STAT5 auch in den FLT3mut Zellen der
etablierten Modelle aktiviert ist und falls ja, ob sich der FLT3mut Effekt im

Allotransplantations-Modell durch Expression eines aktivierten STATS imitieren lasst.
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21 Material
Sofern nicht anders angegeben, wurden Reagenzien und Chemikalien von Sigma
(Taufkirchen), MERCK (Darmstadt), Invitrogen (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), MBI-

Fermentas (St. Leon-Rot) oder BD Beckton-Dickinsen (Heidelberg) bezogen.

2.1.1 Enzyme
Alle in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Enzyme wurden von MBI-Fermentas bezogen

und gemal’ den Herstellerangaben eingesetzt.

2.1.2 Kits
BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems (Darmstadt)
Decalabel™ DNA Labeling Kit MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
DNA Gel Extraction Kit Millipore (Schwalbach)
Amersham ECL-Detection™ plus Kit (GE Healthcare, Little Chalfont, UK)
Easy Sep™ Human Cord Blood Stem Cell Technologies

CD34 Selection Kit (Vancover, Kanada)
Plasmid Maxi Kit Qiagen (Hilden)
Profection Mammalian Transfection Promega (Mannheim)

System Calcium Phosphate

Qiaquick PCR Purification Kit Qiagen (Hilden)

Taqg Polymerase Core Kit Qiagen (Hilden)

213 Medien

2.1.3.1 Bakterienkulturmedien

Luria-Bertani (LB) Medium 10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Bacto-Hefeextrakt, 10 g/l
NaCl, pH 7,5 eingestellt mit NaOH

LB Agar 5 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 Ampizillin zugesetzt, bevor er in Petrischalen
gegossen wurde. Dem Flussigmedium wurde vor Gebrauch 100 pg/ml  Ampizillin

zugesetzt.
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213.2 Medien, Reagenzien und Lésungen fiir Zellkultur und Mausversuche

Zellkulturlésungen und Reagenzien

BSA-Ldsung
Chloroquine-L6sung
FCS

Ficoll

HBSS-Lésung

PBS

PenStrep
Polybrene-Lésung

RetroNectin®-Loésung

Lyse-Puffer

Serum Supreme

Trypsin-L6sung

Zytokine

Geldst nach Herstellerangaben
Muriner Stammzell-Faktor (mSCF)
Murines Interleukin-3 (mIL-3)
Humaner FLT3-Ligand (hFLT3-L)
Humanes Interleukin-11 (hIL-11)
Humanes Thrombopoetin (hTPO)
Humaner Stamzell-Faktor(hSCF)

Humanes Interleukin-6 (hIL-6)

Zellkulturmedien
DMEM-Medium

DMEM- HEPES-Medium
DMEM-Polybrene-Medium

Einfriermedium
IMDM

2% BSA, Zellkultur getestet

25mM Chloroquine in PBS

Fotales Kélberserum (SIGMA, Taufkirchen)
Amersham Biosciences, Freiburg

HBSS versetzt mit 20mM HEPES

140 mM NacCl, 3 mM KCI, 10 mM NazHPOQO4, 1,5 mM
KH2POy4; pH 7,4.

5000 U/ml Penizillin, 5000 pg/ml Streptomyzin

8mg Polybrene (Sigma, Taufkirchen) pro ml PBS
48ug RetroNectin® (Cambrex, Karlskoga,
Schweden)/ml PBS

10% (v/v) BD PharmLyse 10x Konzentrat in Wasser
Synthetisch modifiziertes Kalberserum (Cambrex
Bioscience, Verviers, Belgien)

20% (v/v) Trypsin/EDTA 10 x Konzentrat

(Biochrom, Berlin) in Wasser

Strathmann (Hamburg)

Strathmann (Hamburg)

CellSystems (St. Katharinen)
CellSystems (St. Katharinen)
CellSystems (St. Katharinen)
CellSystems (St. Katharinen)
CellSystems (St. Katharinen)

DMEM (PAA, Pasching, Osterreich), 10% (v/v) Serum
Supreme fir Phoenix-gp oder FCS fir Sc-1 und TE-
671, 4 mM Glutamin , 1 mM Natrium-Pyruvat; pH 8,2;
eingestellt mit Natrium-hydrogencarbonat

DMEM, 20 mM HEPES; pH 7,2

DMEM, 8 pug/ml Polybrene

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

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

IMDM-Medium IMDM, 5%FCS, 1% PenStrep, 2% Glutamin

SFEM-Medium (murin) Stem Span SFEM (Cell Systems, St. Katharinen),
4 mM Glutamin, 1mM Natrium-Pyruvat, 1%
PenStrep, 50 ng/ml mSCF, 10 ng/ml mIL-3, 100 ng/ml
hiL-11, 100 ng/ml hFLT3-L

SFEM-Medium (human) Stem Span SFEM, 4 mM Glutamin, 1 mM Natrium-
Pyruvat, 1% PenStrep, 100 ng/ml hFLT3-L, 20 ng/ml
hTPO, 100 ng/ml hSCF, 20 ng/ml hIL-6

Lésungen und Reagenzien fur Mausversuche

Baytril®, BayerVital GmbH (Leverkusen)
orale Lésung,

Wirkstoff: Enrofloxacin

Fluorouracil-GRY®, GRY-Pharma GmbH (Kirchzarten)
Injektionslésung,

Wirkstoff: 5-Fluorouracil (5-FU)

ProTags CALfix BIOCYC GmbH & Co (Luckenwalde)
ProTags CALless BIOCYC GmbH & Co (Luckenwalde)

2.1.4 Bakterienstamm

Fur die vorliegende Arbeit wurde der Escherichia coli Laborstamm XL10-Gold®
(Stratagene, La Jolla, USA) verwendet. Die Herstellung kompetenter Bakterien mit
Kalziumchlorid, die Transformation, die Kultivierung und die Stammhaltung erfolgten nach
Standardmethoden (Sambrook and Russel, 2001).

2.1.5 Mausstdmme
Die Allotransplantations-Experimente wurden mit Hilfe von C57BL/6J (Jackson
Laboratory) oder C57BL/6J Irf8-- (Holtschke et al., 1996) Mausen durchgefuhrt. Zur
Unterscheidung zwischen Spender- und Empfangerzellen wurden Zellen aus Mausen mit
der Antigen-Variante Ly 5.2 in Mause transplantiert, die abgesehen vom Ly 5.1 Antigen
genetisch identisch waren.

Die Xenotransplantation erfolgte in Tiere des NOD/scid Stammes (Prochazka et
al., 1992). Da es sich bei diesem Mausstamm um immundefiziente Tiere handelt, wurden
sie in sterilen Isolatorkafigen gehalten und nur mit sterilen Futtermitteln und Trinkwasser

versorgt. Die Handhabung erfolgte unter der Sterilwerkbank.
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2.1.6 Zellen

2.1.6.1 Primére Zellen
Primarzellen aus murinem Knochenmark
Die Gewinnung der Knochenmarkzellen erfolgte aus C57BL/6J Irf8** und C57BL/6J Irf8-

Mé&usen und wird im Methodenteil (2.2) der vorliegenden Arbeit erklart.

Primarzellen aus humanem Nabelvenenblut
Die Entnahme des Nabelvenenblutes erfolgte mit Genehmigung einer Ethikkommission
der Hamburger Arztekammer und dem Einverstindnis der Eltern im Albertinen-

Krankenhaus Hamburg. Die Aufarbeitung ist im Methodenteil dieser Arbeit beschrieben.

2.1.6.2 Zelllinien

Phoenix-gp Derivat der aus humanen, embryonalen Nierenzellen gewonnenen
Zelllinie 293T mit stabiler Expression der gag und po/ Genprodukte.
ATCC #3514. Die werden von ATCC kommerziell vertrieben.
Weitere Informationen (gefunden im Februar 2009) unter:

http://www.stanford.edu/group/nolan/retroviral_systems/phx.html

Die Kultivierung erfolgte in DMEM-Medium.

SC-1 Aus Mausembryo-Fibroblasten gewonnene Zelllinie,
ATCC #CRL-1404. Die Kultivierung erfolgte in DMEM-Medium.

TE-671 Humane Rhabdomyosarkom-Zelllinie (McAllister et al., 1977),
DSMZ Nummer ACC263. Die Kultivierung erfolgte in DMEM-
Medium.

21.7 Puffer

21.7.1 DNA-analytische Methoden

Gelelektrophorese

1 x TAE 40 mM Tris, 1 mM EDTA, 20 mM Essigsaure

1 x TAE (modifiziert) 40 mM Trisacetat (pH 8,0), 0,1 mM EDTA

1 x TBE 89 mM Tris, 89 mM Borsaure, 2 mM EDTA

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

Isolation genomischer DNA aus Organen

Puffer 1 75 mM NaCl, 25 mM EDTA (pH 8)

Puffer 2 10 mM Tris/HCI (pH 8), 10 mM EDTA (pH 8), 10 mM

NaCl. Vor Gebrauch Zugabe von 1% SDS, 200 pg/ml

Proteinase K.
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Southern-Blot Verfahren
20 x SSC
50 x Denhardt

Denaturierungslésung
Neutralisierungslésung

Hybridisierungspuffer

Waschlésung |

Waschlésung Il

3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat; pH 7

1% (w/v) Ficoll, 1% (w/v) Polyvinylpyrrolidon, 1%
(w/v) BSA

0,5 M NaOH, 1 M NaCl

1,5 M NaCl, 0,5 M Tris; pH 7,5

6 x SSC, 0,5 M deionisiertes Formamid, 0,5% SDS,
2,5 x Denhardt, 8% Dextransulfat, 100 ug/ml
Lachssperma-DNA

1 x SSC

0,1% SDS, 0,1 x SSC

21.7.2 Proteinbiochemische Methoden

10 x TBS
TBS-Tween
TCA-Lysepuffer
10 x Laufpuffer
1 x Laufpuffer
10% APS

Sammelgelpuffer

Trenngelpuffer

Sammelgel (5%ig)

Trenngel (8,5%ig)

2 x Probenpuffer

3 x Probenpuffer

Transferpuffer

Block-Puffer
Wasch-Puffer

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

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

10 mg Trichloracetat in 100 ml 150 mM NaCl-Lésung
2 M Gilycin, 250 mM Tris Base

1/10 10 x Laufpuffer, 1% SDS

10 g APS in 100 ml ddH20

500 mM Tris Base, 0,1% SDS,

mit HCI exakt auf pH 6,8 eingestellt

1,5 M Tris Base, 0,1% SDS,

mit HCI exakt auf pH 8,8 eingestellt

500 mM Tris/HCI (pH 6,8),

5% Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1), 0,1% SDS, 0,5%
APS, 0,05% TEMED

370 mM Tris/HCI (pH 8,8),

8,5% Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1), 0,1% SDS,
0,5% APS, 0,05% TEMED

250 mM Tris/HCI (pH 6,8), 4% SDS, 25% Glycerol
180 mM Tris/HCI (pH 6,8), 6% SDS, 28% Glycerol,
0,001% Bromphenolblau

1 x Laufpuffer, 20% (v/v) Methanol

1 x TBS, 0,5% Tween, 5% Magermilchpulver

1 x TBS, 0,5% Tween, 2% Magermilchpulver
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21.8 Antikérper

2.1.81 Proteinbiochemische Methoden

Priméare AntikGrper
Anti-STAT5

Anti-FLT3 (8F2)

Anti-Phospho-STATS (Y694)

Anti-Phospho-FLT3 (Y591)

Anti-B-Aktin

Sekundéare Antikdrper

Anti-Kaninchen-HRP

Anti-Maus-HRP

Kaninchen IgG, 1:2000 eingesetzt,

#610191 (Beckton-Dickinsen, Heidelberg)
Kaninchen IgG, 1:1000 eingesetzt, 130-160kD;
#3462 (CellSystems, St. Katherinen)

Maus IgG, 1:2000 eingesetzt, 90kD;

#9351 (CellSystems, St. Katherinen)
Kaninchen IgG, 1:1000 eingesetzt, 130kD;
#3461 (CellSystems, St. Katherinen)

Maus IgG, 1:10 000 eingesetzt, 130kD;

A5316 (Sigma, Taufkirchen)

Ziege IgG, konjugiert mit Meerrettich Peroxidase,
1:5000 eingesetzt, #sc-2004 (Santa Cruz).
Ziege IgG, konjugiert mit Meerrettich Peroxidase,
1:5000 eingesetzt, #sc-2005 (Santa Cruz)
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2.1.8.2

Die aufgefihrten Antikdrper wurden gemafl den Herstellerangaben zur Farbung von

DurchfluRzytometrie

Zellen eingesetzt.

Antikdrper anti-Maus

Antikodrper Fluorochrom Hersteller Klon Katalognummer
CD3e APC BioLegend 145-2C11 #100312
CD4 APC BioLegend RM5-4 #100516
CD8a PE Pharmingen 53-6.7 #553033
CD19 APC BioLegend 6D5 #115512
CD24 PE BioLegend M1/69 #101808
CD25 PE Pharmingen 7D4 #01092D
CD43 Biotin + SA-APC |BioLegend 1B11 #121214
B220 PE BioLegend RA3-6B2 #103208
CD71 PE BioLegend RI7217 #113808
CD90.2 PE Pharmingen 53-2.1 #553004
CD117 APC BioLegend 2B8 #105812
CD127 PE BioLegend SB/199 #121112
Ter119 APC BioLegend Ter-119 #116212
IgM Biotin + SA-APC | BioLegend RMM1 #406504
BP-1, Ly51 Biotin + SA-APC | BioLegend 6C3 #108304
AA4 1 PE Pharmingen AA4 .1 #558039
Antikérper zur

Kompensation

CD45 LCA PE BioLegend 30-F11 #103106
CD45 LCA APC BioLegend 30-F11 #103112
Isotypkontrollen

lgGik PE BioLegend RTK2071 #400408
lgGx APC BioLegend RTK2071 #400412
Zweitantikdrper

Streptavidin (SA) |APC BioLegend - #405207
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Antikdrper anti-human

Antikérper Fluorochrom Hersteller Klon Katalognummer
CD15 PE BD Pharmingen | WM53 #551378
CD33 APC BD Pharmingen |HI98 #555402
CD45 PE-Cy7 BioLegend HI30 #304016
Antikdrper zur

Kompensation

CD45 PE BioLegend HI30 #304008
CD45 APC BD 2D1 #340910
Isotypkontrollen

Maus IgG+ PE BD X40 #345816
Maus IgG APC BD Pharmingen | MOPC-21 #557872
Maus IgG PE-Cy7 BD Pharmingen | MOPC-21 #555751
2.1.9 Plasmide

Die Bezeichnungen R und # unterscheiden Plasmide, die im Labor hergestellt wurden (R)

von denen, die aus anderen Quellen bezogen wurden (#).

Retrovirale Konstrukte

#634
#731
#733
R780
R1079

Helferplasmide flr die Virusproduktion

#522

EF1a Promotors (Morita et al., 2000).

R690

SV40 Promotors (Beyer et al., 2002).

R916

Promotors (Cosset et al., 1995).

pMys-i-GFP; y-retroviraler Vektor, (Kitamura et al., 2003)
pSF91-STAT5A1*6-i-GFP; (Onishi et al., 1998)
pSF91-STAT5B1*6-i-GFP; (Onishi et al., 1998)
pSF91-i-GFP; y-retroviraler Vektor, (Schwieger et al., 2002)

pMYs-FLT3/ITD-i-GFP; im Rahmen der vorliegenden Arbeit kloniert.

pEcoenv-I-puro; tragt das 6kotrope ecoenv-Gen unter Kontrolle des

pSV40-gag-pol; tragt die MoMLV gag- und po/-Gene unter Kontrolle des

phCMV-RD114env; tragt das RD114env-Gen unter Kontrolle des CMV
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2110 Geréte
Genannt werden hier nur die fur die Datenerhebung relevanten Gerate. Weitere Gerate
wie Zentrifugen, Pipetten, Waagen und Brutschrdanke entsprechen heutigen

Laborstandards und werden nicht gesondert aufgeflhrt.

Durchflulizytometer BD FACS Canto Flow Cytometer mit der FACS Diva
Software Version 4.1.2 (Becton Dickinson, Heidelberg)
Durchflufzzytometer BD FACS Aria Flow Cytometer mit Sortierfunktion und FACS

Diva Software Version 4.1.1 (Becton Dickinson, Heidelberg)
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2.2 Methoden
Alle hier geschilderten Methoden wurden mit den im Materialteil (2.1) beschriebenen
Substanzen und Materialien durchgeflihrt. Die Hersteller werden in diesem Kapitel nicht

erneut aufgefuhrt.

2.2.1 Zellbiologische Methoden
Die Haltung aller in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Zellen erfolgte bei 37°C, 5%iger
CO,-Atmosphéare und einer relativen Luftfeuchte von 95%. Alle Zentrifugationsschritte

erfolgten, sofern nicht anders angegeben, fiir 5 min bei RT und 300 xg.

2211 Kultivierung der Zelllinien

SC-1, TE-671 wund Phoenix-gp wurden in beschichteten Gewebekulturschalen
subkonfluent gehalten. Je nach Dichte der Zellen und ihrer Wachstumsgeschwindigkeit
wurden diese montags, mittwochs und freitags gefuttert oder passagiert und verdinnt. Fur
die Passagierung wurden die Zellen mit PBS gewaschen, durch Zugabe von Trypsin-
Lésung abgeldst und in frischem Medium suspendiert. In Abhangigkeit der gewtinschten
Verdiinnung wurden Aliquots der Zellen in frische Zellkulturschalen gegeben und mit einer

geeigneten Menge Medium versetzt.

2212 Gewinnung der Priméarzellen
Priméare Zellen aus Mausknochenmark oder humanem Nabelvenenblut wurden unter den
oben genannten Bedingungen kultiviert. Die Haltung erfolgte in unbeschichteten

Zellkulturschalen.

Murines Knochenmark

Allen Tieren (9 bis 16 Wochen alt) wurde 5 Tage vor der Knochenmarkentnahme 150 ug
5-Fluorouracil (5-FU) pro g Kérpergewicht in einem Volumen von etwa 300 pl injiziert. Das
5-FU wirkt toxisch auf stark proliferierende Zellen und fuhrt im hdmatopoetischen System
zur Anreicherung einer Population friher Vorlduferzellen. Nach Ablauf der 5 Tage wurden
die zuvor narkotisierten Tiere durch Genickbruch getttet. Das Knochenmark wurde aus
Ober- und Unterschenkelknochen (Tibeae und Femurae) steril entnommen. Dies geschah
durch Ausspllen der Knochen mit Hilfe von Kanlle und Spritze, wobei das Knochenmark
in ein Gefall mit IMDM-Medium gespult wurde. Nach einem Waschschritt mit PBS/ 5%
FCS, wurde die Zellsuspension in Lyse-Puffer aufgenommen, um die Erythrozyten durch
den osmotischen Schock zum Platzen zu bringen. Der anschlieliende Waschschritt
erfolgte mit SFEM-Medium, dem noch keine Zytokine zugesetzt worden waren. Das

resultierende Zellpellet wurde in murinem SFEM-Medium resuspendiert, so dass pro ml
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etwa 1x10% bis 3x108 Zellen vorlagen. Die Kultivierung erfolgte unter den oben

angegebenen Bedingungen.

Humane Primérzellen aus Nabelvenenblut

Das Blut wurde Uber einen Ficoll-Gradienten getrennt und die Zellen aus der Interphase
fur eine Positiv-Selektion verwendet. Die Gewinnung der Primarzellen erfolgte nach
Herstellerangaben mit Hilfe des Easy Sep™ Human Cord Blood CD34 Selection Kit, das
die CD34* Zielzellen immuno-magnetisch selektiert. Die gewonnen Zellen wurden bis zu

ihrer Verwendung nach dem unten beschriebenen Protokoll eingefroren.

2213 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Adhéarente Zellen wurden vor dem Einfrieren mit Trypsin-Loésung aus der Kulturschale
geldst und zur Inaktivierung des Trypsins in frischem Kulturmedium aufgenommen. Nach
einem Zentrifugationsschritt wurden bis zu 5x106 Zellen in 1 ml Einfriermedium
resuspendiert und anschlieRend in gekihlten Einfriercontainern (Nalgene Cryo 1°C
Freezing Container, Rochester, USA) bei —-70°C eingefroren. Nach 24 Stunden wurden
die Zellen zur Langzeitlagerung in fliissigen Stickstoff Uberfuhrt.

Zum Auftauen wurden die Einfrierréhrchen im 37°C Wasserbad zigig erwarmt. Danach
erfolgte der Transfer in 10 ml vorgewarmtes Kulturmedium. Nach der Zentrifugation
wurden die Zellen in der gewlnschten Menge Kulturmedium resuspendiert und

anschlielend kultiviert.

2214 Herstellung retroviraler Pseudotypen

Die unter 2.1.9 aufgeflhrten retroviralen Vektoren wurden in Form von infektiosen
Partikeln zur Infektion hdmatopoetischer Zielzellen verwendet. Da die genutzten viralen
Partikel ausgesuchte Huillproteine tragen, die im Ursprungsvirus nicht vorkommen, spricht
man von viralen Pseudotypen. Durch den vom Hullprotein vermittelten Tropismus lassen
sich mit den Pseudotypen gezielt humane (RD774) oder murine (eco-env) Zelltypen
infizieren.

Zur Herstellung der Pseudotypen wurden Phoenix-gp Zellen mit dem
entsprechenden retroviralen Vektor und zwei Helferplasmiden, die fiir virale Hullproteine
bzw. gag-pol Proteine kodieren (siehe 2.1.10), nach der Kalzium-Phosphat-Methode
transfiziert (Pear et al., 1993). Hierfir wurden Reagenzien des Profection Mammalian
Transfection System Calcium Phosphate Kit eingesetzt. Das verwendete Protokoll wurde
in dieser Abteilung entwickelt (Beyer et al., 2002). Die zu transfizierenden Phoenix-gp
Zellen wurden am Abend vor der Transfektion mit einer Dichte von 5x108 in einer 9 cm

Zellkulturschale ausgesat. Am folgenden Morgen wurden das alte Medium durch 1 Oml
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frisches DMEM-Medium, das 25 nM Chloroquine enthielt, ersetzt. Die Plasmid-DNA (5 ug
retrovirale Plasmid-DNA und 10 pg gag-po/ Plasmid-DNA und 3 pg eco-env Plasmid-DNA
oder 5 uyg RD17174 Plasmid-DNA) wurde in Wasser aufgenommen und mit 62,5 pyl CaCl,
auf ein Gesamtvolumen von 500 pl aufgefillt. In einem 15 ml Polypropylen-Réhrchen
wurden 500 pl Prazipitationspuffer vorgelegt. Das CaCl,-DNA-Gemisch wurde zum
Prazipitationspuffer getropft. Gleichzeitig wurden mit Hilfe einer Pasteurpipette Luftblasen
im Prazipitationspuffer erzeugt, um die Oberflache des Prazipitationspuffers zu
vergrofRern. Das entstehende Calciumphosphat bildet mit der DNA unldsliche Prazipitate.
Die Lésung wurde auf das Medium der Zellen in der Schale getropft. Die Prazipitate
binden sich an die Oberflache der Zellen und werden durch Endozytose aufgenommen.
Sechs Stunden spater wurde das alte Medium durch 6 ml frisches DMEM-HEPES ersetzt.
Nach Transkription der Plasmide, intrazellularer Translation und Assemblierung der
viralen Proteine zu einem infektiosen Partikel werden diese in das umgebene Medium
abgegeben. Am folgenden Tag wurde der erste Virusliberstand geerntet. Dazu wurde das
Medium mit einer Spritze von den Zellen genommen und durch einen sterilen Millex-GP
Filter (0,22 pm) in ein Weillkappenréhrchen gegeben. Fur die Titerbestimmung wurde1 ml
des Uberstandes separat aliquotiert. Der Uberstand wurde ziigig bei ~70°C eingefroren.
Die transfizierten Zellen wurden mit 6ml DMEM-HEPES-Medium gefittert. Nach dem

gleichen Prinzip wurde bis zum fiinften Uberstand etwa alle 12 Stunden verfahren.

2215 Bestimmung der Virustiter

Zur Bestimmung der Virustiter wurden in einer 24-Loch Zellkulturschale pro Vertiefung
5x104 Zellen ausgesat und mit 1 ml DMEM-Medium gefuttert. FUr jeden abgenommenen
VirusUberstand wurden zwei unterschiedliche Viruskonzentrationen getestet. Die Titration
der Uberstéande mit eco-env Pseudotypen erfolgte auf SC-1-Zellen. Uberstande mit
RD1174 Pseudotypen wurden auf TE671-Zellen getestet. Nachdem sich die Zellen auf
dem Boden der Schale abgesetzt hatten, wurde das alte Medium durch 500 pl frisches
DMEM-Polybrene-Medium ersetzt. Die 1ml Aliquots der virushaltigen Uberstande wurden
unterdessen im Kihlschrank bei 4°C aufgetaut. Aus jedem Aliquot wurden 20ul und 100l
entnommen und in die zwei flr den jeweiligen Virusiiberstand vorgesehenen Vertiefungen
pipettiert. Es folgte eine einstindige Zentrifugationsphase bei 37°C und 700 xg. Am
Folgetag wurde das Medium der Zellen erneuert.

Drei Tage nach der Infektion der Zellen erfolgte die Bestimmung der
Infektionsraten am DurchfluBzytometer. Zur Vorbereitung wurden die Zellen gewaschen
und in 500 pyl PBS resuspendiert. Aus der Menge des eingesetzten Viruslberstandes und
der Anzahl GFP exprimierender Zellen liel sich errechnen, wie viele GFP Transfer
Einheiten ein Milliliter (GTE/ ml) Virustuberstand enthielt.
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2216 Analyse am DurchfluRzytometer

Das DurchfluBzytometer nimmt Zellen aus einer Zellsuspension auf und vermisst diese
mit Hilfe von verschiedenen Lasern. Auf diese Weise konnen Fluoreszenzfarbstoffe
detektiert werden, die entweder von Reportergenen gebildet werden oder mittels
Antikérper an die Zellen gekoppelt sind. Bei Messung von zwei und mehr Farben
gleichzeitig wurde die automatische Kompensationsroutine des DurchflulRzytometers
verwendet. Sie Dberiicksichtigt die Uberlappung der Emissionsspektren der
Fluoreszenzproteine und eliminiert diese aus den Ergebnissen. Die Messungen erfolgten

in einem Volumen zwischen 300 pl und 500 pl.

2217 Infektion der Primarzellen
Murines Knochenmark

Fir eine effiziente Virusinfektion von primaren Zellen war die Zuhilfenahme eines
rekombinanten humanen Fibronektin-Fragments notwendig. Im ersten Schritt wurden die
Vertiefungen einer 6-Loch Platte jeweils mit 2ml RetroNectin®-Ldsung fir mindestens 2
Stunden beschichtet. Die Inkubation erfolgte gelegentlich auch tber Nacht bei 4°C. Jeder
cm? des 6-Loch-Plattenbodens (9,62 cm?2) war nach diesem Prozess mit 10 pug
RetroNectin® beschichtet. Die RetroNectin®-Lésung wurde entfernt und zum Blocken fur
30 min durch 2 ml BSA-L6sung ersetzt. AnschlieRend folgte ein Waschschritt mit 3 ml
HBSS-L6sung, die erst unmittelbar vor der Zugabe von 1,5 bis 2 ml Virusliberstand
entfernt wurde. Die Platten wurde daraufhin fir 30 min bei 4°C und 700 xg zentrifugiert.
Im Anschluss daran wurde der alte virale Uberstand durch neuen ersetzt. Dieser Vorgang
wurde dreimal wiederholt. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurde der
Virusuberstand verworfen und durch 3 ml der Primarzellsuspensionskultur ersetzt. Die
Zellen wurden vorher den alten Kulturschalen entnommen und durch Zugabe von frischen
SFEM-Medium (murin) auf eine Konzentration von 0,5x10% Zellen pro ml eingestellt. Es
folgte eine zwodlfstiindige Inkubationsphase unter den oben beschriebenen
Haltungsbedingungen im Brutschrank. Der beschriebene Vorgang wurde nach dieser
Inkubationsphase ein weiteres Mal wiederholt. Im Anschluss an die zweite
Inkubationsphase wurden die Zellen mit PBS gewaschen und fir die Transplantation auf
eine Konzentration zwischen 1x108 und 3x108 Zellen pro 300 pyl PBS eingestellt.
Aulerdem wurden Zellen fur die Analyse der GFP Expression am DurchfluRzytometer

zuruckbehalten.

Humane Primérzellen aus Nabelvenenblut
Die CD34* Zellen wurden 48 Stunden vor der ersten Infektionsrunde aufgetaut.
Pro Vertiefung einer 6-Loch Platte wurden 1,5x108 Zellen in 3 ml SFEM-Medium (human)
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gehalten. Die Infektion und die Vorbereitung fir die Transplantation erfolgte wie fiir die

murinen Knochenmarkzellen beschrieben.

222 Mausversuche
Alle Tierversuche erfolgten gemal der Bestimmungen zu gentechnologischen Arbeiten an

Tieren in der Tierhaltung des Heinrich-Pette-Instituts.

2.2.21 Allotransplantation

Vor der Transplantation des murinen Knochenmarks wurden die 8 bis 12 Wochen alten
Empféangertiere (C57BL/6J Ly5.1) einer letalen Dosis y-Strahlen (9 Gy) ausgesetzt. Die
Bestrahlung erfolgte mit Hilfe einer offenen Casium-137 Strahlenquelle des Heinrich-
Pette-Instituts. Einige Stunden nach der Bestrahlung wurden die vorbereiteten Zellen den

bestrahlten Mausen Uber die Schwanzvene injiziert.

2222 Xenotransplantation
Die Bestrahlung und die Transplantation der 8-16 Wochen alten NOD/scid Mause erfolgte
wie bei der Allotransplantation beschrieben. Die Strahlendosis betrug lediglich 3,5 Gy, war

also nicht letal.

Allen Empfangertieren wurde nach der Transplantation lber einen Zeitraum von
14 Tagen das Antibiotikum Enrofloxacin in einer Konzentration von 5 mg pro 100 ml Uber
das Trinkwasser verabreicht. Die Tiere wurden mindestens dreimal pro Woche auf
Krankheitssymptome untersucht. Im Falle krankhafter Verdnderungen wie Apathie,
Gewichtsverlust, Atembeschwerden, unphysiologischer Koérperhaltung und motorischer
Auffalligkeiten (z.B. L&hmung) wurden die Tiere durch Ather betdubt. In diesem Zustand
erfolgte die Blutabnahme durch Punktion der Mandibularvene. AnschlieRend wurden die

Tiere durch Genickbruch getotet.

2223 Analyse erkrankter Tiere

Analyse der Blutparameter

Leukozytenzahl: Zur Bestimmung der Leukozytenzahl wurden die Erythrozyten in
3 pl Blut durch Zugabe von 57 pl 3%ige Essigsaure lysiert.

Hamatokrit: Zur Bestimmung des Hamatokrit-Wertes wurden etwa 60 pl Blut in
eine Hamatokrit-Kapillare ~ aufgezogen. Es folgte ein
Zentrifugationsschritt und die Bestimmung des Wertes mit Hilfe

einer Schablone.
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Blutausstriche

Die Anfertigung der Blutausstriche erfolgte, indem 2 pl Blut an den Rand eines
Objekttragers pipettiert und mit Hilfe eines weiteren Objekttragers gleichmaRig tber die
Oberflache verteilt wurden. Nach einer Trocknungsphase von mindestens 24 Stunden
erfolgte eine Pappenheimfarbung mit May-Griinwald- und Giemsa-Farbelésungen geman
Herstellerangaben. Vor der Untersuchung am Mikroskop wurden die Objekttrager mit

Hilfe von Eukitt® und einem Deckglas versiegelt.

Analyse der Organe

Zur Analyse der Organe wurde das getdtete Tier in Ruckenlage fixiert. Nach einem
Hautschnitt in der Mittellinie, wurde die Haut abprapariert, um die Lymphknoten der
Achselhdhlen, des Lendebereichs und an den Speicheldrisen auf krankhafte
Vergrolierungen hin zu untersuchen. Anschliefiend wurde das Tier entlang der Mittellinie
eroffnet, so dass die Organe des Bauchraums (Milz, Leber, Nieren, Magen, Darm,
Harnblase, Geschlechtsorgane und assoziierte Lymphknoten) nach und nach freigelegt
und untersucht werden konnten. Die Brusthéhle wurde durch Entfernen des Brustbeins
(Sternum) geodffnet, wodurch Herz, Lunge, Thymus und Lymphknoten des Thymus
genauer betrachtet werden konnten. Im Fall einer krankhaften Veranderung wurde das
entsprechende Organ zur weiteren Verarbeitung entnommen. Zur spateren Aufarbeitung
genomischer DNA wurden Teile entsprechender Organe in Kryordéhrchen in flissigem

Stickstoff schockgefroren und anschlieend bei —70°C eingelagert.

Histologie

Fur histologische Zwecke wurden Teile von Milz, Leber, Lunge, Niere, Thymus und
Lymphknoten in einer gepufferten Formalinlésung fixiert. Die Fixierung von Sternum und
Wirbelsaule erfolgte zunachst in CALfix. Vor der Einbettung in Paraffin wurde den
Knochen durch die Inkubation mit CALless das Kalzium entzogen. Aus den in
Paraffinblécken eingebetteten Organen wurden histologische Schnitte gefertigt, die nach
dem Entfernen des Paraffins entweder einer Hamtoxylin/Eosin- oder Wright/Giemsa-
Farbung unterzogen wurden.

Die angegebenen Arbeitsschritte und darauffolgende Analysen der Praparate
wurden freundlicherweise im Histologie-Labor von Dr. Léhler im Heinrich-Pette-Institut
durchgefiihrt.

Vorbereitung von Milz, Blut und Knochenmark fiir die Messung am DurchfluBzytometer
Fur die Analysen am Durchflulzytometer wurde ein Teil der Milz zu einer

Einzelzellsuspension verarbeitet. Hierzu wurde das Organ mit Hilfe eines
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Spritzenstempels durch ein Drahtsieb von 160 ym Maschenweite gedriickt und dabei in
IMDM-Medium resuspendiert. Die Verarbeitung des Knochenmarks erfolgte wie bei der
Gewinnung der Primarzellen aus Knochenmark beschrieben (2.2.1.2). Die
Zellsuspensionen aus Knochenmark, Milz und Blut wurden vor der Farbung mit
Fluoreszenz-gekoppelten Antikdrpern durch eine Behandlung mit Lyse-Puffer von

Erythrozyten befreit.

223 Nukleinsaure-analytische Methoden

2.2.31 Standardmethoden

Phenol/Chloroform-Extraktion, Ethanol-Prazipitation, Agarose-Gelelektrophorese wurden
nach Standardprotokollen durchgefihrt. Isolation und Aufreinigung von Plasmid DNA aus
Bakterienkulturen und Agarose-Gelen erfolgte mit Hilfe von Kits (Plasmid Maxi Kit: DNA

Gel Extraction Kit), die den Herstellerangaben gemal eingesetzt wurden.

223.2 Klonierung der FLT3mut cDNA einen retroviralen Vektor

Der Zielvektor pMYs-i-GFP wurde mit Hilfe des Restriktionsenzyms ANof#/ linearisiert und
anschlielend dephosphoryliert. Zur Gewinnung der FLT3mut cDNA wurde der
Ursprungsvektor ebenfalls mit Aof/ behandelt. AnschlieRBend wurden das FLT3mut
Fragment durch Gelelektrophorese von der Vektor-DNA getrennt und isoliert. Die DNA-
Menge wurde durch Vergleich der Bandenintensitat mit einem GréRenstandard
abgeschatzt. Die Ligation der DNA in den retroviralen Vektor pMYs-i-GFP erfolgte nach
Herstellerprotokoll mit 30 U T4 Ligase im molaren Vektor/ DNA Verhaltnis 1:5. Als
Hintergrundkontrolle wurde ein Ligationsansatz nur mit dephosphoryliertem Vektor
mitgeflihrt. Nach der Transformation wurden die erhaltenen Kolonien auf die korrekte
Orientierung des eingebauten FLT3-Fragments Uberpriift. Dies geschah durch eine
Spaltung der gewonnenen DNA mit geeigneten Restriktionsenzymen und die
Sequenzierung der DNA mit den Primern CS413 (5’ > 3": GGC CTT ATT CCA AGC GGC
TT) und CS248 (5 > 3": GGT GGA CCA TCC TCT AGA CT).

2233 Sequenzierung

Die DNA wurde nach der Didesoxy-Kettenabbruch-Methode nach Sanger (Sanger et al.,
1977) mit Hilfe des BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit sequenziert. In einem
Ansatz von 20 pl wurden 800 ng DNA, 3 ul BigDye (IV.1.2) und 15 pmol Primer vermischt.
Die Ansatze wurden im Thermocycler nach folgendem Programm inkubiert: initiale
Denaturierung (1 min, 95°C), 40 Zyklen Denaturierung (30 sec, 95°C), Annealing (15 sec,
50°C) und Elongation (4 min, 60°C). Der Reaktionsansatz wurde durch Ethanol-
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Prazipitation gefallt, das Pellet getrocknet und im Sequenzierservicelabor (Institut fir

Pathologie, Universitatsklinikum Eppendorf, Hamburg) analysiert.

2.2.4 Nukleinsaure-analytische Methoden im Rahmen des Southern-Blot-

Verfahrens
Isolation und genomischer DNA aus Organen

Genomische DNA wurde aus bei —70°C gelagertem Gewebe extrahiert. Dazu
wurden die Organe im gefrorenen Zustand in einen Glas-Homogenisator gegeben und in
2-4 ml Puffer 1, je nach GroRRe des Organstiicks, homogenisiert. Die Suspension wurde
anschliellend mit dem gleichen Volumen Puffer 2 vermischt und bei 37°C iber Nacht im
Wasserbad inkubiert. Zur Entfernung von Proteinen erfolgte eine Phenol/Chloroform-
Extraktion. Dazu wurde die Ldsung zweimal mit einem Volumen Phenol versetzt,
vorsichtig geschuttelt und jedes Mal 5 Minuten bei 1.040 x g (RT) zentrifugiert. Die
wassrige, DNA-haltige Phase wurde jeweils in ein neues Gefal} Uberfuhrt. Es folgte eine
analoge Extraktion mit einem Gemisch aus Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1,
v/viv). Zum Entfernen von Phenolresten wurde die wassrige Phase aus diesem Ansatz
wie oben beschrieben mit einem Volumen Chloroform extrahiert. Zur Fallung der DNA
wurde die wassrige Phase nach der Chloroform-Extraktion in ein steriles Corex-Réhrchen
Uberfihrt und vorsichtig mit 1/2 Volumen Isopropanol Uberschichtet. Nach Zugabe von
1/20 Volumen 5 M NaCl erfolgte eine erneute Uberschichtung mit halben Volumen
Isopropanol. Die genomische DNA kondensierte zu gut sichtbaren Faden, die mit einer
Pasteurpipette aufgewickelt und in 70% Ethanol gewaschen wurden. Die aufgespulte
DNA wurde kurz an der Luft getrocknet und abhangig von der Menge in einem Volumen
von 200-500 pl TE-Puffer aufgenommen. Die Konzentration und Reinheit der
Nukleinsduren konnte mit Hilfe eines UV-Spektralphotometers durch Messung der
Absorption bei 260 nm und 280 nm bestimmt werden. Eine Absorption von 1,0 bei 260 nm
entspricht einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml. Die Lagerung der DNA erfolgte bei -
20°C.

Herstellung der radioaktiv markierten Sonde und des Gré3enstandards

Zur Herstellung eines radioaktiv markierten GréRenstandards wurden 2 ug A-DNA
mit 15 U Hind/l/ in einem Volumen von 20 pl 1,5 Stunden bei 37°C gespalten. Die
vollstdndige  Spaltung wurde mit einem Aliquot des Spaltungsansatzes
gelelektrophoretisch Uberprift. AnschlieRend wurden die verbliebenen 17 pl mit 1,11 MBq
[a-32P]-dCTP, 3 pl Mix C des DecalLabel™ Kits und 5 U Klenow Polymerase in einem
Volumen von 30 pl bei entsprechenden Pufferbedingungen radioaktiv markiert. Nach 20

Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurden zum Stoppen der enzymatischen
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Reaktion und Erhéhung des Probenvolumens 5 pl 0,5 M EDTA (pH 8,0) und 45 pl TE-
Puffer zugesetzt. Nicht eingebaute Nukleotide wurden mit Hilfe von Sephacryl-Saulen
(MobiSpin S300, MoBiTec, Géttingen) durch Zentrifugation (2 min, 800 x g) entfernt. Die
DNA fir die in dieser Arbeit genutzte GFP Sonde wurde durch einen Nco/
Restriktionsverdau von Plasmid R780 hergestellt und durch Gelelektrophorese
aufgereinigt. Die radioaktive Markierung der aus dem Gel eluierten DNA erfolgte mit dem
Decalabel™ Kit entsprechend den Herstellerangaben in einem Volumen von 50 pl. Nach
dem Einbau von 1,85 MBq [a-32P]-dCTP wurde die Reaktion durch Zugabe von 5 pl 0,5
M EDTA (pH 8,0) gestoppt, die nicht eingebauten Nukleotide wie oben beschrieben mit
Hilfe von Sephacryl-Saulen entfernt und der Ansatz im Szintillator vermessen. Es wurden

mindestens 1,5x107 cpm fir 10 ml Hybridisierungspuffer eingesetzt werden.

Nachweis von DNA im Southern-Blot-Verfahren

Der Nachweis von DNA-Sequenzen erfolgte mit der Southern-Blot-Methode. Die
DNA Fragmente kénnen hierbei durch die spezifische Bindung einer radioaktiv markierten
Sonde detektiert werden. Fir die Southern-Blot-Analyse wurden 10 pg genomische DNA
mit Restriktionsendonukleasen (35 U) in einem Volumen von 50 pl fir 5 Stunden bei der
entsprechenden Temperatur gespalten. Nach etwa 1 Stunde wurden die Ansatze durch
Auf- und Abpipettieren griindlich gemischt. Die Trennung der Spaltprodukte erfolgte auf
einem 0,8% (w/v) 1 x TAE Agarose-Gel. Als GroRenstandard wurde radioaktiv markierte
(ca.2 x105 cpm), Hind/ll gespaltene A-DNA mitgefiihrt. Die Elektrophorese fand bei 30 V
Uber Nacht statt. Nach der Elektrophorese wurde der Erfolg des Restriktionsverdaus
mittels UV-lllumination Uberprift, das Gel wurde vermessen, 20 Minuten in
Denaturierungslosung und anschlieBend 20 Minuten in Neutralisierungslosung
geschwenkt. Der Transfer der DNA auf eine Nylonmembran erfolgte durch Ausnutzung
von Kapillarkraften. Fiir den Blot wurde eine Plastikwanne mit 1,51 10 x SSC gefilllt, eine
Glasscheibe diente als Briicke, auf der zwei Ubereinander liegende Stliicke Whatman-
Papier so platziert wurden, dass die Enden in den Laufpuffer ragten. Auf diese wurde das
Gel Iuftblasenfrei aufgelegt, es folgte die auf GelgréRe zurechtgeschnittene,
angefeuchtete Membran (0,45 pm Biodyne B Transfer Membrane, PALL, Pensacola,
USA) und dann zwei ebenfalls angefeuchtete Whatman-Papiere in GelgréRe. Der Bereich
um das Gel wurde mit Frischhaltefolie abgedeckt, um den Pufferfluss exklusiv durch das
Gel zu gewahren. Mehrere Lagen saugfahige Papierhandtiicher, die mit einem Gewicht
beschwert wurden, bildeten den Abschluss. Der Transfer der DNA fand tber Nacht statt.
Zur Fixierung der DNA auf der Membran wurde diese zweimal mit der Auto Crosslinker
Funktion im UV-Crosslinker (1800, Stratagene, La Jolla, USA) vernetzt. Danach wurde die

Membran im Hybridisierungsréhrchen mit 10 ml vorgewarmtem Hybridisierungspuffer fir
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mindestens 30 Minuten bei 55°C prahybridisiert. Die radioaktiv markierte Sonde wurde
unmittelbar vor der Zugabe zum Hybridisierungspuffer 5 Minuten bei 95°C denaturiert.
Nach Zugabe der Sonde erfolgte die Hybridisierung bei 55°C Uber Nacht. Dabei wurde
das Hybridisierungsrohrchen im Hybridisierungsofen in Rotation gehalten, um die
Membran stetig benetzt zu halten. Nach Verwerfen der Hybridisierungslésung wurde die
Membran zweimal kurz mit 20 ml Waschlésung | im Hybridisierungsréhrchen gewaschen.
Die nachsten beiden Waschschritte erfolgten in einer Plastikwanne mit 250 mi
vorgewarmter Waschlésung |l fur jeweils 40 Minuten bei 65°C. Danach wurde die
Membran in Folie eingeschweil’t und in einer Filmkassette fixiert. Die Detektion der
spezifisch gebundenen, radioaktiven Sonden erfolgte durch Auflage eines Rontgenfilms,
der je nach Signalstarke bei —70°C exponiert wurde. Die Filmentwicklung erfolgte mit dem
Classic E.O.S. Filmentwickler (AGFA, Kaln).

2.2.5 Proteinbiochemische Methoden im Rahmen des Western-Blot-Verfahrens
Herstellung von Zellsedimenten und Zelllyse

Vor der Lyse wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und 5 min bei
1200rpm abzentrifugiert. Bis zu 1 x 108 Zellen wurden im frisch angesetzten 200 ul TCA-
Lysepuffer vorsichtig lysiert. Anschlielend wurde die Zellsuspension gemischt und fur 10
min auf Eis inkubiert. Die lysierten Zellen wurden fir 5 min bei 4°C und 16000xg
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Proteinlysat in 100 pl 2x
Probenpuffer aufgenommen. Zusatzlich wurden 50 pl 1M Tris Lésung zu den Proben
gegeben, um diese 15 min auf Eis zu lagern, bis das Protein durch Sonifizierung
aufgeschlossen wurde. AnschlieRend wurden die Proben 1 min bei 16000xg
abzentrifugiert und bei -70°C eingefroren.
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in den Lysaten, erfolgte eine
Absorptionsmessung bei 620 nm. Dazu wurden die Lysate zundchst 1:10 in 2 x SDS-
Probenpuffer verdinnt und anschlielend mit dem BioRad DC-Protein Assay nach
Angaben des Herstellers aufgearbeitet. Die Konzentration konnte durch das Mitflihren
einer Standardreihe mit bekannter Proteinkonzentration berechnet werden. Hierzu wurde
eine Verdinnungsreihe von BSA in 2 x SDS-Probenpuffer benutzt, die insgesamt acht

Proteinkonzentrationen von 0 bis 2,5 ug/ul beinhaltete.

SDS-PAGE

Die Proteingemische wurden mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Trenn- und Sammelgel wurden,
wie in Kapitel 2.1 angegeben, vorbereitet. Zuvor wurde aus 1M DTT und 3 x SDS-

Probenpuffer eine 1:3 Mischung hergestellt, die wiederum 1:3 mit 20ug Protein gemischt
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und anschlieBend fir funf Minuten bei 95°C erhitzt wurde. Zur Abschatzung der
ProteingroBRen wurde ein gefarbter GroRenstandard (SM#1816, Fermentas) mitgeflhrt.
Die Elektrophorese erfolgte bei 120 V, bis der GroRenstandard vollstandig aufgetrennt

war.

Western-Blot und Immunologische Detektion

Durch den Transfer auf eine Membran im Western-Blot Verfahren kénnen zu
untersuchende Proteine Uber Zugabe von spezifischen Antikérpern sichtbar gemacht
werden. Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden im Tankblot-Verfahren
(Mini-Trans Blot Cell, Biorad, Minchen) bei 100 V unter Eiskihlung auf eine PVDF-
Membran (Immobilon-P, Millipore) Ubertragen. Vorab wurde die Membran kurz mit
Methanol aktiviert und nach Abspilen mit Wasser in Blot-Puffer aquilibiert. Nach dem Blot
wurde die Membran auf dem Schwenktisch fir 45min in Block-Puffer inkubiert, um freie
Bindungsstellen zu besetzen. Es folgte ein Waschschritt mit TBS-Tween. Die Inkubation
mit spezifischen primaren Antikérpern erfolgte bei 4°C Uber Nacht. Die Membran wurde
dreimal fir 10 min mit TBS-Tween gewaschen, um ungebundene Antikérper zu entfernen.
Es folgte eine 60 min Inkubationsphase mit dem zur Bindung an den primaren Antikorper
geeigneten sekundaren, Peroxidase-konjugierten Antikdrper. Zur Entfernung von
ungebundenem Sekundarantikérper erfolgten drei weitere Waschschritte, analog zu den

oben beschriebenen.

ECL-Reaktion

Mit Hilfe des Amersham ECL-Detection™ plus Kit (GE Healthcare, Little Chalfont,
UK) wurden die spezifischen Antikdrperinteraktionen sichtbar gemacht. Die im Kit
enthaltenen Losungen A und B wurden im Verhdltnis 1:40 gemischt und auf die
Proteinseite der Membran pipettiert. Nach einer fiinfmindtigen Inkubationsphase wurde
ein Rontgenfilm auf die Membran gelegt, auf dem die durch den Sekundarantikérper
gebundenen Proteine durch die ECL-Reaktion sichtbar gemacht wurden.
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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3  Ergebnisse
3.1 Konstruktion eines retroviralen Vektors und Herstellung pseudotypisierter
Retroviren zur Expression von FLT3mut in hamatopoetischen
Vorlauferzellen
In Tumorzellen aus Leukamiepatienten wurden Mutationen der Rezeptor-Tyrosinkinase
FLT3 besonders haufig gefunden. Die vorliegende Arbeit sollte mit Hilfe eines retroviralen
Vektorsystems untersuchen, welchen Effekt die Expression einer solchen Mutation in
hamatopoetischen Zellen von Maus und Mensch hat. Zu diesem Zweck wurde aus den
Leukdmiezellen eines Patienten der kodierende Bereich des mutierten FL73 (FLT3mut)
Gens isoliert (B. Steffen und H. Serve, Munster) und in die multiple Klonierungsstelle
(Multiple Cloning Sife, MCS) des retroviralen Expressionsvektors pMYs kloniert (Kitamura
et al., 2003). Der in Abbildung 3.1 schematisch dargestellte retrovirale Vektor exprimierte
Uber eine interne Ribosomen-Eintrittsstelle (/nternal Ribosome Entry Sife, IRES)
zusatzlich zum FLT3mut ein griin fluoreszierendes Protein (Green Fluorescent Profein,
GFP), das fir die nachfolgenden Analysen der infizierten Zellen als Reporterprotein
diente. Dasselbe Expressionskonstrukt ohne FLT3mut Sequenz wurde als Kontrollvektor

eingesetzt.

A [LTRH1| 6FP HPREH LTR |

[LTRH FLT3mut [1| GFP HPREH LTR]

JM|[ KD1]| | KD2 |— cooH

” Juxtamembran-Doméne > <inase-Doméne
589 591 597

...RYESQLOQMVQVTGSSDNEYFYVDFREYEYDLKWEFPRENLEFGKYV...

Interne Tandem-DupIikationk‘N EYFYVDFRE

Abbildung 3.1 A Retrovirale Expressionskonstrukte GFP Kontrollvektor, FLT3mut Vektor; LTR, Long
Terminal Repeat, |, IRES; PRE, Post Regulatory Element. B Schematische Darstellung des FLT3mut
Proteins und Lage der Internen Tandem Duplikation in dessen Aminosauresequenz; ED, Extrazellulare
Domane; JM, Juxtamembran-Doméne; KD, Kinase-Doméane, in schwarz dargestellt ist die Transmembran-

Domane. Ausgewahlte Aminosauren (Tyrosin) sind nummeriert.
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Ziel der nachfolgenden Versuche war die stabile Integration des
Expressionsvektors in das Genom der hamatopoetischen Zielzellen, welche daraufhin
FLT3mut und GFP exprimieren sollten. Das Einbringen der Vektoren in die Wirtszelle
erfolgte durch retrovirale Pseudotypen, die mit Hilfe einer Verpackungszelllinie hergestellt
wurden. Da den Expressionsvektoren Sequenzen fir virale Oberflachen- und
Prozessierungsproteine fehlten, wurden diese in Plasmidform (ber eine transiente
Transfektion zusammen mit den oben beschriebenen retroviralen Konstrukten in
Verpackungszellen gebracht. Diese Zellen gaben daraufhin replikations-inkompetente
Viren an das umgebene Kulturmedium ab, welches zur Infektion der Zielzellen eingesetzt
wurde.

Um zu testen, ob die Menge der Viren im gewonnenen Uberstand fiir die Infektion
der hamatopoetischen Zellen ausreichte, wurden Virustiterbestimmungen auf
Fibroblastenzelllinien durchgefiihrt. Der Anteil infizierter Zellen (Transduktionseffizienz)
wurde anhand der GFP Expression im DurchflulRzytometer bestimmt. Aus der Menge des
eingesetzten Virustberstandes und der Anzahl GFP exprimierender Zellen liel3 sich
errechnen, wie viele GFP Transfer Einheiten ein Milliliter (GTE/ml) Virusuberstand
enthielt. Zur Infektion der hamatopoetischen Zellen wurden Virustiter eingesetzt, die fir
den FLT3mut Vektor bei 1 x10% bis 6x105 GTE/ml und fir den Kontrollvektor zwischen
4x105 und 2x10% GTE/ml lagen. Die Ergebnisse dieser Infektionsversuche sind in den

folgenden Abschnitten dargestellt.

3.2 FLT3mut im Knochenmark-Transplantationsmodell (Allotransplantation)

3.2.1 Infektion und Transplantation hamatopoetischer Vorlauferzellen
Die oben beschriebenen retroviralen Pseudotypen des FLT3mut Vektors wurden in den
folgenden Experimenten benutzt, um friihe hdmatopoetische Mauszellen zu infizieren. Mit
Hilfe eines Knochenmark-Transplantationsmodells sollten die Auswirkungen der FLT3mut
Expression auf das hamatopoetische System der Maus /n vivo untersucht werden. Die in
diesem Abschnitt beschriebenen Experimente wurden in 2zwei unterschiedlichen
Mausstdmmen (C57BL/6J Irf8+* und C57BL/6J Irf8--) durchgeflhrt. Es sollte gleichzeitig
Uberprift werden, ob das in einem dieser Stamme fehlende Irf8 Gen moglicherweise
einen Einfluss auf die Krankheitsentstehung und/oder den Krankheitsverlauf hat, denn
Leukdmogenese-Modelle lassen vermuten, dass FLT3mut allein nicht ausreicht, um eine
Leukdmie auszulésen

Zur Anreicherung weitgehend undifferenzierter hamatopoetischer Zellen im
Knochenmark, wurde den Spendermausen intraperitoneal der Wirkstoff 5-Fluoruracil (5-
FU) verabreicht. Fiinf Tage nach der 5-FU Gabe wurde den Tieren das Knochenmark aus

Schienbein und Oberschenkelknochen entnommen und ex vivo in eine Suspensionskultur
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Uberfihrt. Das hierfur verwendete Kulturmedium stimulierte die Teilung der enthnommenen
Knochenmarkszellen. Nach dieser sogenannten Expansionsphase, die bis zu 24 Stunden
dauerte, wurden die hdmatopoetischen Zellen an zwei aufeinanderfolgenden Tagen mit
den pseudotypisierten Kontroll-  und FLT3mut  Vektoren infiziert. Die
Transduktionseffizienz wurde 24 Stunden nach der letzten Infektionsrunde anhand der

GFP-Expression im DurchfluRzytometer bestimmt.

FLT3mut GFP Kontrollen
o Exp.7
L
5
A C57BL/6
; IRF8+
Exp.13
Exp.15
C57BL/6
IRF8**
Exp.42

Abbildung 3.2  GFP-Expression FLT3mut und Kontrolivektor infizierter Knochenmarkszellen vor der
Transplantation. Die Bestimmung der GFP-Expression des infizierten Knochenmarks aus vier unabhangigen

Experimenten erfolgte mittels DurchfluBzytometrie. FSC, Forward Scatter; Exp., Experiment.

Der Anteil infizierter Zellen lag in vier unabhangig voneinander durchgeflhrten
Experimenten fir den FLT3mut Vektor zwischen 15 und 22%, und flr den Kontrollvektor
bei 19 bis 45% (Abbildung 3.2). Direkt nach der Ermittlung der Transduktionseffizienz
wurden 1x108 bis 3x108 Zellen (Exp.7: 1,0x10%; Exp.13: 1,0x108; Exp.15: 2,6x108; Exp.42:

3x108) Gber die Schwanzvene in zuvor letal bestrahlte Empfangermause transplantiert.
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3.2.2 FLT3mut Méuse entwickelten letale lymphoproliferative Erkrankungen

Alle Empfangerméause, die Kontrollvektor exprimierende Zellen erhalten hatten, zeigten im
Verlauf einer Untersuchungsphase von 120 Tagen keine Kkrankheitsbedingten
Auffalligkeiten. Im Gegensatz dazu erkrankten alle mit FLT3mut Zellen transplantierten
Tiere, von denen die ersten bereits 20 Tage nach der Transplantation
Krankheitssymptome wie Apathie, gekrimmte K&rperhaltung, struppiges Fell und/oder
eine beginnende Lahmung der Hinterbeine (Paraparese) aufwiesen (Tabelle 2.1). Die
Latenzzeit, mit der diese Mause &aulerliche Krankheitssymptome entwickelten, lag im
Mittel bei 25 (C57BL/6J Irf8--) und 48 Tagen (C57BL/6J Irf8+*) (Abbildung 2.3). Die Tiere
mit FLT3mut Knochenmark aus C57BL/6J Irf87 Hintergrund erkrankten demnach
signifikant schneller, als die Mause, denen C57BL/6J Irf8** FLT3mut Knochenmark

verabreicht worden war (P<0,05).

1,0 ]
c
O
3 0,8 - = GFP Kontrollen
D —— FLT3mut Irf8*"* ]:,:
0 i i
S —— FLT3mut Irf8”
" 0,6 -
]
2
E_g 0’4 _ L
=
3
%
0,2 1
0,0 T T T T T

0 20 40 60 80 100 120
Tage nach Transplantation

Abbildung 3.3  Mit FLT3mut Irf8-/- Knochenmark transplantierte MAuse erkranken signifikant schneller als
Tiere mit FLT3mut im Wildtyp-Hintergrund. Dargestellt ist das kumulative Uberleben der FLT3mut Irf8”7 (n=7),
FLT3mut Irf8*"* (n=19) und GFP Kontroll-Tiere (n=16) aus vier unabhéngigen Experimenten gegen die Zeit,

angegeben in Tage nach Transplantation. *P<0,05 (Logrank Test).
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Tage nach | MilzgrélRe | Leukozytenzahl
IRF8 | Transplantation | (mg) (x108/ml) Hamatokrit | Paraparese

7/2 -/- 20 >130 NA NA Nein
7/3 -/- 21 >130 NA 28 Nein
7/4 -/- 21 >130 NA 23 Nein
7/5 -/- 21 >130 NA 26 Nein
13/1 -/- 24 305 0,3 14 Ja
1312 |-/- 30 56 0,8 42 Ja
13/3  |-/- 39 270 NA NA Ja
15/5 | +/+ 47 129 1,3 37 Ja
15/6 | +/+ 55 225 14,3 29 Ja
15/7 | +/+ 59 NA NA NA NA
15/8* | +/+ 82 109 NA 51 Nein
42/6 | +/+ 29 237 1,1 46 Ja
42/7 | +/+ 29 371 59 34 Nein
42/8 | +/+ 39 255 6,6 41 Ja
42/9 | +/+ 39 363 9,4 20 Nein
42/10 | +/+ 42 295 5,1 40 Ja
42/11 | +/+ 42 172 1,7 36 Ja
42/12 | +/+ 46 167 1,4 49 Ja
42/13 |+/+ 46 146 15,8 34 Ja
42/14 | +/+ 46 225 18,0 38 Ja
42/15 | +/+ 45 NA NA NA NA
42/16 | +/+ 48 116 6,0 43 Nein
42/17 |+/+ 50 99 9,9 43 Ja
42/18 |+/+ 50 228 8,4 37 Nein
42/19 |+/+ 53 142 6,1 41 Ja
42/20 | +/+ 62 262 4,0 44 Ja
Tabelle 3.1 Aufgefiihrt sind alle mit FLT3mut infiziertem Knochenmark transplantierten Mause. NA=

nicht analysiert; (*)= vergroRerter Thymus.

Untersuchungen der Blutparameter ergaben Hamatokritwerte, die bei der Halfte
(n=11) der analysierten FLT3mut Mause (n=22) mit einem Mittel von 28,84% +/- 7,29
deutlich unter den Normalwerten (42,82 +/- 3,79) fur bestrahlte GFP Kontrollmuse (n=11)
lagen. Die Tiere waren demnach leicht anamisch. Erhéhte Leukozytenzahlen (>10x108
Leukozyten/ml Blut) in drei von 18 untersuchten Mausen lieBen vermuten, dass es sich
dabei um eine Ausschwemmung leukamischer Zellen aus dem Knochenmark in das

periphere Blut handelte (Tabelle 3.1). Mikroskopische Untersuchungen gefarbter
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Blutausstriche bestatigten den erhdhten Anteil von Leukozyten, bei denen es sich um
unreife Zellen lymphatischen Ursprungs, sogenannte Lymphoblasten, handelte (Abbildung
3.4).

Abbildung 3.4  Ausschwemmung leukamischer Lymphoblasten in das periphere Blut.
Histopathologische Untersuchung des Blutausstriches eines FLT3mut Tieres mit B-Zell-ALL (Exp.15 #3). Der

Pfeilkopf deutet auf einen der zahlreichen Lymphoblasten. #, Mausnummer.

Makroskopische Untersuchungen der Organe ergaben, dass die Lymphknoten bei
keiner der analysierten Mause auffallig verandert waren. Die Leber war in einigen Fallen
blasser als normal. Eine Beobachtung, die mit dem niedrigen Hamatokrit korrelierte. Bei
einem Tier mit schwerer Atemnot war der Thymus mit 365 mg stark vergréfert. Der
auffalligste Befund in 19 von 24 untersuchten Flt3mut Tieren war jedoch die vergréRRerte
Milz. Der Mittelwert der vergroRerten Milzen (n=15) lag bei 244 mg +/- 68 (Tabelle 3.1),

wobei nur Milzmassen Uber 130mg als krankhaft gewertet wurden.

Histologie

In Abbildung 3.5 ist beispielhaft der histologische Befund einer FLT3mut Milz
dargestellt. Der Schnitt zeigt deutlich die massive Zerstérung der Milzstruktur durch
infiltrierende Zellen, bei denen es sich um Lymphoblasten handelte. Die erythroiden
Zellen deuten auf eine in die Milz ausgelagerte Erythropoese hin, da das Knochenmark

vermutlich von leukdmischen Zellen Gberschwemmt war.
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Abbildung 3.5

Zerstérung der Milzstruktur  durch
infiltrierende FLT3mut Tumorzellen.
Histopathologische Untersuchung des
Milzschnittes eines FLT3mut Tieres mit
B-Zell-ALL. Der schwarze Pfeil deutet
auf infiltrierende Lymphoblasten. Der
weille Pfeil kennzeichnet erythrozytare
Zellen.

Histologische Untersuchungen des bei nur einem Tier stark vergroRerten Thymus
bestatigten auch hier das Bild unreifer lymphatischer Zellen. Zu sehen war der fir invasive
Tumore typische ,Sternenhimmel“-artige Phanotyp (starry-sky phenotype) (vergleichbar
mit Abbildung 2.6). Dieses Bild wird durch Makrophagen bedingt, die eingestreut
zwischen den Lymphoblasten liegen und durch Apoptose entstandene Zellfragmente

beseitigen.

Abbildung 3.6 Infiltrierter Thymus mit ,Sternenhimmel“-Ph&notyp.

Histopathologische Untersuchung eines Thymusschnittes einer an T-ALL erkrankten Maus (vergleichbar mit
FLT3mut Exp.15 #8). Schwarze Pfeilspitzen kennzeichnen Makrophagen, die eingestreut zwischen den
Lymphoblasten liegen und durch Apoptose entstandene Zellfragmente beseitigen.
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Abbildung 3.7  Die Hélfte der erkrankten FLT3mut Tiere litt an einer

partiellen Lahmung der hinteren Extremitaten, verursacht durch infiltrierende

Tumorzellen im peripheren Nervensystem.

A FLT3mut Maus mit leichter Paraparese der Hinterbeine.

B Histopathologische Untersuchung des Wirbelsaulenschnittes einer
FLT3mut Maus (Exp.13 #3) mit gelahmten Hinterbeinen.

Paraparese

Eine Erklarung fir die partielle LAhmung der Hinterlaufe (Paraparese), die bei 50%
der analysierten Tiere zu beobachten war (Abbildung 3.7A), lieferte die histologische
Untersuchung eines Schnittes durch den Lendenbereich der Wirbelsdule einer gelahmten
FLT3mut Maus. Abbildung 3.7 B zeigt eine solche Sektion, in der die Ausbreitung von
Lymphoblasten im peripheren Nervensystem deutlich erkennbar ist. Aufgrund der starken
Proliferation dieser Tumorzellen, war deren Wachstum nicht mehr nur auf Bereiche
begrenzt, in denen Knochenmarkzellen normalerweise zu finden waren, sondern reichte
bis an die harte Rickenmarkshaut (Dura mater spinalis). Diese Ausbreitung leukdmischer
Zellen im peripheren Nervensystem hatte vermutlich eine Einengung der vom

Rickenmark abgehenden Nervenfasern zur Folge. Mdglicherweise fiihrte die daraus
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resultierende Stérung der Reizleitung zu einer eingeschrankten Funktionsfahigkeit der
hinteren Extremitaten.

Die Transplantation von FLT3mut Knochenmark flhrte in allen Tieren zu letalen
Erkrankungen, wobei das fehlende /78 Gen deren Ausbruch signifikant beschleunigte. Die
mikroskopischen Untersuchungen ergaben, dass es sich bei den Tumorzellen, die sich in
Milz und Thymus und im peripheren Nervensystem ausgebreitet hatten, um unausgereifte

lymphatische Zellen, sogenannte Lymphoblasten, handelte.

3.2.3 FLT3mut wurde in den hamatopoetischen Organen der erkrankten Tieren
exprimiert
DurchflulRzytometrische Untersuchungen von Knochenmark, Milz und Blut erkrankter
Tiere ergaben, dass sich die Population der FLT3mut exprimierenden Zellen im Vergleich
zur Ausgangsinfektionsrate stark vergroRert hatte. Beispielhaft ist dies anhand
ausgewahlter durchfluizytometrischer Analysen von Knochenmark und Milz aus vier
FLT3mut Mausen im Vergleich zu vier gesunden Kontrolltieren in Abbildung 3.8
dargestellt. Abbildung 3.9 zeigt zusatzlich zu Knochenmark und Milz auch die Expression

von FLT3mut in Blut und Thymus von Maus 8 aus Experiment 15.

Flt3mut

"85_
KM

Milz

— GFP

GFP Kontrol

»Fsc

Abbildung 3.8  Der Anteil FLT3mut/GFP bzw. GFP exprimierender Zellen in Knochenmark und Milz.
Dargestellt sind reprasentative durchfluRzytometrischen Analysen der GFP Expression von Knochenmark und
Milz erkrankter FLT3mut Mause (Exp.7 #4; Exp.13 #1; Exp.15 #6; Exp.42 #6) und gesunder GFP Kontrolltiere
(Exp.7 #1; Exp.13 #6; Exp.15 #1; Exp.42 #2). KM, Knochenmark.
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Abbildung 3.9  In einer der untersuchten FLT3mut M&use
war neben Knochenmark, Milz und Blut auch der Thymus

von Tumorzellen befallen.

Dargestellt sind durchfluRzytometrischen Analysen der GFP

Expression betroffener hamatopoetischer Organe (Exp.15
#8).

- FSC

In den vier unabhangigen Versuchen bestanden Milzen, Knochenmark und Blut
zum Zeitpunkt der Erkrankung bei einem GroRteil der Tiere zu Uber 60% aus FLT3mut
exprimierenden Tumorzellen (Abbildung 2.10). Wobei kein signifikanter Unterschied

zwischen Mausen mit Irf8-/- oder Irf8+/+ Knochenmark zu erkennen war.
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Abbildung 3.10 Die hamatopoetischen Organe der FLT3mut Tiere bestanden zum GroRteil aus
Tumorzellen. Dargestellt ist der Anteil FLT3mut exprimierender Zellen in Knochenmark, Milz und Blut der
FLT3mut Tiere, wobei jeder Punkt den mittels DurchflulRzytometrie bestimmten GFP Expressionswert einer
Maus im entsprechenden Organ reprasentiert. Angegeben ist der Median der jeweiligen Kohorte. Blau= Irf8+*;

grin= Irf8--.
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3.24 FLT3mut Expression loste in 23 von 24 erkrankten Tieren eine B-Zell-

Leukémie aus
Eine Charakterisierung des Immunphanotyps der Tumorzell-Populationen erfolgte durch
weiterfihrende Analysen am DurchfluRzytometer (Kogan et al., 2002; Morse et al., 2002)
(Hardy and Hayakawa, 2001; Hardy et al., 2007). Hierbei wurde die Expression Zelltyp-
spezifischer Oberflachenproteine genutzt, um die Differenzierungsstadien der in den
hamatopoetischen Organen vorliegenden Zellen mit Hilfe von Fluoreszenz-gekoppelten
Antikdrpern zu bestimmen.

Die FLT3mut Populationen in Knochenmark und Milz aus 19 von 20 analysierten
Tieren bestanden bei einem Grofteil der Tiere zu Uber 80% aus B-Zellen, das heil3t, sie
exprimierten das fur B-Zellen charakteristische Oberflachenprotein B220 (Abbildung 3.11).
Das Oberflacheprotein Leukosialin (CD43) detektiert in Kombination mit B220 eine
Population friher B-Zellen. In Abbildung 3.12 sind beispielhaft aus jedem der vier
unabhangigen Experimente durchfluRzytometrische Analysen dargestellt, die eine
Expression von CD43 und B220 in Milz- und Knochenmarkzellen erkrankter FLT3mut und
gesunder GFP Kontrolltiere zeigen. Analysen der Kontrolimduse machten deutlich, dass
es sich bei dieser Population um ein B-Zell-Differenzierungsstadium handelte, das im
Knochenmark nur schwach und in der Milz gar nicht nachweisbar war (Abbildung 2.12). In
19 von 20 FLT3mut Tieren war dagegen eine aufféllige B220+/CD43* Population sichtbar
gewesen. Unabhangig vom gewahlten Maushintergrund (IRF8-- oder IRF8+**) bestanden
die FLT3mut Populationen in Milz und Knochenmark bei einem Groldteil dieser Tiere zu
Uber 60% aus B220 und CD43 positiven Zellen (Abbildung 3.11). Die Expression des
Transferrin-Rezeptors (CD71) und des CD90 Glykoproteins wurden auf fast allen
FLT3mut Zellen detektiert. Sie wurden als Indikatoren flir eine starke Zellteilung
interpretiert (Abbildung 3.13). Erythrozytare (Ter119), myeloische (Gr-1/CD11b) oder T-
Zell spezifische (CD3) Oberflachenproteine wurden kaum exprimiert (Tabelle 3.2).

Zusammengefasst bestatigten alle gezeigten durchfluizytometrischen Analysen
der hamatopoetischen Organe den in Abschnitt 3.2.2 durch mikroskopische
Untersuchungen erhaltenen Lymphoblasten-Phanotyp. In 23 von 24 FLT3mut Tieren
hatten sich B-Zell Tumorpopulationen im Knochenmark entwickelt, dem Ort der friihen B-
Zell-Differenzierung, und infiltrierten von dort ausgehend die Milz. Diese Tiere waren an

einer akuten lymphatischen Leukamie erkrankt.
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Abbildung 3.11 Die Tumorzellen in Knochenmark und Milz der FLT3mut Tiere bestanden zum Grof3teil aus
frithen B-Zellen. Dargestellt ist der Anteil B220 bzw. B220 und CD43 positiver Zellen innerhalb der Population
GFP exprimierender Zellen von Knochenmark und Milz untersuchter FLT3mut Tiere, wobei jeder Punkt den
mittels DurchfluBzytometrie bestimmten Expressionswert einer Maus im entsprechenden Organ reprasentiert.

Angegeben ist der Median der jeweiligen Kohorte.
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Abbildung 3.12 Akkumulation einer Population frither B-Zellen (B220+CD43+/-) in Milz und Knochenmark
von FLT3mut Tieren. Dargestellt sind die durchfluRzytometrischen Analysen GFP exprimierender
Zellpopulationen von FLT3mut (#3 Exp.7, #3 Exp.13, #6 Exp.15, #7 Exp.42) und GFP Kontrollmdusen (#1
Exp.7, #1 Exp.42, #3 Exp.42, #4 Exp.42). Die Zellen wurden mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikérpern
gefarbt, die sich gegen zwei B-Zell-spezifische Oberflachenproteine richteten (B220/CD43). Die in FLT3mut

Tieren auffallige B220*CD43*" Population ist in allen Analysen durch eine Umrahmung markiert.
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Abbildung 3.13 Die Tumorzellen in Knochenmark und Milz der FLT3mut Tiere bestanden zum Grof3teil aus
stark proliferierenden Zellen. Dargestellt ist der Anteil CD90 bzw. CD71 positiver Zellen innerhalb der
Population GFP exprimierender Zellen von Knochenmark und Milz untersuchter FLT3mut Tiere, wobei jeder
Punkt den mittels DurchfluRzytometrie bestimmten Expressionswert einer Maus im entsprechenden Organ

reprasentiert. Angegeben ist der Median der jeweiligen Kohorte.

Zelltyp B-Zellen Myeloisch Erythrozytar
% B220* % B220*/CD43* | % Gr-1* % Gr-1*/CD11b* | % CD71+/Ter119+*
FLT3mut |94,5+/-7,5 74,8 +/-17,9|7,0+/-14,1 1,2+/-1,7 0,9+/-0,5
KM (n=19) (n=18) (n=10) (n=10) (n=10)
FLT3mut |90,6+/-13,3 70,9 +/-18,7|10,2+/-9,9 1,8+/-1,2 3,0+/-1,7
Milz (n=22) (n=22) (n=11) (n=11) (n=10)
FLT3mut |98,5+/-0,6 85,4+/-1,2 (n=2) | 6,3+/-3,1 1,1+/-1,0 15,9+/-5,2
Blut (n=6) (n=2) (n=2) (n=6)
Zelltyp Frihe T-Zellen Proliferierende Zellen
% CD90+*/CD3e* | % CD90+*/CD3e- % CD71+/Ter119-
FLT3mut |[2,5+/-2,5 77,8+/-13,0 91,0+/-8,1
KM (n=10) (n=10) (n=10)
FLT3mut | 1,5+/-1,1 64,3+/-18,2 67,9+/-21,6
Milz (n=8) (n=14) (n=10)
FLT3mut |NA 51,9+/-3,8 25,6+/-8,0
Blut (n=2) (n=2)
Tabelle 3.2 Expression B- und T-Zell-spezifischer, myeloischer, erythrozytarer und sonstiger

Oberflachenproteine in Knochenmark, Milz und Blut erkrankter FLT3mut Tiere. Die prozentualen Anteile
(Mittelwerte) wurden mittels durchfluRzytometrischer Analyen der FLT3mut exprimierenden Tumorpopulation

bestimmt.
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3.2.5 FLT3mut Expression fiihrte in einem von 24 erkrankten Tieren zur Bildung
eines T-Zell-Tumors im Thymus

Eine FLT3mut Maus (Exp.15 #8) erkrankte im Vergleich zu den Ubrigen Tieren deutlich
spater. Knochenmark, Milz und Blut bestanden, ebenso wie bei den Ubrigen Tieren, aus
einem Grofteil FLT3mut exprimierender Zellen. Der vergroRerte Thymus war sogar zu
95% FLT3mut positiv (Abbildung 3.9). Neben dem vergroRerten Thymus (Abbildung 3.6)
unterschied sich das Krankheitsbild dieser Maus von den Ubrigen Tieren auch dadurch,
dass in den FLT3mut Populationen von Knochenmark, Milz, Blut und Thymus keine B-
Zellen (B220) nachgewiesen werden konnten. Erweiterte durchfluizytometrische
Analysen ergaben, dass es sich bei der Tumorpopulation um T-Zellen handelte
(Abbildung 3.14). Abgebildet ist die Expression T-Zell-spezifischer Oberflachenproteine
(CD4, CD8, CD25, CD90) auf den Zellen des vergroBerten Thymus und der Milz.
Verglichen wurden diese Ergebnisse mit den Expressionsanalysen der Thymuszellen
einer gesunden GFP Kontrolle (Exp.42 #2) und einer an einer B-ALL erkrankten FLT3mut
Maus (Exp.42 #11).

FLT3mut FLT3mut GFP Kontrolle

Exp.15 #8 Exp.42 #11 Exp.42 #2
Thymus= 365mg Thymus= 44mg Thymus= 95mg
Tag 82 Tag 42 Tag 42
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Abbildung 3.14 Die leuk@mische Population im stark vergroRerten Thymus der erkrankten FLT3mut Maus
#8 bestand aus unreifen T-Zellen. Dargestellt sind durchfluRzytometrische Analysen GFP positiver
Zellpopulationen des Thymus der FLT3mut Maus mit stark vergréRertem Thymus (Exp.15 #8, 95,8% GFP),
einer FLT3mut Maus mit B-ALL (Exp.42 #11, 68% GFP) und einer gesunden GFP Kontrolimaus (Exp.42 #2,
60% GFP). Untersucht wurden T-Zell-spezifische (CD4/CD8; CD90/CD3e) und B-Zell-spezifische
(B220/CD43) Oberflachenproteine. Angegeben sind aulRerdem Thymus-Masse und Zeitpunkt der Analyse,

wobei die Transplantation Tag 0 reprasentierte.

58



3 Ergebnisse

Die Tumorzellen im Thymus dieser FLT3mut Maus bestanden aus einer zu 100%
CD4 und CD8 doppelt positiven (DP) T-Zell-Population. Hierbei handelt es sich um fast
ausgereifte, kurzlebige T-Zellen, die den Thymus nach einem weiteren
Differenzierungsschritt als reife CD4 oder CD8 positive Zellen verlassen wirden. Am
Beispiel der GFP Kontrollmaus wird deutlich, dass die DP Population auch in der
normalen T-Zell-Entwicklung den Grof3teil der Thymuszellen einer ausgewachsenen Maus
ausmachten. Im Thymus des Kontrolltieres waren jedoch noch zuséatzliche Populationen
(CD4+/CD8-, CD4-/CD8*, CD4/CD8) nachweisbar, die verschiedene T-Zell
Differenzierungsstadien reprasentierten und in der Tumorpopulation fehlten. Die
Tumorzellen exprimierten neben CD4 und CD8 keinen T-Zell-Rezeptor, der durch den
verwendeten CD3 Antikorper hatte detektiert werden kénnen und dessen Expression
zumindest fiir einen Teil der DP Populationen (blich ware (Abbildung 2.14). Demnach
handelte sich bei den Tumorzellen von Maus 8 um eine vom Differenzierungsstatus her
relativ einheitliche T-Zell Population, die nicht nur im Thymus, sondern auch in
Knochenmark (nicht gezeigt) und Milz (Abbildung 3.15) nachweisbar war. Vermutlich
wurden die Thymuszellen durch eine Stérung der T-Zell Differenzierung zu Tumorzellen

und infiltrierten vom Thymus ausgehend Knochenmark und Milz.

FLT3mut FLT3mut GFP Kontrolle

Exp.15 #8 Exp.42 #11 Exp.42 #2
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Abbildung 3.15 Die Tumorzellen aus dem stark vergréferten Thymus einer FLT3mut Maus hatten auch die
Milz infiltriert. Dargestellt sind durchfluRzytometrische Analysen GFP positiver Zellpopulationen der Milz des
FLT3mut Tieres mit stark vergréBertem Thymus (Exp.15 #8, 80% GFP), einer FLT3mut Maus mit B-ALL
(Exp.42 #11, 37% GFP) und einer gesunden GFP Kontrollmaus (Exp.42 #2, 46% GFP). Untersucht wurden T-
Zell-spezifische (CD4/CD8; CD90/CD3e) und B-Zell-spezifische (B220/CD43) Oberflachenproteine.
Angegeben sind auRerdem Milz-Masse und Zeitpunkt der Analyse, wobei die Transplantation Tag O

reprasentierte.

59



3 Ergebnisse

3.3. Transplantation der FLT3mut Tumore

Um die FLT3mut Tumore auf ihre Malignitat hin zu untersuchen, wurden Knochenmark-,
Milz-, oder Thymuszellen erkrankter Mause, die nach steriler Entnahme als
Zellsuspension eingefroren worden waren, erneut transplantiert. Bei den Tumorzellen aus
Milz und Knochenmark handelte es sich um Material einer Maus mit B-Zell-Leukdmie
(Exp.15 #6). Die Thymuszellen stammten aus dem Tier, dass an einem T-Zell-Tumor
erkrankt war (Exp.15 #8). Die Transplantation erfolgte in die Schwanzvene subletal
bestrahlter Empfangertiere. Pro Tumortyp sollte der Effekt zweier unterschiedlicher
Zellzahlen untersucht werden (1x105 und 1x10% B-Zellen bzw. 0,5x105 und 5x10° T-
Zellen).

3.3.1 Im Gegensatz zu leukdmischen FLT3mut T-Zellen Iésten leukémische
FLT3mut B-Zellen innerhalb einer sehr kurzen Latenzzeit Sekundartumore

aus
Uber einen Untersuchungszeitraum von sechs Monaten entwickelte keines der mit T-
Zellen transplantierten Tiere duerliche Krankheitssymptome. Analysen geopferter Tiere,
die aulerlich gesund waren, ergaben weder auffallige Blutparameter (Leukozytenzahlen,
Hamatokritwerte), noch augenfallige Veranderungen der inneren Organe (Milz,
Lymphknoten, Thymus, Leber, Niere). DurchfluBzytometrische Untersuchungen von
Knochenmark, Milz und Blut bestatigten diesen Befund. FLT3mut exprimierende
Tumorzellen waren gar nicht oder nur zu einem sehr geringen Prozentsatz (bis 1,6%) zu
finden. Im Gegensatz dazu waren alle Tiere, denen leukamische B-Zellen verabreicht
worden waren, bereits 18 Tage nach der Transplantation erkrankt. Es traten die fir
FLT3mut Primartumore beschriebenen Krankheitssymptome wie Apathie, gekrimmte
Haltung, eingefallene Seiten und Hinterhand-Paraparese (8 von 16 analysierten Mausen)
auf. Die Milzen waren bei allen Tieren stark vergrofiert (376mg +/- 13, n=9) und
bestanden laut Analyse am DurchfluBzytometer im Mittel zu Uber 84% (84,4% +/- 5,7;
n=14) aus FLT3mut exprimierenden Tumorzellen. Auch das Knochenmark aus
Schienbein und Oberschenkelknochen verdeutlichte mit Gber 90% FLT3mut Expression
(91,3% +/- 1,6; n=4) die extreme Invasivitdt der transplantierten Tumorzellen.
Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass lediglich die leukdmischen B-Zellen
aus Milz und Knochenmark, jedoch nicht die Thymuszellen des T-Zell Tumors in der Lage

waren, einen Sekundartumor auszuldsen.
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3.3.2 Hohe Frequenz Tumor-induzierender Zellen in FLT3mut B-Zell-Leukamie
Mit Hilfe eines weiteren Transplantationsexperiments sollte bestimmt werden, ob alle oder
nur einige wenige Zellen der B-Zell Sekundértumore in der Lage sind, eine Leukadmie
auszulésen. Zu diesem Zweck wurden Milztumorzellen (Exp.18 #9 und #10)
unterschiedlicher Anzahl [1x10% (n=4); 1x10% (n=3); 1x10* (n=3); 1x103 (n=6); 1x102 (n=6);
1x10" (n=3)] in subletal bestrahlte Empfangertiere transplantiert. Daraufhin wurde
beobachtet, ob und mit welcher Latenz die Mause an einer frlhen B-Zell Leukamie
erkrankten.

Die drei Mause, denen zehn Tumorzellen transplantiert worden waren, Uberlebten
den Beobachtungszeitraum von Uber 120 Tagen, ohne aulierliche Krankheitssymptome
zu entwickeln. Abgesehen von zwei Empfangertieren, die im oben genannten Zeitraum
ebenfalls unauffallig blieben, waren bereits 26 Tage nach der Transplantation alle Mause
(n=20) erkrankt. Die Latenzzeit, mit der die Tiere erkrankten, war bei 1x106¢
transplantierten Leukamiezellen mit 12 Tagen nur unwesentlich kirzer als bei Mausen,
denen 1x10% (15 Tage), 1x104 (15 Tage), 1x103 (17 Tage) oder 1x102 (21,8 Tage)
Tumorzellen verabreicht worden waren.

Analysen der Blutparameter ergaben, abgesehen von zwei Ausnahmen (Kohorte
1x102), stark erhdhte Leukozytenzahlen (Mittelwert (MW) 42,6x106%16,8x10°
Leukozyten/ml Blut; n=13) und aulerhalb des Normbereichs (40-50%) liegende
Hamatokritwerte (MW 31,0 +/- 5,8%; n=14). Die Blutbildung war, wie in den zuvor
beschriebenen Tieren mit Primartumoren bereits gezeigt, durch die Ausbreitung der
Tumorzellen erheblich gestdrt. Die in diesem Versuch bei allen Tieren beobachteten
hohen Leukozytenzahlen lassen vermuten, dass die Ausschwemmung der Tumorzellen
ins das Blut der Mause deutlich schneller erfolgte, als noch in den Tieren mit
Primartumoren.

DurchflulRzytometrische Analysen der FLT3mut Expression machten deutlich, dass
die leukdmischen Zellen Knochenmark und Milz der erkrankten Tiere Uberschwemmt
hatten (Abbildungen 3.16 und 3.17). Knochenmark und Milz bestanden bei der Halfte der
Tiere zu Uber 65% aus FLT3mut exprimierenden Zellen. Der Anteil FLT3mut
exprimierender Zellen korrelierte hierbei nicht mit der Anzahl transplantierter Zellen. Im
transplantierten Sekundartumor waren demnach weniger als 200 Zellen in der Lage, im

Empfangertier in kiirzester Zeit eine B-Zell-Leukamie auszuldsen.
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Abbildung 3.16 Das Knochenmark der FLT3mut Tiere bestand, unabhangig von der Anzahl transplantierter
Zellen, zum Grofteil aus FLT3mut exprimierenden Zellen. Dargestellt ist der Anteil FLT3mut exprimierender
Zellen im Knochenmark, abhdngig von der Anzahl transplantierter Zellen. Jeder Punkt reprasentiert den
mittels DurchfluBzytometrie bestimmten GFP-Expressionswert einer Maus im entsprechenden Organ.

Angegeben ist der Median der jeweiligen Kohorte.
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Abbildung 3.17 Die Milz der FLT3mut Tiere bestand, unabhéngig von der Anzahl transplantierter Zellen,
zum GroRteil aus FLT3mut exprimierenden Zellen. Dargestellt ist der Anteil FLT3mut exprimierender
Milzzellen abhéngig von der Anzahl transplantierter Zellen. Jeder Punkt reprasentiert den mittels
Durchflulzytometrie bestimmten GFP-Expressionswert einer Maus im entsprechenden Organ. Angegeben ist

der Median der jeweiligen Kohorte.
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3.3.3 Die Differenzierung der FLT3mut exprimierenden leukdmischen B-Zell
Population war am Ubergang von der frilhen zur spaten pra-B-Zelle
blockiert

Um die Untersuchungen der B-Zell-Tumore aus den vorangegangenen Experimenten zu

erweitern, wurde eine noch genauere Charakterisierung der leukamischen Zellpopulation

mittels DurchfluRzytometrie vorgenommen. Orientierung zur Wahl der Antikdrper boten

Veroffentlichungen von Hardy et al, in denen die Entwicklungsstufen der B-Zell-

Differenzierung genau dargelegt sind (Hardy and Hayakawa, 2001; Hardy and Hayakawa,

2005; Hardy et al., 2007). In Abbildung 3.18 sind beispielhaft die Ergebnisse einer

durchfluBzytometrischen Analyse dargestellt, flir die ein FLT3mut Tertidrtumor der Milz

mit B-Zell-spezifischen Antikérpern gefarbt wurde. Mit Hilfe dieser und weiterer Antikorper,
wurden mehrere, durch Transplantation leukdmischer Zellen erhaltenen FLT3mut Tumore

auf die Expression von B-Zell-typischen Oberflachenproteinen untersucht.
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Abbildung 3.18 Die leukdmische Population der retransplantieten FLT3mut Mausen bestand aus unreifen
B-Zellen. Dargestellt sind reprasentative durchflulizytometrische Analysen des FLT3mut exprimierenden
Knochenmarks einer an B-ALL erkrankten FLT3mut Maus. Untersucht wurden B-Zell-spezifische

Oberflachenproteine.
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Abbildung 3.19 Die leuk@mische Population der retransplantierten FLT3mut Mausen bestand aus unreifen
B-Zellen. Zusammenfassend ergaben die durchfluBzytometrischen Analysen, dass es sich bei den
transplantierbaren Tumorzellen um undifferenzierte B-Zellen handelte, die im Ubergang von der friihen zur
spaten pra-B-Zelle blockiert waren. Differenzierungsschema abgewandelt nach Hardy et al. (Hardy and
Hayakawa, 2001; Hardy et al., 2007).

Abbildung 3.19 fasst die Ergebnisse der durchfluRzytometrischen Immuno-Phéanotyp-
Analysen zusammen. Hier sind zum einen alle untersuchten Oberflachenproteine und der
entsprechende exprimierende B-Zell Typ aufgelistet, gleichzeitig wird verdeutlicht, dass
das Profil der exprimierten Oberflachenproteine von Knochenmark und Milz erkrankter
FLT3mut Tiere die aus den Analysen der FLT3mut Primartumore erhaltenen Ergebnisse
bestatigt. Es handelte sich demnach bei den transplantierbaren Tumorzellen um nicht
ausdifferenzierte B-Zellen, die in ihrer Entwicklung im Ubergang von der friihen zur spaten

pra-B-Zelle blockiert waren.
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3.4 FLT3mut ALL Zellen waren klonal

Im besprochenen FLT3mut Knochenmark-Transplantations-Modell wurden retrovirale
Vektoren benutzt, um FLT3mut in hdmatopoetischen Vorlauferzellen zu exprimieren. Die
Integrationsorte dieser Viren sollten dabei helfen herauszufinden, ob es sich um Tumore
klonalen Ursprungs handelte. Zur Beantwortung dieser Frage wurde genomische DNA
aus FLT3mut Tumorzellen in Southern-Blot-Analysen untersucht. In unabhangigen
FLT3mut Tumoren aus verschiedenen Mausen eines Experiments konnten jeweils
mindestens vier oder mehr virale Integrationsstellen nachgewiesen werden (Abbildung
3.20). Die Zellen dieser Tumore waren in allen Fallen klonalen Ursprungs (Exp.42 #6-9).
Als Kontrollen dienten Milzzellen einer GFP-Maus mit oligoklonalem Integrationsmuster

und Milzzellen eines uninfizierten C57BL/6J Tieres.
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Abbildung 3.20 FLT3mut pra-B-Zell Tumore waren klonal und weieen mehrere virale Integrationsstellen auf.
Dargestellt sind Southern-Blot-Analysen genomischer DNA aus Milzzellen unabhangiger FLT3mut Tumore,
Milzzellen einer GFP Kontrolle (GFP) und Milzzellen einer untransplantierten C57BL/6J (B6) Maus. (E,
Experiment)
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Um zu zeigen, dass die Tumore wirklich klonal waren und nicht etwa polyklonal mit
einzelnen Integrationen der Proviren, wurden die seriell transplantierten Tumore aus
Abschnitt 3.3 und deren Ursprungszellen aus Abschnitt 3.2 im Southern-Blot untersucht
(Abbildung 3.21). Zellen des Ursprungstumors von Maus 6 aus Experiment 15 ldsten in
Empfangertieren 15, 16, 10 aus Experiment 18 Sekundartumore mit einem sehr dhnlichen
Integrationsmuster aus. Auch nach einem weiteren Transplantationsschritt blieb dieses

Integrationsmuster in den Tertidartumoren von Experiment 21 erhalten.
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Abbildung 3.21 FLT3mut pra-B-Zell Tumore waren klonal und wiesen mehrere virale Integrationsstellen auf.
Dargestellt sind Southern-Blot-Analysen genomischer DNA aus Milzzelltumoren. Die roten Pfeile geben an,
welche Tumorzellen fir weitere Transplantationen benutzt wurden und zeigen von dort aus auf die aus ihnen

entstandenen Tumore.

Diese Southern-Blot-Analysen konnten zeigen, dass die FLT3mut Tumore klonalen

Ursprungs waren und pro Klon immer mehrere virale Integrationen vorlagen.
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3.5 FLT3mut Tumore zeigten eine konstitutive Aktivierung von STAT5

Frihere Arbeiten haben bereits gezeigt, dass die stromabwarts gerichtete
Signaltransduktion von mutiertem FLT3 zu einer Phosphorylierung und damit Aktivierung
des STATS5 Proteins fuhrt, die im Gegensatz dazu beim Wildtyp-FLT3 nicht oder nur kaum
nachweisbar war (Grundler et al., 2003; Hayakawa et al., 2000; Kiyoi et al., 2002; Mizuki
et al.,, 2000; Mizuki et al.,, 2003). Diese Ergebnisse bezogen sich jedoch nur auf
Erkrankungen mit myeloischem Phanotyp. Um zu untersuchen, ob auch in den durch
FLT3mut ausgeldsten B-Zell-Tumoren (CD43+/B220*) aktiviertes STATS vorliegt, wurden
Proben aus dem Knochenmark erkrankter Tiere im Western Blot Verfahren analysiert. Als
Vergleichsprobe diente eine B220*/CD43* B-Zell-Population, die aus dem Knochenmark

unbehandelter C57BL/6J Mé&use mittels Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierung isoliert

wurde.
Abbildung 3.22 Leuk@mische FLT3mut Zellen enthalten
1 2 3 4 phosphorylierte Formen der FLT3 und STAT5 Proteine.
,- = p-F LT3 Western-Blot-Analyse  sortierter ~ (Zielpopulation= GFP+)
! FLT3 FLT3mut Zellen aus dem Knochenmark einer Maus mit B-ALL
(2) im Vergleich mit einer humanen ALL Zelllinie (1), sortiertem
4 Zielpopulation= CD43%/B220" 3 nd nsortiertem
¥ - p-STAT5 (Zielpopulati ) (@) u u i

Knochenmark einer C57BL/6J Maus (4). Die Detektion von
- .. - STATS phosphoryliertem FLT3 (p-FLT3) und p-STAT5 zeigt, verglichen
mit (3) und (4), eine Uberexpression der entsprechenden
Proteine in der FLT3mut Population. Die REH Zellen (1) dienten

als FLT3 Expressionskontrolle. Als Ladekontrolle wurde ein

& =m— @ 3-Aktin
Antikdrper gegen B-Aktin verwendet.

In den murinen FLT3mut Tumorzellen konnte die Expression von humanem FLT3
nachgewiesen werden, wobei der Anteil an phosphoryliertem FLT3 (pFLT3) gegeniber
der unphosphorylierten Form (FLT3) Uberwog (Abbildung 3.22, Spur 2). Dieses Ergebnis
unterstitzt die Annahme, dass es sich bei FLT3mut um eine konstitutiv aktive Form der
Rezeptor-Tyrosinkinase handelt. Eine humane ALL-Zelllinie (REH) diente in diesem
Versuch als positive Kontrolle fiir die Expression von FLT3. Auch in dieser Probe war
phosphoryliertes und unphosphoryliertes FLT3 zu erkennen.

Untersuchungen der STAT5 Expression in den B220*/CD43* B-Zellen der
gesunden Maus konnten unphosphoryliertes STAT5 (STAT5) sichtbar machen,
phosphoryliertes STAT5 (pSTAT5) war jedoch nicht detektierbar. Die pSTAT5 Signale
waren nur in den Tumorzellen aus der FLT3mut induzierten B-Zell-Leukdmie nachweisbar
(Abbildung 3.22, Spur 2). Phosphoryliertes STATS5 konnte demnach auch bei der

Entstehung lymphatischer Leukdmien mit mutiertem FLT3 eine Rolle spielen.
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3.6  Aktviertes STAT5 im Knochenmark-Transplantationsmodell

In den unter 3.2 beschriebenen FLT3mut Tumoren konnte mittels Western Blot Analyse
eine Aktivierung des STATS5 Signalweges nachgewiesen werden. Im weiteren Verlauf
dieser Arbeit sollte deshalb untersucht werden, ob die Expression konstitutiv aktiver
STAT5 Formen in hamatopoetischen Vorlauferzellen ausreicht, um den flir FLT3mut
beschriebenen Krankheitsverlauf im Knochenmark-Transplantations-Modell nachzubilden.
Fur dieses Experiment wurden zwei konstitutiv aktive STAT5 (STAT5 1*6= STAT5a1*6
und STAT5b1*6) Formen verwendet (Onishi et al., 1998). STAT5a und b werden von zwei
unterschiedlichen Genen kodiert, weisen aber eine 96%ige Sequenzhomologie auf. In den
nachfolgend aufgefihrten Ergebnissen werden die zwei STAT5 1*6 Formen zum Teil
nicht differenziert betrachtet, sondern aufgrund identischer Effekte als STATS5 16

zusammengefasst.

3.6.1 Infektion und Transplantation hamatopoetischer Vorlauferzellen

Die Gewinnung und Infektion der hamatopoetischen Vorlauferzellen erfolgte wie unter 3.2
fur die FLT3mut Versuche beschrieben. Abbildung 3.23 zeigt die Infektionsraten des nach
5-FU Injektion gewonnenem Knochenmarks vor der Transplantation in die

Empféangerméuse.

STATS5a 16 STATS5b 16
14,6| 12,8

A

Abbildung 3.23 Expression STAT5a 1*6 und STATSb 1*6 infizierter Knochenmarkzellen vor der
Transplantation.

3.6.2 STATS5 1*6 Expression loste im Knochenmark-Transplantationsmodell

keine pra-B-Zell ALL aus
Bereits nach 24 und 34 Tagen erlagen 4 Tiere vermutlich den Folgen der letalen
Bestrahlung, die vor der Transplantation verabreicht wurde, um den Spenderzellen das
Anwachsen im Organismus zu ermoglichen. Die transplantierten Vorlauferzellen hatten
die Bildung peripherer Blutzellen nicht Glbernommen, was zu einem andmischen Zustand
der Tiere flhrte. Dies ging aus den mit <26% extrem niedrigen Hamatokritwerte hervor

(Tabelle 3.3). Im weiteren Verlauf des Experiments (Tag 95 und 140) waren die
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Hamatokritwerte bei zwei zusatzlichen Tieren auffallig niedrig (31 und 13%). In diesen
Fallen waren im Transplantat vermutlich keine LT-HSCs enthalten gewesen, die nach
einer letalen Bestrahlung normalerweise das Langzeit-Uberleben einer Maus sichern
kénnen. Der Rest der Tiere musste aufgrund unterschiedlichster Symptome geopfert
werden, die teilweise mit denen der erkrankten FLT3mut Tiere vergleichbar waren
(Tabelle 3.3). Der Versuch umfasste einen Zeitraum von 120 Tagen.

Waren im hamatopoetischen System der Tiere Veranderungen aufgetreten, die mit
den Symptomen der FLT3mut Mause vergleichbar sind? Zwar waren die Milzen einiger
Tiere stark vergrofRert und auch die Leukozytenzahlen waren teilweise erhéht, doch diese
Beobachtungen korrelierten nicht, wie in den FLT3mut Versuchen, mit dem Auftreten
einer ausgepragten STAT5 1*6 positiven Population. DurchfluBzytometrische Analysen
der hadmatopoetischen Organe konnten zeigen, dass die STAT5 1*6 Expression nur bei
einem Tier (Exp.36/#3) in Milz und Knochenmark (41 und 23%) deutlich Uber der
Infektionsrate der transplantieren Zellpopulation (14%) lag. Ansonsten war die Expression
von STATS5 1*6 vergleichbar mit oder niedriger als die Ausgangsinfektionsrate und
variierte stark von Maus zu Maus (Abbildung 3.24). Vermutlich erlag keine der mit STATS
1*6 Knochenmark transplantierten Mause im Untersuchungszeitraum von 210 Tagen
einer letalen Erkrankung des hamatopoetischen Systems, die direkt auf die Expression

von STAT5 1*6 zurlickzufiihren wére.
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Abbildung 3.24 STAT51*6 Expression in Knochenmark und Milz.
Dargestellt ist der Anteil GFP exprimierender Zellen in Knochenmark und Milz der STAT51*6 Tiere (n=19),
wobei jeder Punkt den mittels DurchfluBzytometrie bestimmten GFP Expressionswert einer Maus im

entsprechenden Organ reprasentiert. Der Mittelwert ist angegeben.
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STAT5
Exp./ |1"6 Tage nach Milzgrofie Leukozytenzahl | Hamatokrit aultere
Maus |aoderb Transplantation | (mg) (x108/ml) Symptome
36/1 a 24 NA NA NA NA
36/2 |a 24 NA NA NA NA
36/3 |a 34 246 NA 18 1;2
36/4 |a 34 282 NA 25 1;2
36/5 |a 49 138 NA 44 1;3
36/6 |a 67 NA NA NA NA
36/7 |a 69 328 12,3 36 1;3
36/8 |a 210 64 11,8 37 4
36/9 |a 126 261 8,2 47 4
36/10 |a 111 65 7.4 42 1;2
36/11 |a 95 164 6,5 31 1;3
36/12 |b 67 171 NA 40 1
36/13 |b 67 211 NA 44 1
36/14 |b 69 65 1,3 36 1;3
36/15 |b 75 101 NA 45 1; 4
36/16 |b 88 88 10,6 47 5
36/17 |b 91 68 3,4 41 4
36/18 |b 95 122 11,6 43 4
36/19 |b 104 94 14,4 38 1;2;6
36/20 |b 111 64 1,1 41 1;2;4
36/21 |b 132 101 4,5 40 4
36/23 |b 140 55 1,4 13 5
Tabelle 3.3 Aufgeflihrt sind alle mit STAT5 1*6 infiziertem Knochenmark transplantierten Mduse. nicht

analysiert, NA; 1, gekrimmte Haltung; 2, abgemagert; 3, eingefallene Seiten; 4, aufgekratzte Haut; 5,

neurologische Stérungen; 6, beginnende Paraparese.
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3.6.3 Konstitutive Expression von aktviertem STATS flihrte zu einer Stérung der

B-Zell-Differenzierung
Die Expression von aktviertem STATS5 hatte im Allotransplantations-Modell keine
Leukdmie ausgeldst. Trotzdem sollten mit Hilfe durchflulzytometrischer Analysen der
Milzzellpopulationen die Auswirkungen einer STAT5 1*6 Expression auf die Hamatopoese
untersucht werden. Aufféllig war das verschobene Verhaltnis von B-Zellen (B220* und
CD43*") zu T-Zellen (CD4* und/oder CD8*) (Abbildung 3.25). Die STAT5 1*6 positive
Milzzellpopulation bestand im Vergleich zur STAT5 1*6 negativen Population (interne
Kontrolle = uninfizierte Milzzellen der analysierten Maus) aus signifikant weniger B-Zellen.
Innerhalb der B-Zell-Population war auRerdem das Verhaltnis friiher zu spater B-Zellen
zugunsten der friiheren Entwicklungsstufen verschoben (Abbildung 3.26). Beispielhaft ist
dies anhand ausgewahlter durchfluBzytometrischer Analysen in Abbildung 3.27

verdeutlicht. Abbildung 3.28 hebt dagegen den Entwicklungsvorteil der T-Zellen hervor.
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Abbildung 3.25 Das Verhéltnis von B-Zellen zu T-Zellen war in den Milzen der STAT1*6 Tiere verschoben.
Dargestellt ist das Verhaltnis von B220* zu CD4" und/oder CD8* Milzzellen der STAT5 1*6P°s (griin) und
STAT5 1*6"e9 (rot) Populationen, wobei jeder Punkt (n=14) den errechneten Wert einer Maus reprasentiert.

Statistik mittels SigmaPlot 9.0 errechnet (t-test).
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Abbildung 3.26 Das Verhéiltnis friiher zu spéater B-Zellen war in den Milzen der STAT1*6 Tiere verschoben.
Dargestellt ist das Verhaltnis von B220*/CD43* zu B220*/CD43" Milzzellen der STAT5 1*6ros (griin) und
STAT5 1*6"e9 (rot) Populationen, wobei jeder Punkt (n=14) den errechneten Wert einer Maus reprasentiert.

Angegeben ist der Median der jeweiligen Kohorte. Statistik mittels SigmaPlot 9.0 errechnet (t-test).

STAT5 16
positiv

Abbildung 3.27 Die Akkumulation einer Population friiher B-
Zellen (B220+CD43+) in STAT51*6 Milzen.

Dargestellt sind die durchfluRzytometrischen Analysen der
STAT5 1*6ros und STAT5 1*6"e9 Milzzellpopulationen (Exp. 36
#4 STAT5a, 4,1% GFP; Exp. 36 #19 STAT5b, 5,5% GFP). Die

Zellen wurden mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikdrpern gefarbt,

pCD43

die sich gegen zwei B-Zell-spezifische Oberflachenproteine
richteten (B220 /CD43).
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Abbildung 3.28 Der Anteil reifer T-Zellen war in den STAT5

1*6ros Milzzellpopulationen erhéht.

»CD4

Dargestellt sind reprasentative  durchfluzytometrischen
Analysen der STAT5 1*6res  und STATS5  1*6"ed
Milzzellpopulationen (Exp.36 #11 STAT5a, 14,1% GFP; Exp.36
#12 STAT5b, 4,6% GFP), wobei der T-Zell Anteil auf Kosten

der B-Zellen deutlich erhoht war. Die Zellen wurden mit

Fluoreszenz-gekoppelten Antikdrpern gefarbt, die sich gegen

R TR EATTT T |

—m—— ___ 4 T-Zell-spezifische (CD4/CD8) Oberflachenproteine richteten.
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Die Expression eines konstitutiv aktiven STAT5 Proteins im Knochenmark-
Transplantationsmodell reichte diesen Ergebnissen zufolge nicht aus, die
lymphoproliferativen Erkrankungen einer FLT3mut Expression nachzubilden. Dennoch
wurde deutlich, dass konstitutiv aktives STAT5 eine massive Entwicklungsstérung
innerhalb der lymphatischen Blutlinie ausldst. Zwar entwickelten sich aus den STAT5 1*6
positiven Vorlauferzellen insgesamt weniger B-Zellen, doch genau wie in der FLT3mut B-
Zell Population, konnte auch hier eine Anhaufung unreifer B-Zellen auf Kosten reiferer B-
Zellen nachgewiesen werden. Im STAT5 1*6 Modell kam es jedoch nicht zur Vermehrung

bdsartiger Zellklone dieses Entwicklungsstadiums, also zum Ausbruch einer Leukamie.

3.7 FLT3mut im Xenotransplantations-Modell

Mit Hilfe des Xenotransplantations-Modells sollte untersucht werden, welchen Effekt die
Expression von aktviertem FLT3 (FLT3mut) in frihen humanen hamatopoetischen Zellen
quasi /n vivo hat. Der fur diese Versuche eingesetzte NOD/scid Mausstamm besitzt
verschiedenste Defekte in den erworbenen und ererbten immunologischen Funktionen,
was den transplantierten humanen Zellen das Uberleben in der Empfingermaus

ermoglicht.

3.7.1 Infektion und Transplantation humaner hdmatopoetischer Vorlauferzellen

Die in diesem Modell verwendeten humanen Zellen stammten aus immuno-magnetisch
aufgereinigtem Nabelvenenblut, wobei das Oberflachenprotein CD34 als Kriterium fir die
Positivselektion diente. Die Gesamtheit der CD34 positiven Zellen stellt eine heterogene
Zellpopulation dar, die aus Stamm- und Vorlauferzellen unterschiedlicher
Entwicklungsstadien besteht. Zur Optimierung der Transduktionseffizienz, wurden die
Zellen 48 Stunden in Expansionsmedium gehalten, bevor die erste und 24 Stunden spater
die zweite Infektionsrunde folgte. Etwa 18 Stunden nach der zweiten Infektion lag die
Infektionsrate fir den Kontrollvektor bei 62% und bei 19% fur das FLT3mut exprimierende
Konstrukt (Abbildung 3.29). Die Transplantation der Zellen erfolgte Uber die laterale

Schwanzvene der subletal bestrahlten (350cGy) Empféangertiere.

FLT3mut GFP Kontrolle Abbildung 3.29

GFP Expression FLT3mut und Kontrollvektor infizierter

CD34+ Zellen vor der Transplantation.
Die Bestimmung der GFP-Expression der infizierten

humanen CD34+ Zellen erfolgte mittels

DurchfluRzytometrie.
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3.7.2 FLT3mut exprimierende humane hamatopoetische Vorlauferzellen waren

im Knochenmark der Empfangertiere nachweisbar
Keines der Tiere in diesem Versuch zeigte im Laufe eines Beobachtungszeitraums von 6
bis 17 Wochen nach der Transplantation duf3erliche Symptome, die auf eine Erkrankung
des hamatopoetischen Systems schlielRen lieen. Aus diesem Grund wurden innerhalb
der genannten Zeitspanne einzelne Mause geopfert, um die Entwicklung der humanen
Zellen im murinen System zu verfolgen. Die aulerliche Untersuchung hamatopoetischer
und anderer Organe (Knochenmark, Milz, Lymphknoten, Leber) ergab weder fiir die mit
GFP noch fir die mit FLT3mut exprimierenden Zellen transplantierten Mause ein
Krankheitsbild.

Um den gesamten Anteil humaner Zellen (infiziert und uninfiziert) in Knochenmark,
Milz und Blut zu bestimmen, wurden Analysen am DurchfluRzytometer durchgeflhrt.
Diese Untersuchungen erfolgten mit Hilfe eines Fluoreszenz-gekoppelten anti-human
CD45 Antikorpers, der an ein Oberflachenprotein bindet, dass auf allen humanen

Leukozyten exprimiert wird.
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Abbildung 3.30 Im NOD/scid Knochenmark waren Populationen humaner Zellen nachweisbar. Jeder Punkt
reprasentiert den mittels DurchfluRzytometrie bestimmten prozentualen Anteil humaner Zellen (CD45%) im
Knochenmark einer FLT3mut Maus (griin) (n=13) oder eines GFP Kontrolltieres (rot) (n=5). Angegeben ist der

Median der jeweiligen Kohorte.
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Im peripheren Blut und in der Milz der geopferten Versuchstiere waren nur sehr
wenige oder gar keine humanen Zellen nachweisbar. Im Gegensatz dazu zeigten die
Untersuchungen des Knochenmarks der einzelnen Mause, dass der Anteil humaner
Zellen (CD45*) zwar stark variierte, bei der Halfte der Kontrolltiere jedoch tber 66% und in
FLT3mut Mausen sogar Uber 82% lag (3.30). Ausgehend von dieser Population humaner
Knochenmarkzellen ergaben Analysen der GFP-Expression im Knochenmark der
Kontrolltiere Werte zwischen 3 bis 19%, im Knochenmark der FLT3mut-Mausen lag die

GFP Expression zwischen 1 und 10% (Abbildung 3.31).

5 20

E [ ]

-]

o

g

. 15 1

(9]

<t

m)

&) °

£ 10 A

5 . .

S . 0

™ 453 —6—36

O °

= 0 ° . . .
FLT3mut GFP Kontrolle

Abbildung 3.31 Im NOD/scid Knochenmark waren Populationen FLT3mut exprimierender Zellen
nachweisbar. Jeder Punkt reprasentiert den mittels DurchflulRzytometrie bestimmten prozentualen Anteil
humaner (CD45"%), GFP positiver Zellen im Knochenmark einer FLT3mut Maus (griin) (n=13) oder eines GFP

Kontrolltieres (rot) (n=5). Angegeben ist der Median der jeweiligen Kohorte.

3.7.3 Der Anteil myeloischer Zellen war in der FLT3mut Population vergréRert

Im Folgenden sollten die Auswirkungen der Expression von FLT3mut auf die
Differenzierung der humanen hamatopoetischen Zellen und damit auch der Einfluss von
FLT3mut auf die Blutlinienverteilung im Xenograftmodell untersucht werden. Hierzu wurde
die Expression myeloischer Oberflacheproteine auf den Knochenmarkzellen von FLT3mut
und GFP Mausen mit Hilfe Fluoreszenz-gekoppelter Antikérper (anti-human CD15 und
anti-human CD33) am DurchfluRzytometer analysiert. Der Vergleich zeigte, dass FLT3mut
exprimierende Knochenmarkzellen zu einem wesentlich gréReren Anteil positiv fur die
myeloischen Oberflachenmarker CD15 und CD33 waren, als die nur GFP exprimierenden
Zellen. Abbildung 3.32 verdeutlicht dies mit représentativen durchfluizytometrischen

Analysen einer FLT3mut und einer GFP Maus, deren anti-human CD45*
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3 Ergebnisse

Knochenmarkzellen zusatzlich mit anti-human CD15 und anti-human CD33 gefarbt
worden waren. Einen Uberblick (ber die Verteilung der myeloischen Marker in allen
analysierten Mausen gibt Abbildung 3.33. Diese Daten beweisen statistisch signifikant
(P=0,01), dass es in der FLT3mut Knochenmarkpopulation zu einer signifikanten

Verschiebung zu Gunsten der myeloischen Blutlinie kam.

Abbildung 3.32 VergréRerte Population myeloischer Zellen im
FLT3mut GFP Kontrolle

FLT3mut Knochenmark.

Dargestellt sind reprasentative  durchfluBzytometrische
Analysen der humanen (CD45" und GFP*) Populationen des

Knochenmarks einer FLT3mut und einer GFP Kontrollmaus.

Die Zellen wurden mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikdrpern
gefarbt, die sich gegen zwei myeloische Oberflachenproteine
richteten (CD15 und CD33).
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Abbildung 3.33  Signifikant vergrofRerte Population myeloischer Zellen im FLT3mut Knochenmark. Jeder
Punkt reprasentiert den mittels Durchfluzytometrie bestimmten prozentualen Anteil humaner myeloischer
Zellen (CD45*/GFP*/CD15" und/oder CD33*) im Knochenmark einer FLT3mut Maus (griin) (n=13) oder eines
GPF Kontrolltieres (rot) (n=5). Statistik mittels SigmaPlot 9.0 errechnet (t-test).

Das Xenograftmodell hat gezeigt, dass die Expression von FLT3mut in humanen
hamatopoetischen Vorlduferzellen nach der Transplantation in NOD/scid Mause zwar zu
einer Expansion myeloischer Zellen in deren Knochenmark flihrte, jedoch nicht

ausreichte, um eine Leukdmie auszuldsen.
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4 Diskussion

Aktivierende Mutationen der Rezeptor-Tyrosinkinase FLT3 sind die am haufigsten
gefundenen genetischen Verdnderungen in akuten myeloischen und lymphatischen
Leukdmien (AML und ALL). Sie filhren zu einer unkontrollierten, andauernden
Signalwirkung des Rezeptors und bringen dadurch zellulare Prozesse wie Zellteilung,
Differenzierung und Apoptose aus dem Gleichgewicht. Solche Stdérungen der
hamatopoetischen Entwicklung spielen auf dem Weg zur Entstehung einer Leukamie eine
entscheidende Rolle.

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, zwei Modelle zu etablieren, mit deren
Hilfe untersucht wurde, wie sich die Expression eines mutierten FLT3 Rezeptors
(FLT3mut) auf die Entwicklung hamatopoetischer Zellen von Maus (Allotransplantation)
und Mensch (Xenotransplantation) /7 vivo auswirkt. Im Allotransplantations-Modell
erkrankten die Tiere innerhalb kirzester Zeit an einer akuten lymphatischen Leukamie,
wobei das Fehlen des /8 Gens zu einem signifikant schnelleren Ausbrechen der
Krankheit fiihrte. Die leukamische Population bestand aus B-Zellen, die in ihrer
Differenzierung am Ubergang von der friihen zur spéaten pra-B-Zelle blockiert waren.
Retransplantationsversuche verdeutlichten die Aggressivitat der Leuk@mie. Sie ergaben
aullerdem, dass es sich bei den leukdmischen Populationen um Zellen klonalen
Ursprungs handelte. Untersuchungen der vom FLT3mut Rezeptor ausgehenden
Signaltransduktion zeigten eine starke Aktivierung von STAT5. Aus diesem Grund wurde
versucht den FLT3mut Effekt durch Expression eines aktivierten STAT5 im Knochenmark-
Transplantationsmodell zu imitieren. Obwohl es in den STAT5 Tieren zu einer mit
FLT3mut vergleichbaren Stérung der B-Zell-Differenzierung kam, reichte aktiviertes
STAT5 nicht aus, um eine ALL zu induzieren. Im Gegensatz zum Knochenmark-
Transplantationsmodell 16ste FLT3mut nach der Xenotransplantation keine Leukamie aus,
sondern fuhrte zur Expansion einer frihen myeloischen Population, ohne dabei jedoch die

Differenzierung zu blockieren.

4.1 Ein Vergleich der etablierten Mausmodelle untereinander und mit humanen
Erkrankungen

4.1.1 Das Allotransplantations-Modell

Die Maus ist ein wertvolles Modellsystem, um die Entstehung von Leukdmien /n vivo

experimentell zu analysieren. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit induzierte die

Expression von FLT3mut im murinen Knochenmark-Transplantationsmodell eine ALL mit

sehr kurzer Latenzzeit. Der Phénotyp dieser Erkrankung zeichnete sich in 28 von 29

untersuchten Tieren durch eine Blockade der B-Zell-Differenzierung am Ubergang von der
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frhen zur spaten pra-B-Zelle aus. Milz, Leber und Lunge der betroffenen Tiere waren
ausgehend vom Knochenmark durch die leukdmische Population friher pra-B-Zellen
(B220*/CD43*) uberschwemmt worden. In Tieren aus bisher verdéffentlichten Studien hatte
die FLT3 Mutation meist Auswirkungen auf die Entwicklung der myeloischen Linie (siehe
Tabellen 4.1 und 4.2). Lediglich ein Tier im transgenen Mausmodell von Lee et al.
entwickelte eine letale Erkrankung der B-Zell-Linie (Lee et al., 2005). Einige
phanotypische Gemeinsamkeiten wie Paraparese, vergrofRerte Milz, CD43/B220/CD19
positive Tumorzellen und Transplantierbarkeit der Tumorzellen mit sehr kurzer Latenz
lieBen sich beim Vergleich des transgenen Tieres mit den FLT3mut M&usen der
vorliegenden Arbeit nachweisen. Das transgene Tier war jedoch an einem B-Zell-
Lymphom erkrankt, das heifdt, die Tumorzellen gingen aus einem Lymphknoten und nicht,
wie die ALL der FLT3mut Mause, aus dem Knochenmark hervor.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist es demnach zum ersten Mal gelungen, ein
Modell zur FLT3-assoziierten Entstehung einer frihen pra-B-ALL zu etablieren. Diese
Form der Leukdmie wird auch Vorldufer B-Zell-ALL genannt. Sie ist die am haufigsten
auftretende Krebserkrankung im Kindesalter. Aktivierende FLT3 Mutationen werden in
dieser Gruppe der padiatrischen Leukamien mit jeweils etwa 20% besonders haufig in
Patienten mit hyperdiploider ALL oder MLL Translokationen gefunden (Armstrong and
Look, 2005; Armstrong et al., 2004; Paulsson et al., 2008; Taketani et al., 2004). Und
auch im Grof3teil der ALL-Zellen ohne FLT3 Mutationen kommt es durch Veranderungen
der Genregulation zu einer erhdhten FLT3 Expression (Birg et al., 1992; Brown et al.,
2005; Carow et al., 1996). Diese Zahlen verdeutlichen die Rolle von FLT3 in padiatrischer
pra-B-ALL. Zugleich unterstreichen sie die Notwendigkeit Modelle, wie das im Rahmen
dieser Arbeit etablierte Allotransplantations-Modell, zu entwickeln, die zum Verstandnis

und zur Heilung dieser Krankheit beitragen kdnnten.

4.1.2 Das Xenotransplantations-Modell

Ergebnisse aus Mausversuchen lassen sich nicht uneingeschrankt auf das humane
System Ubertragen. Besonders deutlich zeigten dies Versuche zum Transkriptionsfaktor
C/EBPa (Niebuhr et al., 2008; Schwieger et al., 2004). In humanen Zellen flihrte die
Expression mutierter C/EBPa Proteine, egal ob humanen oder murinen Ursprungs, zu
einer Blockade der granulozytaren Differenzierung. Im Maussystem dagegen wurde durch
keine der beiden Mutanten eine Differenzierungsstdrung verursacht. Vermutlich weichen
die Expressionsmuster von Transkriptionsfaktoren und Zytokinrezeptoren wahrend der
Differenzierung in den beiden Spezies teilweise voneinander ab. Auch beim Vergleich von

humaner und muriner B-Zell-Differenzierung treten feine regulatorische Unterschiede
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hervor, die bei der Ubertragung von Mausmodellen auf das hamatopoetische System des
Menschen beachtet werden sollten (Payne and Crooks, 2007).

Die oben angedeuteten Abweichungen in der Regulation der Hamatopoese von
Maus und Mensch unterstreichen die Bedeutung von Xenotransplantations-Modellen. Mit
ihrer Hilfe kdénnen Differenzierungsvorgdnge humaner Zellen unter komplexen in vivo
Bedingungen ablaufen, die in der Zellkultur schwer nachzustellen sind. In der
vorliegenden Arbeit wurden aus Nabelvenenblut aufgereinigte, humane Vorlauferzellen in
M&use transplantiert, um in deren Knochenmark quasi unter in vivo Bedingungen zu
proliferieren und differenzieren. Die Expression von FLT3mut flhrte nicht, wie im
Allotransplantations-Modell, zu einer malignen Veranderung der lymphatischen Linie,
sondern auflerte sich in einer signifikanten VergrofRerung der Population myeloischer
Vorlauferzellen. Bisher wurden die Auswirkungen der Expression eines mutierten FLT3
Rezeptors auf die Differenzierung humaner hamatopoetischer Zellen nur /n vitro, also in
Methyzellulose-Kulturen (Colony Assay) und auf Stromazellen (Cobblesfone Area
Forming Cell Assay) untersucht (Chung et al., 2005; Li et al., 2007). FLT3-ITD Expression
fuhrte in diesen Versuchen, genau wie in dem hier vorgestellten /n vivo Modell, zu einem
selektiven Wachstumsvorteil. Zwar war bei Chung et al. auch eine leichte Zunahme
myeloischer Vorlaufer zu beobachten, aber in erster Linie wurden vermehrt frihe
erythroide Zellen nachgewiesen.

Warum ist im FLT3mut Xenotransplantations-Modell nicht wie im
Allotransplantations-Modell die lymphatische, sondern die myeloische Linie betroffen?
Spezies-spezifische Unterschiede konnten hierbei eine Rolle spielen. Dagegen sprechen
jedoch die Ergebnisse aus Allotransplantations-Modellen anderer Gruppen, die zeigen,
dass FLT3-ITD auch dort in der Lage ist, myeloische Erkrankungen zu induzieren
(Grundler et al., 2005; Kelly et al., 2002b). AulRerdem ist zu beachten, dass die Zellen des
Xenotransplantations-Modells aus Nabelvenenblut und nicht, wie im Allotransplantations-
Modell, aus Knochenmark isoliert wurden. Hinzu kommt, dass beide Populationen nach
unterschiedlichen Infektionsprotokollen behandelt wurden. Es ist demnach
wahrscheinlicher, dass in diesen Modellen besonders Herkunft und Eigenschaften der
Zielzelle fur Entstehung und Verlauf der Erkrankung von Bedeutung waren.

Ist die im Xenotransplantations-Modell durch FLT3-ITD ausgeléste Expansion
myeloischer Zellen eine Veranderung, die auch in Leukdmiepatienten stattgefunden hat
und den ersten Schritt in Richtung Leukamieentstehung darstellt? Es wird kontrovers
diskutiert, ob dies der Fall ist oder ob FLT3 Mutationen erst zu einem spateren Zeitpunkt
in pra-leukdmischen Zellen auftreten (Levis and Small, 2003). Analysen von Rezidiv-
Proben aus Leukamiepatienten flihrten zu diesen unterschiedlichen Standpunkten. Auf

der einen Seite gibt es Patienten, in denen beim erneuten Ausbruch der Leukamie keine
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FLT3 Mutation mehr nachweisbar war oder deren FLT3 erst im Rezidiv mutiert war (Cools
et al., 2004). Andererseits konnte gezeigt werden, dass in der Mehrheit der Ruckfélle die
FLT3 Mutationen in den leukdmischen Zellen erhalten geblieben waren (Gillland and
Griffin, 2002; Kottaridis et al., 2001; Shih et al., 2002; Wellmann et al., 2005). Ein weiteres
Argument fur FLT3-ITD als Leukd@mie-induzierende Mutation liefern
Transplantationsversuche mit Patientenproben in NOD/scid Mausen. Diese Studien
konnten mutiertes FLT3 in leukdmischen Stammzellen nachweisen (Levis et al. 2005).

Warum flhrt die Expression von FLT3mut in humanen Zellen nicht, wie in den
Allotransplantations-Modellen, zur Entstehung einer malignen Erkrankung? Dieses
Ergebnis entspricht der zugrunde liegenden Arbeitshypothese, die besagt, dass fir eine
maligne Transformation zusatzlich zur FLT3 Mutation weitere genetische Veranderungen
notwendig sind. Zahlreiche, in dieser Arbeit diskutierte Modelle und auch
Untersuchungsergebnisse von Leukamiepatienten, in denen neben FLT3 Mutationen zum
Beispiel chromosomale Translokationen gefunden wurden, unterstiitzen diese Vermutung
(Armstrong et al., 2004; Gillland and Griffin, 2002; Taketani et al., 2004). Im weiteren
Verlauf der Diskussion soll dieser Aspekt der FLT3-induzierten Leukdmogenese noch mal
aufgegriffen werden.

Das etablierte Xenotransplantations-Modell zeigt, das die Expression von FLT3-
ITD zwar nicht zu einer malignen Transformation der hamatopoetische Zellen fiihrte, doch
sie hat die normale Differenzierung aus dem Gleichgewicht gebracht und stellt so

mdglicherweise den ersten Schritt in Richtung Leukdmieentstehung dar.

4.2 Die Untersuchung von aktivierenden FLT3 Mutationen in murinen Zellen.

Ein Vergleich der vorliegenden Arbeit mit aktuellen Studien.
Zu Beginn dieser Arbeit lagen nur wenige Modelle vor, um die Auswirkungen von
aktivierenden FLT3 Mutationen /n vivo zu analysieren. In den darauffolgenden Jahren
haben sich jedoch auch andere Gruppen mit dieser Fragestellung befasst und FLT3
Mutationen in unterschiedlichen Mausmodellen untersucht. Die Tabellen 4.1 und 4.2
fassen diese Studien zusammen, indem sie die verwendeten Mausstdmme und den

Krankheitsverlauf aufzeigen.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, ein fur die humane pra-B-ALL
relevantes Mausmodell zu etablieren. In bisherigen Veroffentlichungen konnte dagegen
allein durch die Expression eines FLT3-ITD in Mausknochenmark keine ALL induziert
werden. Die Tiere in anderen FLT3-ITD Modellen blieben entweder ohne Befund oder
fielen durch myeloproliferative Erkrankungen oder Lymphome auf. Warum entstehen
durch die Expression von mutiertem FLT3 in murinen hamatopoetischen Zellen so
unterschiedliche Krankheitsbilder? Diese Frage soll in den folgenden Abschnitten
diskutiert werden, wobei (A) Art der FLT3 Mutation, (B) gewahlter Mausstamm, (C)

Zielzelle, (D) Infektionsrate und (E) Expressionssysteme bertcksichtigt werden.

A Spielen Lénge und Lage der ITD Mutation eine Rolle bei Entstehung und Entwicklung
einer hamatopoetischen Erkrankung?

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Interne Tandem Duplikation (ITD) des
FLT3 Rezeptors war 30 Basenpaare lang und flhrte zur Bildung eines Proteins
(FLT3mut), das im Vergleich zum Wildtyp-Rezeptor um 10 Aminosauren vergrof3ert war.
Kann die Lange der ITD erklaren, warum die Tiere dieses Modells an einer ALL
erkrankten? In den Ubrigen Mausmodellen war die am haufigsten verwendete ITD (ITD7) 7
Aminosduren lang und flhrte entweder zum Ausbruch von myeloproliferativen
Erkrankungen, zur Entstehung von Lymphomen oder hatte gar keine Auswirkungen auf
die Hamatopoese (Kelly et al., 2002a; Kelly et al., 2002b; Lee et al., 2007; Lee et al.,
2005; Stubbs et al., 2008). Im Rahmen einer von Kelly et al. verdffentlichten
Versuchsreihe flhrte dagegen die Expression der ITD7, genauso wie die einer deutlich
langeren ITD (28 Aminosauren), zu myeloproliferativen Erkrankungen mit vergleichbaren
Latenzen (Kelly et al., 2002b). Obwohl klinische Studien den Einfluss der ITD Lange auf
Uberleben und Behandlungserfolg betroffener Patienten zeigen konnten (Meshinchi et al.,
2008; Stirewalt et al., 2006), deuten diese variierenden Phanotypen darauf hin, dass in
erster Linie nicht die Lange der ITD, sondern andere Faktoren Einflisse auf Entstehung
und Entwicklung der FLT3-ITD-induzierten Erkrankungen in den Mausmodellen hatten.

Ein mdglicher Einflussfaktor, der in direktem Zusammenhang mit der ITD steht,
sind die durch die Mutation betroffenen Tyrosin-Reste. Insbesondere Y589 und Y591
spielen bei der Aktivitatskontrolle und Phosphorylierung von FLT3 eine wichtige Rolle
(Meshinchi et al., 2008). ITD; betrifft die Tyrosin-Reste 597 und 599, wahrend bei
FLT3mut Y589 und Y591 verdoppelt sind. Doch auch in anderen Modellen sind genau
diese zwei (589 und 591) oder mehrere Tyrosin-Reste dupliziert, was in einem Fall zu
einer Myeloproliferation fiuhrt und im anderen Modell keine krankheitsbedingten
Auffalligkeiten zur Folge hat (Kelly et al., 2002a; Schessl et al., 2005). Diese Vergleiche

zeigen, dass die Entstehung einer ALL in der vorliegenden Arbeit, im Gegensatz zu den
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von anderen Gruppen gezeigten myeloproliferativen Erkrankungen oder Lymphomen,
allein durch Unterschiede in Lage oder Léange der ITD Mutationen vermutlich nicht zu

begrinden ist.

B Welchen Einfluss hat der gewéhlte Maustamm auf den Krankheitsphanotyp?

In einem Modell mit C57BL/6J (B6) Hintergrund |I6ste FLT3-ITD allein letale T-Zell-
Lymphome aus (Kelly et al., 2002a). Das betroffene T-Zell-Stadium wurde anhand der
Expression T-Zell-spezifischer Oberflachenproteine charakterisiert. Es ist mit dem
Phanotyp einer Maus der vorliegenden Arbeit, die nach langer Latenz an einem T-Zell
Tumor des Thymus erkrankt war, vergleichbar. Hierbei handelte es sich jedoch um einen
Einzelfall in den FLT3mut Versuchen, denn alle Gbrigen untersuchten Tiere erkrankten an
einer frihen pra-B-ALL.

Die FLT3-ITD-induzierten Leukamiefdlle in B6 Hintergrund stehen mit ihrer
betroffenen lymphatischen Linie im deutlichen Gegensatz zu den myeloischen
Erkrankungen, die aktiviertes FLT3 in BALB/c Tieren bei Grundler et al. und Kelly et al.
ausloste (Grundler et al., 2005; Kelly et al., 2002b). Ein mdglicher Einfluss Mausstamm-
spezifischer Eigenschaften auf die Krankheitsentstehung wird von Rivera und Tessarollo
diskutiert (Rivera and Tessarollo, 2008). Sie erwahnen eine Veréffentlichung von
Szymanska et al., welche die Bedeutung stammeigener genetischer Modifikatoren bei der
Entwicklung einer Erkrankung beweist (Szymanska et al.,, 1999). Rekombinante
Mausstamme, die sich nur durch bekannte Genomabschnitte unterschieden (congenic),
wurden auf ihre Strahlungsanfalligkeit getestet. Es konnten nicht nur stammspezifische
Unterschiede in Auftreten und Latenz von Lymphomen und Leukdmien gezeigt werden,
die von der Erkrankung betroffenen Blutlinien variierten ebenfalls. Der bei Grundler et al.
und Kelly et al. verwendete Mausstamm BALB/c weist im Vergleich zu den in der
vorliegenden Arbeit eingesetzten B6 Mausen funktionelle Veranderungen eines wichtigen
Tumorsuppressorgens (CdknZa) auf (Zhang et al., 2003; Zhang et al., 1998). Eine solche
genetische Vorschadigung kénnte die Entwicklung spezifischer Erkrankungen, in den

besprochenen Modellen die Entstehung einer Myeloproliferation, begunstigen.

C Welchen Einfluss hat der Phénotyp der Zielzelle auf den Krankheitsphénotyp?

FLT3 aktivierende Mutationen flihrten im Grofdteil der transgenen Modelle zum
Ausbrechen myeloproliferativer Syndrome, unabhdngig ob die Tiere aus einem B6,
BALB/c oder FVB Hintergrund stammten (Baldwin et al., 2007; Lee et al., 2007; Lee et al.,
2005; Li et al., 2008). In diesen Tieren wurde der mutierte FLT3 Rezeptor von allen Zellen
des  hamatopoetischen  Systems  exprimiert und nicht, wie in den

Transplantationsmodellen, von einer weitgehend undefinierten Zellpopulation, die das Ziel
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der viralen Infektion war. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass zum Beispiel auch der
Differenzierungsstatus der Zielzelle, also die Zelle, in der das aktivierte FLT3 exprimiert
wird, Auswirkungen auf den Krankheitsphanotyp haben konnte.

Bereits 1992 haben Andrew G. Elefanty und Suzanne Cory in einer
Veroffentlichung verdeutlicht, dass nicht nur der verwendete Mausstamm, sondern auch
die Kulturbedingungen im Rahmen der Infektion einen entscheidenden Einfluss auf die
entstehende Krankheit und deren Verlauf haben (Elefanty and Cory, 1992). Sie
verwendeten Knochenmark von BALB/c Mausen und exprimierten darin das Onkogen
BCR-ABL. Im Vergleich zu vorher veréffentlichten BCR-ABL Transplantations-
Experimenten war es ihnen durch die Veradnderung des Infektionsprotokolls gelungen,
einen neuen Krankheitsphanotyp zu erzeugen. Statt bodsartiger lymphatischer oder
Makrophagen-Tumore, entstand unter diesen abgewandelten Bedingungen eine
myeloproliferative Erkrankung. In einer aktuellen Veréffentlichung von Wei et al. wird
ebenfalls eindrucksvoll dokumentiert, wie die Kulturbedingungen Entstehung und Verlauf
einer Krankheit im Transplantationsmodell beeinflussen (Wei et al., 2008). Untersucht
wurden die Auswirkungen der Expression eines Fusionsproteins (MLL-AF9), das haufig in
Leukdmiezellen gefunden wurde. Abhangig davon, mit welchen Zytokinen die Zellen vor
der Transplantation behandelt worden waren, entwickelten sich myeloische und/oder
lymphatische Leukamien. Dass auch die Zusammensetzung der zu infizierenden
Zellpopulation, das heildt die betroffene Zielzelle, den Krankheitsphanotyp beeinflussen
kann, zeigen Versuche mit BCR-ABL (Li et al., 1999). Die Verwendung von 5-Fluorouracil
(5-FU) angereichertem BCR-ABL Knochenmark oder BCR-ABL Gesamtknochenmark
l6ste in den transplantierten Tiere entweder einheitliche Erkrankungen oder
unterschiedliche Leukdmieformen aus.

Sicherlich bestimmen Anreicherungsverfahren und Kulturbedingungen auch in den
hier verglichenen Transplantationsmodellen den Phanotyp der Zelle, die das Ziel der
FLT3 Mutation ist und damit vermutlich auch die entstehende Erkrankung. In sechs der
verglichenen Transplantationsmodelle wurde, genau wie in der vorliegenden Arbeit, 5-FU
stimuliertes Knochenmark verwendet. Entnahmezeitpunkt, Kultur- und
Infektionsbedingungen variierten jedoch von Studie zu Studie. Im Folgenden soll der
Einfluss dieser Faktoren einzeln diskutiert werden.

Entnahmezeitpunkt nach 5-FU Behandlung: Es ist bekannt, dass bereits der
Zeitpunkt der Knochenmarkgewinnung nach der 5-FU Gabe die Zusammensetzung der
Zellpopulation beeinflusst (Haug et al.,, 2008; Nishio et al., 1996). Aufgrund
unterschiedlicher Entnahmezeitpunkte kénnten sich die zur Infektion verwendeten
Zielzellen bereits in ihrer Blutlinien-Verteilung unterscheiden. Die Zahl der

hamatopoetischen Stammzellen nimmt in den ersten drei Tagen nach der Transplantation
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stark ab und beginnt erst an Tag vier langsam wieder anzusteigen (Randall and
Weissman, 1997). Diese Untersuchungen von Randall et al. lassen vermuten, dass das
fur diese Arbeit verwendete, an Tag 5 entnommen Knochenmark, im Vergleich zu den
nach 4 Tagen gewonnen Zellen bei Gundler et al., deutlich mehr hamatopoetische
Stamm- und Vorlauferzellen enthielt. Allerdings entwickelten die Tiere bei Grundler et al.,
genauso wie bei Kelly et al. eine myeloproliferative Erkrankung, wobei letztere das
Knochenmark fir ihre Versuche erst nach 6 Tagen entnommen hatten. Zu diesem
Zeitpunkt sollten ausreichend Stammzellen vorliegen. Der Entnahmezeitpunkt des
Knochenmarks nach der 5-FU Behandlung kann in diesen Vergleichen das Auftreten
einer lymphatischen im Vergleich zu einer myeloischen Erkrankung demnach nicht
erklaren.

Serumzusatz: Wahrend der Expansions- und Infektionsphase der
Knochenmarkzellen wurde in der vorliegenden Arbeit ausschlieBlich serumfreies
Kulturmedium verwendet. Es sollte verhindert werden, dass dieser undefinierte
Kulturzusatz die Differenzierung der Vorlauferzellen begunstigt (Spooncer et al., 1986).
Dieser Effekt koénnte in beiden Transplantationsmodellen mit myeloproliferativer
Erkrankung eine Rolle spielen (Grundler et al., 2005; Kelly et al., 2002b). Dort wurde
fotales Rinderserum eingesetzt, was die Zusammensetzung der zu infizierenden
Zellpopulation beeinflusst haben kénnte.

Zytokine: In den Versuchen von Kelly et al. und Grundler et al. wurde den Kulturen
IL-6, IL-3 und SCF zugesetzt (Grundler et al., 2005; Kelly et al.,, 2002b). Fir die
Experimente der vorliegenden Arbeit wurden ebenfalls IL-3 und SCF verwendet. Statt IL-6
enthielt das Kulturmedium jedoch IL-11 und FL. IL-6 und IL-11 werden aufgrund &hnlicher
Eigenschaften der gleichen Gruppe von Faktoren zugeordnet (Early-Acting Hematopoietic
Synergistic Factors) (Tsuji et al., 1992). Gemeinsam mit SCF und IL-3 wirken sie zu
einem friihen Zeitpunkt der Differenzierung auf die Proliferation der hamatopoetischen
Zellen. Einen wichtigen Unterschied in der Zytokin-Zusammensetzung der verglichenen
Experimente stellt der Zusatz des FL dar. Hat der FL Auswirkungen auf die
Zusammensetzung der zu infizierende Zellpopulation? Sitnicka et al. vermuten, dass der
FL entscheidend zu Entstehung, Vermehrung und Erhalt der friihesten lymphatischen
Vorlauferzellen (CLPs) beitragt (Sitnicka et al., 2002). Es ist demnach nicht
auszuschlie®en, dass die FL Gabe wahrend der Expansions- und Infektionsphase zu
einer verstarkten Vermehrung der Population friiher lymphatischer Zellen gefiihrt hat
(Ceredig et al., 2006). Diese Zellen waren das Ziel der Infektion mit pseudotypisierten
FLT3mut Vektoren. Moglicherweise sind durch diese Infektionsbedingungen bereits
Grundvoraussetzungen flr die Entstehung einer lymphatischen Erkrankung gegeben. Es

soll jedoch darauf hingewiesen werden, dass die mit dem GFP-Vektor infizierten Zellen

86



4 Diskussion

der Kontrollgruppen auch in Richtung anderer Blutlinien differenzieren konnten. Dies
macht deutlich, dass auch HSCs oder MPPs FLT3mut exprimierten. Aul’erdem lassen
Transplantationsexperimente vermuten, dass der FL Zusatz zur Kultur notwendig war, um
das Anwachsen von LT-HSCs im Knochenmark der Empféngertiere zu gewahrleisen
(Diehl et al., 2007).

D Beeinflusst die Infektionsrate im Knochenmark-Transplantationsmodell Verlauf und
Erscheinungsbild der Erkrankungen?

Die FLT3-ITD Expression fuhrte in den C57BL/6J (B6) Tieren der vorliegenden
Arbeit zum Ausbruch einer ALL. Dagegen blieb die Transplantation von B6 Knochenmark
in den meisten anderen Modellen ohne Befund (Kim et al., 2008; Ono et al., 2005;
Schessl et al.,, 2005; Stubbs et al., 2008). Bei Ono et al. wurden die Infektionsraten
absichtlich niedrig gehalten, um keine Myeloproliferation auszulésen (Ono et al., 2005).
Eine andere Veroffentlichung zeigt, dass es vermutlich einer kritischen Anzahl infizierter
Zellen zur Krankheitsentstehung bedarf (Grundler et al., 2005). Mdglicherweise wurde
diese Zellzahl bei Ono et al. und in weiteren Verdffentlichungen unterschritten, so dass
keine FLT3-ITD assoziierten Erkrankungen entstehen konnten (Kim et al., 2008; Schessl
et al., 2005; Stubbs et al., 2008). In den zuletzt zitierten Modellen erkrankten die Tiere
nur, wenn die transplantierten Knochenmarkzellen zusatzlich zum konstitutiv aktiven FLT3

noch eine weitere Mutation trugen.

E Welchen Einfluss hat das gewahlte Expressionssystem auf den Krankheitsphanotyp?
Retrovirale Vektorsysteme bedienen sich viraler Promotorelemente, um die
Expression der eingebauten cDNA zu gewahrleisten. Bereits vor 20 Jahren wurde
gezeigt, dass diese viralen Promotoren Art und Entstehung einer Krankheit entscheidend
beeinflussen kénnen (Daley et al.,, 1990; Stocking et al., 1985). Die Starke der
Promotoraktivitat ist einerseits abhangig vom Promotor selbst, andererseits spielen auch
genregulatorische Einflisse der Zielzelle eine Rolle. Die unterschiedlichen Phanotypen,
die durch aktivierende FLT3 Mutationen in Allotransplantations-Modellen ausgelost
wurden, kénnten demnach auch durch die variierenden Expressionssysteme bedingt sein.
Ein Vergleich der Studien zeigt jedoch, dass sich alle Vektortypen vom MoMLV (Moloney
Murine Leukemia Virus) ableiten und d&hnliche Promotorregionen besitzen (Hawley et al.,
1994; Kitamura et al.,, 2003). Unterschiedlich starke FLT3-ITD Expressionsniveaus
kénnen, wie bei Grundler et al. gezeigt, die Latenz der Erkrankung beeinflussen (Grundler
et al., 2005). Ein solcher Effekt kann fir die verglichenen Systeme nicht ausgeschlossen

werden, und musste Uberprift werden.
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Ein weiterer Effekt, der bei Vektorsystemen eine Rolle spielt, ist die
Insertionsmutagenese. Durch stabile Integration des Provirus in das Genom der Wirtszelle
kann es zu einer Aktivierung oder Inaktivierung umliegender zelluldarer Gene kommen
(Jonkers and Berns, 1996). Ist dies mit einem Selektionsvorteil der betroffenen Zelle
verbunden, wird sie sich schneller als ublich teilen, andere Zellen tUberwachsen und
maoglicherweise zu einem Tumor auswachsen. Diese Folgen einer retroviralen Infektion
kénnten auch Art und Verlauf der durch FLT3mut ausgeldsten Erkrankung beeinflusst
haben.

Im transgenen Mausmodell von Lee et al. 16ste FLT3-ITD unter scheinbar gleichen
Bedingungen Krankheiten aus, die sowohl lymphatische als auch myeloische Linien
betrafen (Lee et al., 2005). Finf der Tiere entwickelten eine Myeloproliferation, die jedoch
im Vergleich zu den BALB/c Transplantationsmodellen nicht tdédlich verlief. Die Ubrigen
zwei Founder entwickelten lymphatische Erkrankungen. Die transgenen Tiere waren
durch Einbringen von FLT3-ITD Konstrukten in den Vorkern von murinen Eizellen
entstanden. Eine mit Hilfe dieser Methode in die Zelle eingebrachte DNA setzt sich
zuféllig an beliebige Stellen des Genoms und kann dabei ganze Gene zerstoren.
AuRerdem ist es wahrscheinlich, dass die DNA Konstrukte anschlieRend nicht einzeln,
sondern aneinandergereint als Wiederholungssequenzen in das Genom eingebaut
werden. Demnach wurde das FLT3-ITD bei Lee et al. vermutlich, je nach GréRe der
Wiederholung, in verschiedenen Foundern unterschiedlich stark exprimiert. Vermutlich
beeinflussen Expressionsniveau und Veranderungen anderer Gene in diesem Modell den
hamatopoetischen Phanotyp. Die Klonalitdt der letalen lymphatischen Erkrankungen
unterstitzt diese Vermutung. Zusatzlich zur FLT3-ITD Expression haben wahrscheinlich
zerstorte Genfunktionen oder spontane Mutationen bestimmten Zellen einen
Wachstumsvorteil verschafft, die durch den vermittelten Selektionsvorteil zu einem Tumor

ausgewachsen sind.

Eine Mdglichkeit Krankheits-modifizierende Faktoren, wie Insertionsmutagenese
oder den Einfluss kunstlicher Promotoren auszuschlielen, und physiologische
Expressionsniveau zu erhalten, besteht in der gezielten Mutation des mauseigenen FLT3
Gens durch das Einfligen einer ITD. Diese Methode wurde, mit dem Ergebnis einer
myeloproliferativen Erkrankung, in den neuesten Veréffentlichungen von Li et al. und Lee
et al. im C57BL/6J Stamm angewandt (Lee et al., 2007; Li et al., 2008). Neben der
Schadigung der myeloischen Linie, die sich entweder chronisch manifestierte oder nach 6
bis 20 Monaten tddlich verlief, zeigten die Tiere eine Stérung der B-Zell-Differenzierung.
Lee et al. berichten von einer spezifischen Blockade der B220*/CD43mes B-Zell-

Entwicklung, die B220*/CD43* Population war hingegen nicht betroffen. Im Gegensatz
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dazu fuhrte die Expression eines FLT3-ITD bei Li et al., genau wie in der vorliegenden
Arbeit, zur Akkumulation von frGhen B-Zellen (B220*/CD43*). Leukamische
Veranderungen wurden jedoch nicht beobachtet. In beiden Fallen wird spekuliert, dass
das Signal des konstitutiv aktiven FLT3-ITD die normale FLT3 Funktion wahrend der B-
Zell-Differenzierung stért. Die in der vorliegenden Arbeit gezeigte Blockade am Ubergang
von friihen zu spaten pra-B-Zellen bestatigt die Stérung der B-Zell-Differenzierung durch
FLT3mut.

4.3 Die Bedeutung von FLT3 Mutationen wahrend der Leukdmogenese

Wie unterscheiden sich gesunde Blutzellen von Leukdmiezellen? Die Antwort auf diese
Frage musste im Detail wohl fir jede individuelle Leukdmie einzeln beantwortet werden.
Generell wird jedoch im Sinne eines Modells der Krebsentstehung angenommen, dass
mehrere genetische Verdnderungen gemeinsam wirken und so aus einer normalen
Korperzelle eine Tumorzelle wird. Viele Gene und Signalwege, die durch solche Prozesse
betroffen sind, wurden bereits identifiziert (Vogelstein and Kinzler, 2004). Welche
.besonderen“ Eigenschaften Krebszellen tragen, haben Hanahan und Weinberg
zusammengefasst (Hanahan and Weinberg, 2000). Tumorzellen sind (1) unabhangig von
Wachstumssignalen, (2) resistent gegen wachstumshemmende Signale, (3) resistent
gegen apoptotische Signale, (4) unbegrenzt teilungsfahig, (5) besitzen die Fahigkeit zur
Angiogenese und (6) kbnnen Metastasen bilden.

Das in der Einleitung vorgestellte Modell von Dash und Gilliland versucht speziell
die Faktoren zu benennen, die zur Entstehung einer akuten myeloischen Leukamie
notwendig sind (Dash and Gilliland, 2001). Es werden zwei Klassen von Mutationen
unterschieden, die zum Teil die bei Hanahan und Weinberg aufgeflhrten Krebszell-
Eigenschaften vermitteln und bei der Entstehung einer Leukdmie zusammen wirken.
Klasse 1 Mutationen erhéhen die Teilungsrate der Zelle und verschaffen ihr einen
Uberlebensvorteil. Klasse 2 Mutationen gehen mit einer Funktionsveréanderung der
betroffenen Gene einher, wodurch deren Einfluss auf die Zelldifferenzierung verandert
wird.

Bezugnehmend auf dieses Modell besagte die dieser Arbeit zugrunde liegende
Hypothese, dass die FLT3mut Expression allein nicht zum Ausbruch einer Leukamie
fihren kann. Die oben bereits vorgestellten Veroffentlichungen machen deutlich, dass es
tatsachlich weiterer Mutationen bedarf, um aus Zellen mit konstitutiv aktivem FLT3
Rezeptor Tumorzellen zu machen. Im transgenen Mausmodell von Baldwin et al. wird
eine besondere Form des konstitutiv aktiven FLT3 untersucht, dessen Aktivitat nicht auf
einer Gen-internen Mutation beruht, sondern durch die falschlicherweise stattfindende
VerknlUpfung der FLT3 und TEL Gene (Baldwin et al., 2007). Letzteres enthalt eine
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Oligomerisierungs-Doméne, die auf Proteinebene zur Ligand-unabhangigen Dimer-
Bildung und damit Aktivierung des TEL/FLT3 Rezeptors fuhrt. Im C57BL/6xC3H
Hintergrund entstanden in den zwei Foundern, die dieses Mausmodell hervorgebracht
hat, nach sehr langer Latenzzeit myeloproliferative Erkrankungen. Vermutlich haben auch
hier nach der Transplantation erworbene Mutationen zur Entstehung dieser
hamatologischen Erkrankung geflhrt.

Die weiteren Mausmodelle untersuchten direkt das Modell zur AML Entstehung.
Im Rahmen dieser Studien wurden genetische Verdnderungen in Form von Klassen 2
Mutationen identifiziert (RUNX1-ETO, PML-RARa und CBFB3-SMMHC), deren Expression
nur zusammen mit FLT3-ITD zum Ausbruch von Leukdmien fUhrte (Kelly et al., 2002a;
Kim et al., 2008; Schessl et al., 2005). Im Gegensatz dazu besitzen MLL-Translokationen
(MLL-ENL, MLL-AF9, MLL- SEPTG6) ausreichend transformierendes Potenzial, um allein
eine Leukamie zu induzieren (Ono et al., 2005; Stubbs et al., 2008). Die Expression von
FLT3-ITD beschleunigte in diesen Modellen jedoch den Ausbruch der Leukamie.

In allen zitierten Arbeiten l6ste aktiviertes FLT3 Erkrankungen der myeloischen
Linie aus. Pra-B-Zell Leukdmien konnten in solchen Modellen bisher nicht erzeugt
werden. Lasst sich das Mutations-Klassen-Modell auch auf die durch FLT3mut ausgeldste
frihe pra-B-ALL (bertragen? FLT3mut als konstitutiv aktive Tyrosinkinase aktiviert
verstarkt stromabwarts gelegene Signalproteine wie RAS, ERK, AKT und STAT5 (A.
Lehmann, unveréffentlichte Ergebnisse. Zahireiche Veroffentlichungen konnten zeigen,
dass sich dadurch meist nicht nur die Teilungsrate der betroffenen Zellen erhéht, sondern
dass sie auch einen Uberlebensvorteil erlangen (Agrawal et al., 2008; Birkenkamp et al.,
2001; Brandts et al., 2005; Kajiguchi et al., 2007; Kim et al., 2005; Li et al., 2007; Mizuki et
al., 2000; Mizuki et al., 2003; Okamoto et al., 2007; Tam et al., 2008). Untersuchungen
von Patientenproben konnten auRerdem zeigen, dass in Zellen mit FLT3-ITD Mutationen
das anti-apoptotische Protein Bcl-2 stark exprimiert wird (Irish et al., 2007).

Vermutlich ist ein konstitutiv aktiver FLT3 Rezeptor auch bei der Entstehung einer
B-ALL den Klasse 1 Mutationen zuzuordnen. Doch es ist nicht auszuschlieen, dass es
durch FLT3-ITD im Sinne der Klasse 2 Mutationen auch zur Stérung der
Differenzierungsvorgdnge kommt. Anlass zu dieser Annahme geben Untersuchungen
eines Mausstammes, dessen FLT3 Sequenz auf beiden Allelen embryonaler Stammzellen
durch homologe Rekombination zerstért wurde, so dass keine funktionelle mRNA gebildet
werden konnte (Mackarehtschian et al., 1995). In diesen Tieren wurden signifikant
weniger friihe pra-B-Zellen (B220*CD43*; dort pro-B-Zellen genannt) gefunden. Ahnliche
Beobachtungen wurden auch fiir einen transgenen Mausstamm gemacht, der keinen
FLT3-Liganden exprimieren kann (McKenna et al., 2000). Im Vergleich zu Mausmodellen,

in denen die Funktion des FLT3 Rezeptors oder seines Liganden zerstort wurden, konnte
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in der vorliegenden Arbeit durch Expression eines konstitutiv aktiven FLT3 Rezeptors
demnach ein quasi gegensatzlicher Effekt, ndmlich die Expansion einer friihen pra-B-Zell-
Population, erzeugt werden. Wahrend der B-Zell-Entwicklung wird die FLT3 Expression
normalerweise durch PAX5 eingeschrankt (Holmes et al., 2006a; Nutt et al., 1999). Ein
standig aktiver FLT3 Rezeptor kénnte diesen Prozess stéren und dadurch zu einer
Blockade der B-Zell-Entwicklung flhren. Fir diese Hypothese spricht die Tatsache, dass
bei diesem Prozess friihe pra-B-Zellen betroffen sind, also genau das Stadium, in dem die
leukdmischen FLT3mut Zellen blockiert sind. Diese Studien machen den entscheidenden
Einfluss des FLT3 Rezeptors, seines Liganden und damit auch den mdglichen Einfluss
eines aktivierten FLT3 auf die Differenzierung der lymphatischen Linie deutlich. Die
Ubertragung des Mutations-Klassen-Modell auf die durch FLT3mut erzeugte B-ALL ist
folglich nicht trivial, da sich FLT3mut mit seinen méglichen Eigenschaften auf Zellteilung,

Uberleben und Differenzierung der B-Zellen auswirken kénnte.

44 Die Bedeutung von zusétzlichen Mutationen bei der FLT3-ITD-assoziierten

Entstehung einer pra-B-ALL im Mausmodell
Uberraschenderweise waren die Zellen der FLT3mut Tumore trotz der kurzen Latenzzeit
klonalen Ursprungs. Dies zeigten Analysen proviraler Integrationen der FLT3mut Zellen.
Entweder haben spontane Mutationen oder die integrierten Proviren den FLT3mut Zellen
einen Wachstumsvorteil vermittelt und dadurch zum Auswachsen leukamischer pra-B-
Zellklone gefiihrt. Hatte die Mutation von FLT3 allein ausgereicht, um die ALL zu
induzieren, waren die Tumore polyklonal gewesen.

Statistisch gesehen sind bei einer Infektionsrate von 22,1% nur in 0,1% der Zellen
vier Integrationen zu erwarten. Die Wahrscheinlichkeit sechs Integrationen pro Zelle zu
finden liegt bei weniger als 0,05% (Fehse et al., 2004). Trotzdem scheint es, als wéren die
Tumore bevorzugt aus Zellen mit besonders vielen Integrationen entstanden. Die
Tatsache, dass bis zu sechs Integrationen pro Zellklon nachgewiesen werden konnten,
obwohl die FLT3mut Infektionsraten in allen vier Experimenten mit bis zu 20% relativ
niedrig waren, spricht, genauso wie die Penetranz der ALL, flr die Auswirkungen der
Insertionsmutagenese. Hinzu kommt, dass es sich bei den Berechnungen zur Anzahl der
Integrationen um rein statistische Werte handelt, die unter anderem davon ausgehen,
dass die Infektionseffizienz aller Zellen gleich gut ist. Mdglicherweise lielen sich jedoch
bestimmte Zelltypen, zum Beispiel lymphatische Vorlaufer (CLPs), besser infizieren als
andere. Auferdem koénnten bevorzugt Zellen mit mehreren Integrationen zum
Tumorwachstum beigetragen haben, weil die Wahrscheinlichkeit, ein kooperierendes Gen
zu aktivieren, in diesen Fallen erhdéht war. Vermutlich lassen sich auch einige der

hierdurch betroffenen Gene den Klasse 1 oder Klasse 2 Mutationen zuordnen.
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Untersuchungen der Integrationsorte kénnten zeigen, welche weiteren Faktoren und
Signalwege zusammen mit FLT3mut zur Entstehung einer ALL fuhren.

Das fehlende Irf8 Gen konnte ein mit FLT3mut kooperierender Faktoren sein. Die
vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass Mause mit FLT3mut Irf8- Knochenmark, im
Vergleich zu FLT3mut Irf8++ Tieren, signifikant schneller an einer Leukdmie erkrankten.
Untersuchungen von Irf8/ Knochenmark haben bereits gezeigt, dass das Verhaltnis
frher zu spater pra-B-Zellen in diesen Tieren vergroRert ist (Wang et al., 2008). Diese
Stérung der Differenzierungsvorgadnge koénnte eine mit FLT3mut kooperierende
genetische Veranderung auf dem Weg zur Entstehung einer ALL darstellen. Doch nicht
nur gestorte Differenzierungsvorgéange, sondern auch ein Uberlebensvorteil kénnte dazu
beitragen, dass die pra-B-ALL in Irf8 FLT3mut Tieren schneller ausbricht. Acquaviva et
al. diskutieren in ihrer Veroffentlichung die Tumorsuppressor-Eigenschaften von Irf4. Das
fehlende Irf4 Gen beschleunigte dort die Entstehung einer durch BCR-ABL ausgeldsten
ALL, was auf den Verlust der von IRF4 zurlickgefihrt wurde. Der Verlust des Irf8 Gens
kénnte demnach aufgrund fehlender Tumorsuppressor-Eigenschaften gemeinsam mit den
durch FLT3mut ausgelbten Einflissen zu einem schnelleren Ausbrechen der Leukamie
fuhren. Kénnte die IRF8 Expression auch in den ALLs mit IRF8+* Hintergrund reduziert
sein? Ein solcher Effekt wurde hier nicht untersucht, ware aber aufgrund der erhdhten
STATS Aktivitdt in FLT3mut Tumoren denkbar. In dendritischen Zellen wird die IRF8
Expression namlich durch aktives STAT5 reduziert (Esashi et al., 2008).

Die klonalen Tumore und der durch das fehlende Irf8 Gen erzeugte Effekt machen
deutlich, dass zuséatzliche, mit FLT3mut kooperierende genetische Veranderungen bei der

Entstehung einer pra-B-ALL eine wichtige Rolle spielen.

45 Die Bedeutung von aktiviertem STAT5 bei der FLT3-ITD-assoziierten

Entstehung einer pra-B-ALL im Mausmodell
Die vorliegende Arbeit konnte, ebenso wie zahlreiche Verdéffentlichungen, belegen, dass
sich ein konstitutiv aktiver FLT3-ITD Rezeptor in seiner Signaltransduktion deutlich vom
Wildtyp-Rezeptor unterscheidet (Choudhary et al., 2007; Rocnik et al., 2006; Stirewalt and
Radich, 2003). Aus diesen Verodffentlichungen zu in vifro Experimenten und
Untersuchungen von AML Patientenproben geht, ebenso wie aus den Analysen
leukdmischer FLT3mut Zellen dieser Arbeit, hervor, dass Signalproteine wie RAS, ERK,
AKT und STAT5 durch FLT3-ITD Mutationen verstarkt aktiviert werden (A. Lehmann,
unveroffentlichte Ergebnisse). Eine durch FLT3-ITD ausgeloste pra-B-ALL scheint sich
auf dieser Ebene der Signaltransduktion also nicht von einer AML zu unterscheiden.
Diese Behauptung widerspricht teilweise einer auf der Grundlage des Mausmodells von
Grundler et al. formulierten Hypothese (Grundler et al., 2005). Dort Ioste FLT3-ITD eine
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myeloproliferative Erkrankung aus, wahrend der FLT3 Rezeptor mit einer Mutation in der
Tyrosinkinase-Doméane (FLT3-TKD) zur Entstehung von Lymphomen fuhrte. Das
Auftreten dieser unterschiedlichen Krankheitsphanotypen (betroffene lymphatische Linie
vs. myeloische Linie) wurde damit begriindet, dass sich die Signaltransduktion, die von
FLT3-TKD ausgeht, von der Signaltransduktion eines FLT3-ITD, insbesondere in Hinblick
auf den STATS Signalweg, unterscheidet. Proteinexpressions-Analysen leukamischer pra-
B-Zellen haben in der vorliegenden Arbeit jedoch gezeigt, dass die Aktivierung des
STATS Signalweges auch bei der Entstehung einer lymphatischen Erkrankung eine Rolle
spielen kénnte. Um dies naher zu Uberprifen, wurde im Rahmen dieser Arbeit versucht,
den FLT3mut Effekt durch Expression eines aktivierten STAT5 im Knochenmark-
Transplantationsmodell zu imitieren.

Aktiviertes STATS flhrte zu einer mit FLT3mut vergleichbaren Stérung der B-Zell-
Differenzierung am Ubergang von der friihen zur spaten pra-B-Zelle. Das Verhéltnis
frGher zu spater pra-B-Zellen war signifikant vergrof3ert. Diese Ergebnisse bestatigen die
Bedeutung von STATS wahrend der Differenzierung lymphatischer Zellen, die bereits in
anderen Verdffentlichungen beschrieben wurde (Dai et al., 2007; Yao et al., 2006). Das
Fehlen von STAT5 fihrte in Mausmodellen zu einer massiven Stérung der Entwicklung
lymphatischer Zellen. In der B-Zell Linie kam es zu einer Blockade der Differenzierung im
pra-pro-B-Zell Stadium. Dieser Phanotyp ahnelt dem von II7-- Tieren, was die Bedeutung
von STATS5, als dem IL-7 Rezeptor nachgeschaltetem Signalprotein, wahrend der friihen
B-Zell-Entwicklung deutlich macht.

Trotz der mit FLT3mut vergleichbaren Blockade der B-Zell-Differenzierung reichte
die Expression einer konstitutiv aktiven Form des FLT3mut nachgeschalteten
Signalproteins STAT5 jedoch nicht aus, um eine Expansion der Population oder gar eine
pra-B-ALL zu induzieren. Fir diese Transformation sind vermutlich weitere genetische
Veranderungen und/oder durch FLT3mut aktvierte Signalwege notwendig, die einen

Uberlebensvorteil und/oder eine erhdhte Zellteilungsrate vermitteln.

46 Ein Modell zur FLT3mut-assoziierten Entstehung einer pra-B-ALL in der
Maus
Der Ubergang von der friihen zur spaten pra-B-Zelle stellt den ersten wichtigen
Kontrollpunkt wahrend der B-Zell-Differenzierung dar (Herzog et al., 2009). In diesem
Stadium wird der pra-B-Zell-Rezeptor (pré-BZR) auf seine Funktionsfahigkeit Uberpruft.
Frithe pra-B-Zellen, die kein Uberlebenssignal von diesem Rezeptor bekommen, kénnen
nicht weiter differenzieren. Moglicherweise setzt der programmierte Zelltod ein, oder die
Zellen verharren in einem Status der Teilungsunfahigkeit (Melchers et al., 1993). Ist die

Signalvermittlung durch den pra-BZR jedoch erfolgreich, erhalten die Zellen das
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Uberlebens-Signal und treten gleichzeitig in eine Phase der klonalen Expansion ein.
Dieser Proliferations-Prozess muss durch interne Mechanismen genau kontrolliert
werden, damit es nicht zu einer unkontrollierten Vermehrung der frihen pra-B-Zellen
kommt. Nahar et al. haben eine Hypothese formuliert, wie diese Kontrolle ausgetibt
werden koénnte und wie leukdmische Zellen diesen Kontrollmechanismen entgehen
kénnten (Nahar et al., 2008). Pra-B-ALLs werden hierfir in Typ | und Typ Il Leukdmien
unterteilt. Typ | ALL Zellen sind durch einen funktionierenden pra-BZR gekennzeichnet,
was in Proben mit E2A-PBX1 Translokationen der Fall war. In leukdmischen Zellen des
Typ II (BCR-ABL, MLL-AF4 oder hyperdiploid) zeigt der pra-BZR dagegen keine
Signalwirkung. Auflerdem sind die Expressionsniveaus des pro-proliferativen Onkogens
MYC in diesen Zellen stark erhdht. Experimente von Nahar et al. zeigen, dass Zellen
einer Typ Il Leukamie in Apoptose gingen, wenn in ihnen ein funktioneller pra-BZR
exprimiert wurde. MYC transformierte friilhe B-Zellen, in denen die Expression des pra-
BZR induziert wurde, erlagen zwar nicht dem programmierten Zelltod, gingen aber in
einen Wachstumsarrest. Sie proliferierten erst wieder, nachdem die Expression des pra-
BZR wieder eingestellt wurde. Hieraus ergab sich die Hypothese, dass der pra-BZR das
leukamische Wachstum von Typ Il Leukamien verhindert, indem er auf erhdhte MYC
Expressionsniveau mit einem Signal zur Differenzierungs- und Proliferationsblockade
reagiert.

FLT3 Mutationen sind haufig in Patienten zu finden, die den Typ Il pra-B-ALLs
zugeordnet werden (MLL Translokationen, hyperdiploide). Aul3erdem ist bekannt, das
FLT3-ITD Expression zu einer starken Aktivierung der ¢-MYC Expression fuhrt (Li et al.,
2007). Die frihen pra-B-Zellen des Allotransplantations-Modells wurden zwar nicht auf
ihre Myc Expression untersucht, doch vermutlich war das Expressionsniveau durch die
FLT3mut Signalwirkung auch hier stark erhéht. Bei funktionierendem pra-BZR sollte dies
zu einer Blockade der Differenzierung und zum Wachstumsarrest fiihren. Im
Allotransplantations-Modell der vorliegenden Arbeit kam es zu einer deutlichen Blockade
am Ubergang von der friihen zur spaten pré-B-Zelle. Den Wachstumsarrest scheinen die
FLT3mut pra-B-Zellen umgangen zu haben. Sie wuchsen zu einer leukdmischen
Population aus. Dem oben beschriebenen Modell zu Folge muisste dafur die
Signalwirkung des pra-BZR in den FLT3mut Zellen gestort sein. Die Zellen sind in diesem
Fall zwar noch der Differenzierungsblockade unterlegen, da ein Ubergang in das spéte
pro-B-Zell Stadium ohne funktionierenden pra-BZR nicht mdglich ist, aber sie unterliegen
nicht dem wachstumshemmenden Signal, das der pra-BZR normalerweise aussenden
wirde. Die Aktivitat des pra-BZR wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Die
Klonalitédt der Tumore zeigt jedoch, dass virale Integrationen oder spontane Mutationen

dazu gefiihrt haben, dass die Zellen wachstumshemmenden Signalen entgingen und
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einen Wachstumsvorteil erlangt haben. Méglicherweise haben diese genetischen
Veranderungen zu einer Stérung der pra-BZR Signalwirkung geflhrt. Die Untersuchung

der retroviralen Integrationsorte konnte diese Frage beantworten.

4.7 Inwiefern kdonnen die Ergebnisse dieser Arbeit zum Verstandnis der

Leukamie-Entstehung und -Heilung beitragen?

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse und die diskutierten Mausmodelle anderer
Arbeitsgruppen machen deutlich, dass die im Kontext von FLT3 Mutationen auftretenden
hamatologischen Erkrankungen in Art, Entstehung und Verlauf unmittelbar von weiteren
Faktoren abhangig sind. Fir ein besseres Verstandnis der Leukdmieentstehung und sich
daraus ergebenden Therapieansatzen ist es notig, die bei diesem Prozess
kooperierenden Faktoren zu ermitteln. Die proviralen Integrationsorte des B-ALL Modells
konnten erste Kandidaten liefern. Einen mit FLT3mut kooperierenden Faktor hat diese
Arbeit hervor gebracht: das fehlende IRF8 Gen. Die Relevanz dieses Ergebnisses
bestatigen ALL Proben, in denen eine deutlich verringerte IRF8 Expression bereits
nachgewiesen wurde (Klein et al., 2005). Das Xenotransplantations-Modell bietet die
Méoglichkeit, solche Synergien im Kontext humaner Zellen zu untersuchen.

Die im Zuge der vorliegenden Arbeiten etablierten Modelle kénnten aulierdem zur
Beantwortung der Frage beitragen, ob allein die Behandlung mit einem niedermolekularen
Kinase-Inhibitor ausreicht, die Leukdmie zu heilen, da FLT3 Mutationen meist in
Verbindung mit anderen genetischen Veranderungen auftreten. Der Einsatz von Kinase-
Inhibitoren ist eine vielversprechende therapeutische MalRnahme fur Patienten, deren
Heilungschancen aufgrund einer FLT3 Mutation schlechter sind, als bei Patienten ohne
FLT3 Mutation. lhre Anwendung, die sich meist auf die Behandlung von akuten
myeloischen Leukamien beschrankt, kénnte so mdglicherweise auf ALL Patienten mit
einer gestdorten FLT3 Expression ausgedehnt werden, wie bereits an anderer Stelle
vorgeschlagen (Armstrong et al., 2003; Brown et al., 2005). Die zwei etablierten Modelle
bieten die Mdglichkeit neue und bereits existierende Therapeutika fur ALL und AML auf

ihre Wirksamkeit und Wirkungsweise zu Uberprifen.
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Piperazin-1,4-bis[2-Ethansulfonsaure]
Polymerase

englisch: Posttranscriptional Regulatory Element
englisch: Stem Cell Factor

englisch: Sodium Dodecy! Sulfate

Sekunde

englisch: Serum Free Expansion Medium
Tris-Acetat-EDTA

Tris-Borat-EDTA

Trichloracetat

Tetramethylethylendiamin

Thrombopoetin

Masse pro Volumen

englisch: Unit
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