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Zusammenfassung

Zusammenfassung
Die FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) Rezeptor-Tyrosinkinase beeinflusst die

Differenzierung, Zellteilung und Apoptose friher hamatopetischer Zellen, die sowohl der
myeloiden als auch der lymphoiden Linie angehéren. Aktivierende Mutationen dieser Kinase
werden haufig in Patienten mit akuten myeloiden sowie lymphoiden Leuk&mien gefunden.
Zwei besonders haufig auftretende Mutationen des FLT3 Rezeptors sind zum einen
Punktmutationen in der Kinasedomane und zum anderen Insertionen einer internen Tandem-
Duplikation in der Juxtamembrandomdne des Rezeptors, die in Patienten haufiger
identifiziert wurden. Beide Mutationen fiilhren zu der Liganden-unabhangigen konstitutiven
Aktivierung der Rezeptor-Tyrosinkinase und den stromabwarts davon gelegenen
Signaltransduktionswegen. Da diese FLT3 Mutationen relativ haufig in Patienten mit akuten
Leukdmien identifiziert werden konnten, stellt der Rezeptor ein vielversprechendes

therapeutisches Ziel fir die Behandlung mit Inhibitoren dar.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu charakterisieren welche Sighalwege in den zu
analysierenden murinen FLT3-ITD Tumorzellen aktiviert sind. Fur die Beantwortung dieser
Frage stand ein bereits in der Arbeitsgruppe Molekulare Pathologie am Heinrich-Pette-
Institut etabliertes Mausmodell zur Verfigung. Dabei wurde murines Knochenmark mit
retroviralen Vektoren, die FLT3-ITD exprimieren, infiziert und in konditionierte Mause
transplantiert. Die Analyse der erkrankten Tiere ergab, dass diese an einer akuten
lymphoblastischen Leukdmie (ALL) erkrankt waren. Weitere Analysen zeigten, dass die
leukamischen Blasten zwischen dem Pro- und Préa-B Zellstadium in ihrer Differenzierung
blockiert waren. Die Untersuchung der Signaltransduktion der FLT3-ITD Tumorzellen ergab,
dass der RAS/RAF/MAPK/ERK- und PI3K-Signalweg sowie STAT5 und FLT3 im Gegensatz
zu vorher aus C57BL/6 Mausen isolierten murinen Wildtyp Pro-B Zellen, konstitutiv aktiviert
waren. In dieser Arbeit gelang es zum ersten Mal FLT3-ITD Tumorzellen in sekundare
Rezipienten zu transplantieren, um weiteres FLT3-ITD Tumormaterial zu erhalten. Diese
Mause erkrankten nach einer sehr kurzen Latenzphase von 21 Tagen ebenfalls an einer
lymphoblastischen Leukamie, was die Aggressivitat dieser Leukdmie hervorhebt. Es gelang
im Rahmen dieser Arbeit ein ex vivo System zu entwickeln, in dem FLT3-ITD Tumorzellen in
semi-liquider Methylzellulose, supplementiert mit murinem Interleukin 7 (mIL7), kultiviert
werden konnten. Mithilfe dieser Zellen konnten Inhibitorversuche durchgefuhrt werden, um
die Wichtigkeit und den Einfluss der verschiedenen Signalwege auf die Proliferation und die
Apoptose der FLT3-ITD Tumorzellen zu charakterisieren. Fir die Versuche wurden
niedermolekulare Inhibitoren (PKC412-FLT3-Inhibitor, Ly294002-PI3K Inhibitor, U0126-MEK
Inhibitor, PP2-Src Kinase-Inhibitor) oder dominant negative Formen des STAT5-Proteins (DN
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STATDS) eingesetzt. Es zeigte sich, dass alle Inhibitoren sowie die Expression von DN STAT5
Mutanten die Proliferation der FLT3-ITD Tumorzellen verringerte und einen Einfluss auf die
Fahigkeit der Tumorzellen, Kolonien in der Methylzellulose auszubilden, hatten. Die
Tumorzellen, die mit den vorher genannten Inhibitoren behandelt wurden, zeigten keinen
Hinweis auf eine erhdohte Apoptose im Vergleich zu der mit DMSO behandelten Kontrolle.
Folglich konnte jeder eingesetzte Inhibitor und die DN STATS Mutanten einen negativen
Einfluss auf die Proliferation der FLT3-ITD bewirken, was die Wichtigkeit aller aufgefiihrten

Signalwege fur die Tumorzellen unterstreicht.

Bisher wurde in Mausmodellen anderer Arbeitsgruppen gezeigt, dass FLT3-ITD allein nicht
in der Lage ist, eine Leukdmie auszulésen. Da diese Ergebnisse im Gegensatz zu unserem
Mausmodel stehen, war ein weiteres Ziel dieser Arbeit zu analysieren, ob die FLT3-ITD
Expression allein ausreichend ist, um die ALL auszultsen, oder ob sekundare Mutationen in
den Tumoren vorlagen, die die Leukdmogenese erhoht haben konnten. Dabei kdnnte es sich
um Mutationen handeln, die durch die Integration des Provirus in das Mausgenom zustande
gekommen sind. Es konnte gezeigt werden, dass die FLT3-ITD Tumore klonal waren und
multiple Integrationsstellen besal3en. Bei vier der identifizierten Integrationsstellen handelt es
sich um sogenannte CIS (,common integration sites”). Diese Integrationsstellen wurden
bereits von anderen Arbeitsgruppen in verschiedenen Tumoren identifiziert. Alle in dieser
Arbeit charakterisierten CIS sind in den Kalziumsignalweg eingebunden. Dieser spielt unter
anderem in der Signalwirkung des Pra-B Zellrezeptors eine Rolle. Da die FLT3-ITD
Tumorzellen zwischen dem Pro- und Prd-B Zellstadium in ihrer Differenzierung blockiert
sind, kénnte dies ein Hinweis darauf sein, dass die Funktionalitat des Pra-B Zell Rezeptors

durch die Dysregulation des Kalzium-Signalweges, beeintrachtig wurde.

Die im Zuge dieser Arbeit durchgeflihrten Analysen zur Signaltransduktion kdénnen zur
Beantwortung der Frage beitragen, ob die Behandlung von FLT3-ITD positiven
Leukamiepatienten mit niedermolekularen Kinase-Inhibitoren erfolgsversprechend ist. Durch
die Charakterisierung kooperierender Mutationen kénnen neue Strategien zur Behandlung
der Leukdmiepatienten entwickelt werden. So kénnen die Erkenntnisse zur Heilung von

FLT3-ITD B-Zellleukamien mit schlechter Prognose beitragen.
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1 Einleitung

1.1 Hamatopoese

Die Hamatopoese bezeichnet den stark hierarchischen und komplexen Prozess der
Blutbildung. Abstammend aus dem Mesoderm, findet die Hamatopoese embryonal im
Dottersack und in der Leber, im adulten Menschen schlie8lich hauptsachlich im
Knochenmark statt. Die Aufgabe der Blutzellen in S&ugern beinhaltet den Sauerstoff- und
Warmetransport, die Verteilung von Nahrstoffen sowie die Abwehr von im Organismus
befindlichen Krankheitserregern. Das Blut besteht aus dem Serum, in dem Salze und
Proteine geldst sind, und dem ,festen® Bestandteil, dem sogenannten Hamatokrit, in dem

sich die Blutzellen befinden.

Die Blutzellen entwickeln sich im Knochenmark aus den hamatopoetischen Stammzellen, die
in der Lage sind, den Organismus lebenslang mit samtlichen Blutzellen durch die Fahigkeit
des sogenannten ,self-renewal’, d.h. dem Vermdgen sich unbegrenzt zu teilen, zu versorgen.
Eine zweite Fahigkeit der Stammzellen ist es, zu jeder der verschiedenen Blutzellen
differenzieren zu koénnen (Pluripotenz) (Osawa, 1996) (siehe Abbildung 1.1). Durch
Retransplantationsversuche im Maussystem konnten zwei verschiedene Typen an
hamatopoetischen Stammzellen charakterisiert werden. Die Langzeit-Stammzellen
(LT-HSC - ,Long Term-Haematopoietic Stem Cells’) sind in der Lage sich selbst zu erneuern
und das hdmatopoetische System selbst in Mausen mit einer letalen Bestrahlung vollstandig
zu rekonstituieren. Bei den Kurzzeit-Stammzellen (ST-HSC - ,Short Term-Haematopoietic
Stem Cells) dagegen ist die Fahigkeit der Rekonstruktion und des Selbsterhalts zeitlich
begrenzt bzw. nur noch eingeschrankt méglich. Die Differenzierung der LT-HSC Uber die ST-
HSC geht dber zu multipotenten Vorlauferzellen (MPP), deren Fahigkeit zur
Selbsterneuerung stark eingeschrankt ist. Mit jedem Schritt der Differenzierung verlieren die
Zellen in der normalen Hamatopoese einen Teil ihrer Pluripotenz durch irreversible
Reifungsvorgédnge, die sich auch in stark verdnderten, fir den jeweiligen Zelltypus

spezifischen Genexpressionsmustern ausdriicken (Miyamoto, 2002).

Aus den multipotenten Vorlauferzellen bilden sich wiederum 2zwei Klassen der
Vorlauferzellen: Auf der einen Seite fur die myeloide Linie (CMP — ,common myeloid
progenitor* Myeloische Vorlauferzelle), auf der anderen Seite fur die lymphoide Linie (CLP —
,common lymphoid progenitor' Lymphatische Vorlauferzelle). Das Differenzierungspotential

dieser Vorlauferzellen ist bereits stark auf die jeweiligen Linien begrenzt (Weismann 2000).
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Aus den CMPs entwickeln sich einerseits Vorlauferzellen der Megakaryozyten/Erythrozyten
(MEP- ,Megakaryocytic/Erythroid Progenitor) und andererseits Vorlauferzellen der
Granulozyten und Monozyten (GMP - ,Granulo Monocytic Progenitor‘). Aus MEPs entwickeln
sich dementsprechend Megakaryozyten, die Thrombozyten freisetzen, die fir die
Blutgerinnung unabdingbar sind, und Erythrozyten, die fir den Sauerstofftransport im Blut
verantwortlich sind. Aus den GMPs entwickeln sich Granulozyten und Monozyten, die bei der

unspezifischen/angeborenen Immunantwort eine grofl3e Rolle spielen.

In der lymphoiden Linie entwickeln sich aus den CLPs uber einige unreife Zwischenstadien
(Pro-B, Pro-T und Pro-NK) die B-Lymphozyten, die T-Lymphozyten und die Naturlichen-
Killer-Zellen (NK-Zellen). Diese Zellen sind essentiell fur die spezifische Immunantwort.

Pro-B —_
e S o
. W > i i B-Zellen c
/ L 3
Pro-T ()
O 0O 3
T-Zellen ~— O
. ST- e . <
. . Pro-NK =
\' O , O NK-Zellen >

}
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- @ - basophil
/ Q neutrophil

Granulozyten

@
£
—
O—0O [
3
l Monozyten  pgakrophagen Qo
=
Q T~ o o
© (e]
Erythrozyten Megakaryozyten °
Thrombozyten

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Blutbildung ausgehend von der
hdmatopoetischen Stammzelle im Knochenmark. (LT-HSC: Langzeit hamatopoetische
Stammzelle; ST-HSC: Kurzzeit hdmatopetische Stammzelle; MPP: Multipotente Vorlauferzellen; CLP:
lymphoider Vorlaufer, CMP: myeloider Vorlaufer, Pro-B, Pro-T und Pro-NK: Vorlaufer der jeweiligen
Zellen; GMP: Granulozyten/Makrophagen-Vorlaufer; MEP: Megakaryozyten/Erythrozyten-Vorlaufer,
MKP: Megakaryozyten-Vorlaufer; ErP: Erythrozyten-Vorlaufer) Die blauen Pfeile zeigen die Fahigkeit
der Selbsterneuerung der hdmatopoetischen Stammezellen an. Schema abgewandelt nach Passsegue
et al., 2003.
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Dieses hierarchische Modell der Hamatopoese entspricht der gangigen Lehrmeinung
(Passegue et al., 2003). Jedoch werden immer wieder neue Modelle der Hamatopoese
durch die stetige Forschung am Blutsystem entwickelt, in denen neue Modifikationen des
hier dargestellten Grundsystems einfliel3en (Adolfsson et al., 2005 und Katsura et al., 2009).

Zur Differenzierung der hamatopoetischen Zellen gehéren ebenfalls das Zusammenspiel und
die Veranderungen der Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren (TF) sowie die
Aktivierung bzw. die Inaktivierung von Signalkaskaden, die wiederum Uber Rezeptoren
aktiviert werden und deren Expression sich in einer differenzierenden Zelle stetig verandert.
Ein Beispiel dafir ist die Differenzierung der B-Zellen, die in der Abb. 1.2 dargestellt ist.

1.2 Die B-Zellentwicklung

Da die Entwicklung der frihen Zellen der B-Zelllinie in dieser Arbeit besonders wichtig ist,
soll im Weiteren auf die B-Zellentwicklung aus den hamatopetischen Stammzellen im
Knochenmark eingegangen werden. Die Entwicklung der B-Zellen ist ein wichtiger Prozess
fur die spezifische Immunantwort. Der B-Zell Rezeptor (BZR) vermittelt die Prozesssierung
von Antigenen, die im Folgenden den T-Zellen prasentiert werden, was zu einer
vollstandigen Aktivierung der B-Zelle fuihrt (Nirro und Clark 2002). Im Laufe der Entwicklung
zum vollsténdig funktionsfahigen BZR, wird zuerst der Pr&-BZR gebildet. Er besteht aus
einer schweren Immunoglobulinkette (IgH) und einer Immunoglobulinkette, die als Ersatz fir
die leichte Kette gebildet wird, der sogenannten ,surrogate light chain®“. Erst wenn die Pra-B
Zellen den Kontrollpunkt passiert haben, an dem getestet wird, ob der Pra-BZR, der auf der
Zelloberflache exprimiert wird, funktional ist, tritt eine klonale Expansion der Pr&-B Zellen ein
und die Gene des Locus der leichten Immunoglobulinkette (IgL) des BZRs kdnnen
rekombiniert werden. Nach der erfolgreichen Expression des BZRs leitet der BZR
regulatorische Signale weiter, die tUber die Zukunft der jeweiligen B-Zelle entscheiden. Durch
die geordnete Umlagerung der Gene, die fiir die Antigen-Rezeptoren kodieren, entsteht
letzten Endes die grof3e Vielfalt der B Zellrezeptoren, die fir die spezifische Immunantwort
eine wichtige Rolle spielt.

Die Bildung des BZRs ist uber die eben genannten Kontrollpunkte der B-Zell Entwicklung
bestimmt und wird durch ein Netzwerk komplexer Regulationsmechanismen kontrolliert. Die
verschiedenen Stadien der B-Zell Entwicklung vom CLP-Stadium bis zur reifen B-Zelle, sind
durch die Expression von Repezptoren, wie dem Interleukin 7 Rezeptor oder aber dem
FLT3-Rezeptor sowie der Expression von verschiedenen Oberflachenmarkern
gekennzeichnet (Hardy et al., 2007, Melchers et al., 2003) (siehe Abb.1.2). Aber auch die
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Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren, die fir die B-Zell Entwicklung wichtig sind,
wie PAX5 oder IKAROS, ist in den komplexen Regulationsmechanismus der B-
Zelldifferenzierung mit eingebunden (Nutt und Kee; 2007, Fuxa und Skok, 2007; Medina und
Singh, 2005; Hardy et al., 2007).

PUA

lkaros

C-Kit E2A

FLT3 IL7R EBF Pax5

|, Dy ‘ Dy>dy | Vi>Dly ‘ Pre-BZR+ Vi>J, BZR+

Lin- Lin-
c-Kith c-Kitint c-Kitint
Sca-1h Sca-1int Sca-1int
CD43M CD43int CD43™ CD43int CDA43int
FLT3- FLT3+ FLT3+ FLT3+ FLT3- FLT3- FLT3-
IL7R- IL7R+ IL7R+ IL7R+ IL7R+ IL7R+ IL7R-
B22Qlow B220™ B220int B220QM B220Qh
CD19+ CD19+ CD19+ CD19+
IgM+

Abbildung 1.2: Die B-Zell Differenzierung. Dargestellt wurde die Entwicklung der B-Zelllinie von der
HSC bis zur reifen B-Zelle. In braun sind die Transkriptionsfaktoren gekennzeichnet, die fir die
Differenzierung in verschiedenen Stadien (durch blaue Pfeile gekennzeichnet) essentiell sind. Die drei
Rezeptoren c-Kit, FLT3 und der Interleukin 7 Rezeptor, deren Expression ebenfalls fur die B-Zell
Differenzierung wichtig sind, sind der Reihe nach in den Farben violet, rot und griin gekennzeichnet.
In orange sind die Rekombinationsschritte der schweren und der leichten Kette des Pr&-B und B-
Zellrezeptors gezeigt. Ausgewahlte Oberflaichenmarker, deren Expression verschiedene Stadien der
B-Zellentwicklung charakterisieren, wurden unter den entsprechenden Stadien in schwarz bzw. fir die
Rezeptoren c-Kit, FLT3 und den IL7R farbig dargestellt. Die blauen Pfeile zeigen die Differenzierung
an, wahrend die gestichelten blauen Pfeile anzeigen, dass zwischen der gezeigten und der nachsten
Entwicklungsstufe weitere Stadien liegen. Abbildung von Fuxa und Skok 2007 wurde mit Daten von
Hardy et al. (2007) in diesem Schema modifiziert.
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1.2.1 Entwicklung des Pra-B Zell- und des B-Zell-Rezeptors

Fur die spezifische Immunantwort ist die Entwicklung der hAmatopoetischen Stammzelle zur
reifen B-Zelle und somit das Bereitstehen einer Vielzahl verschiedener BZRs ein essentieller
Vorgang. In dem Rekombinationsprozess, der letzten Endes zur Expression eines
funktionalen BZRs fuhrt, sind wie vorher beschrieben zwei Kontrollpunkte entscheidend: zum
einen die Rekombination der schweren Immunoglobulinkette und die Expression der
.surrogate light chain“ des Pra-BZRs und zum anderen, wenn diese erfolgreich war, die
anschlieBende Rekombination der leichten Immunoglobulinkette des BZRs. Um die
Rekombination Uberhaupt zu ermdéglichen, ist ein Komplex aus den beiden Rag-Proteinen
notig. Dabei handelt es sich um Proteine, die von den Rekombinations-aktivierenden Genen
1 und 2 kodiert werden. Sie sind in der Lage, in einem Komplex Doppelstrangbriiche in der
DNA zwischen Loci der Immunoglobulingenen (Ig) und spezifischen Erkennungssequenzen
zu verursachen. Die freien Enden werden anschlieRend ungeachtet inrer Sequenzhomologie

miteinander verbunden.

Die Rekombination der schweren Kette des Pra B-Zellrezeptors und des B-Zellrezeptors
nennt man V(D)J-Rekombination, da drei verschiedene Gensegmente der V (Variability), D
(Diversity) und J (Joining) Gene miteinander verknipft werden und so eine Vielfalt an B-
Zellrezeptoren erzeugt wird. Die Verkniipfung der Gensegmente fir die schwere Kette (IgH)
beginnt bereits im frihen Stadium der CLP- Vorlauferzellen (siehe 1.2) mit dem
Zusammenfligen eines Dy-Fragments mit einem Jy-Fragment. Darauf folgt die Umlagerung
des Dy-Jy-Fragments mit einem Vy-Fragment im spaten Pro-B Zellstadium. War die
Rekombination aller Fragmente miteinander erfolgreich, so wird das IgH exprimiert. Der Pra-
BZR allerdings besteht nicht nur aus zwei schweren Ketten, sondern auch aus einer Ersatz-
leichten-Kette, einer sogenannten ,surrogate light chain’, die spater in der Entwicklung des
BZRs durch leichte Ketten ersetzt wird. Die ,surrogate light chain‘ setzt sich aus den beiden
Segmenten VpreB und A5 zusammen. Dabei handelt es sich um Produkte von den nicht-
rekombinierten Genen VpreB2 und Iglll (Le Bien und Tedder 2008, Herzog, 2009). Der
membranstandige Pra-BZR wird erst durch die beiden fir die Signalstransduktion des
Rezeptors unabdingbaren Polypeptiden Iga und Igf komplettiert (siehe Abb.1.3). Sie werden
von den Genen Cd79a und Cd79b kodiert.
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Pra-B Zell Rezeptor B Zell Rezeptor

IgH

&
Plasmamembran

Abbildung 1.3: Aufbau des Pra-B Zellrezeptors und des B Zell Rezeptors. Die Abbildung zeigt auf
der linken Seite den Aufbau des Pra-B Zell Rezeptors und auf der rechten Seite den Aufbau des B
Zell Rezeptors. (IgH: Immunoglobulin schwere Kette, IgL: Immunoglobulin leichte Kette, SLC:
,surrogate light chain’).

Ist der Prd-BZR nun zusammengesetzt, wird er auf der Oberflache der Pra-B Zellen
exprimiert. Durch die Signalgebung des Rezeptors, die im Folgenden beschrieben wird, wird
getestet, ob der Rezeptor funktional ist. Ist dieser Pra-BZR nicht funktional, so leitet die
entsprechende Zelle den programmierten Zelltod, die Apoptose, ein. Sollte der Pra-BZR
funktional sein, so tritt diese Zelle in eine sogenannte klonale Expansions-Phase ein, in der
sie sich haufig teilt (Holmes et al., 2006). Im spaten Pra-B Zellstadium wird die Expression
der Komponenten der ,surrogate light chain® stark reduziert, bis im Weiteren die ,surrogate
light chain® durch eine normale leichte Kette ersetzt werden kann, um den BZR zu bilden. Die
leichte Kette des BZR muss bereits im spaten Pra-B Zellstadium rekombiniert werden, damit
in den weiteren Differenzierungsstadien der unreifen und reifen B-Zellen der vollstdndige
BZR auf der Oberflache exprimiert werden kann (Fuxa und Skok 2007).
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1.2.2 Signaltransduktion des Pra-B Zell Rezeptors

Die Signaltransduktion des Pra-B Zellrezeptors zu verstehen, ist fir diese Arbeit von
Bedeutung und soll im Folgenden erklart werden. Bisher ist die Signaltransduktion des Pra-
BZR noch nicht vollstandig charakterisiert. Die bisherigen Daten weisen aber darauf hin,
dass dieselben Signalwege sowie die gleichen gebildeten Komplexe von dem Pra-BZR und
von dem BZR genutzt werden. Der Unterschied zwischen den beiden Rezeptoren liegt
allerdings in der Initiierung der Signaltransduktion. Beim BZR steht fest, dass durch die
Antigenbindung die Signalweiterleitung in das Zellinnere beginnt, wahrend bei dem Pra-BZR
noch kein eindeutiger Ligand identifiziert werden konnte. Es wird angenommen, dass die
Initiierung der Signalgebung durch die autonome Aggregation von Pré-BZR-Komplexen an
der Zelloberflache zustande kommt (Guo et al., 2000, Bankovich et al., 2007).

Diese Aggregation mehrerer Pra-BZRen resultiert in der Aktivierung der ,Spleen Tyrosine
Kinase* (SYK), die mit anderen Proteinen der Src-Kinasen Familie wie LYN diverse
stromabwarts vom Rezeptor gelegene Substrate phosphoryliert (siehe Abb. 1.4). SYK bindet
an die Tyrosinreste der ,immunoreceptor tyrosine —based activation motifs’ (ITAMs) der
Polypeptide Iga und IgB. Diese unterstitzen die Autophosphorylierung von SYK und die
Phosphorylierung von anderen Src-Kinasen (Lassoued et al., 1993, Sanz et al., 1996). Sie
I6sen verschiedene Signalkaskaden aus, die in die Proliferation und Differenzierung der Pra-
B Zellen eingebunden sind. Ein fur die Proliferation und das Uberleben wichtiger Signalweg
ist der PISK/AKT-Signalweg, der durch SYK angeschaltet wird. SYK und andere Src-Kinasen
phosphorylieren den Co-Rezeptor CD19 und/oder das Adapterprotein BCAP (B-cell PISK
adaptor), welches dann die PI3K rekrutiert (Novobrantseva et al., 1999, Boekel et al., 1997).
Die Aktivierung der PI3K fihrt zur Bildung des Signaliibertrdgers (second messenger)
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PtdIns(3,4,5)Ps), der wiederum Signalmolekile zur
Zytoplasmamembran rekrutiert (Shiokawa et al., 1999). Diese Molekule schliel3en die
Serin/Threoninkinase B (PKB bzw. AKT) mit ein, die dafir bekannt ist stromabwarts der PISK
die Proliferationsprozesse der Zelle zu regulieren, indem sie unter anderem die 3-

Phosphoinositid-abhéngige Proteinkinase 1 (PDK1) aktiviert.

20



Einleitung

Plasmamembran

o Cyn> BTK
o
' CBLNK;, P

Herunterregulation der Pre-BZR

Expression: PIP 2
. Hochregulation der Rag Gene

Induktion der IgL Rekombination
Induktion der Differenzierung

ITAM

98

Ca 2+

|
\ \
|
\4
IP3R IP3
Suppression der Rag-Expression
|
\

Inhibition der IgL Rekombination
Induktion der Proliferation

=

Abbildung 1.4: Signaltransduktion des Pra-B Zell Rezeptors. Verschiedene Signalwege, die die
Zellproliferation und die weitere Differenzierung der Pré-B Zellen zu B-Zellen aktivieren, werden durch
die Signalgebung des Pré-B Zell Rezeptors angeschaltet. Schema veréndert aus Ambion Pathways
Ubernommen (AKT: Serin/Threonin Kinase Akt; BLNK: B-Zell Linker Protein; BTK: Burton‘s
Tyrosinkinase; Ca”":Kalzium; DAG: Diacylglycerol; ER: Endoplasmatisches Retikulum; IP3 (R):
Inositol 1,4,5-Trisphosphat (Rezeptor); Lyn: Lyn Protein ; PISK: Phosphatidylinositol-3 Kinase; PKC:
Proteinkinase C; PLCy: Phospholipase C y; Syk: ,spleen tyrosine kinase®).

Die Signalgebung durch den PI3K/AKT Signalweg unterdriickt die Expression der Rag-Gene
sowie die Rekombination der leichten Kette des BZRs und induziert die Zellproliferation. Auf
die Aktivierung eines weiteren Substrates von SYK, dem SH2-Domane tragendem
Leukozyten Protein (SLP65 oder auch BLNK genannt), folgt die Komplexbildung von BLNK
mit der Burton’s Tyrosine Kinase (BTK) und der Phospholipase Cy2 (PLCy2) (Le Bien et al.,
1998, Nagata et al., 1997). Die Bildung dieses Komplexes (auch Reaktosom genannt)
resultiert in der Expression der Rag-Proteine, was in dem Rekombinationsprozess das
Offnen des IgL-Locus und somit die Differenzierung der Pra-B Zellen zu B Zellen zufolge hat.
Ein weiterer wichtiger Aspekt der Signaltransduktion des BLNK/BTK/PLCy2 Komplexes ist
die Freisetzung von Kalzium durch die Bindung des Signalmolekils Inositol 1,4,5-
Trisphosphat (IP3) an den IP3-Rezeptor, der sich membranstandig im Endoplasmatischen

Retikulum (ER) befindet. Dabei ist PLCy2 ein Schlisselenzym fir die IP3-Produktion. Es
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wird durch die Phosphorylierung von BTK im Komplex mit BLNK aktiviert und spaltet
Posphatidylinositol(4,5)bisphosphat (PIP2) zu dem Signalmolekil 1P3 und Diacylglycerol
(DAG). DAG wiederum aktiviert die Protein Kinase C (PKC), welche in der Lage ist, den
NF-¢g Inhibitor IKB zu phosphorylieren, welcher anschlie3end im 26S Proteasom abgebaut
wird und so NF-g frei l&sst. Der Transkriptionsfaktor NF-g ist in der Lage in den Zellkern zu
wandern und eine Reihe von Zielgenen, die fiir das Uberleben der Zelle essentiell sind, wie
BCL-X,. und IAPs, zu aktivieren (Vogelstein und Kinzler 2004). Das IP; bindet an den IP;-
Rezeptor und stimuliert so das Ausstromen von Kalzium aus den intrazellularen Kalzium-

Vorraten.

1.3 Rolle des Interleukin 7- und des FLT3 Rezeptors in der frihen B-
Zellentwicklung

Noch bevor die Rekombination der schweren Immunoglobulinkette des Pra B-Zellrezeptors
stattfindet, spielt die Interaktion der beiden Rezeptoren fiur Interleukin 7 und fur den FLT3
Liganden (FL) eine entscheidende Rolle fir die friihe B Zellentwicklung. Die Expression des
IL7- Rezeptors und des FLT3-Rezeptors beginnt bereits im friihen B Zellstadium der CLPs
(siehe Abb. 1.2).

Untersuchungen zur Expression von FLT3 ergaben, dass der Rezeptor vorwiegend in friihen
hamatopoetischen Zellen der lymphoiden und der myeloiden Linie exprimiert wird. Die FLT3-
Expression konnte bisher nicht in den LT-HSCs nachgewiesen werden, jedoch in ST-HSCs,
die die Oberflachenmarker Lin'Sca-1'c-Kit® aufweisen. Auch die multipotenten
Vorlauferzellen (MPPs) zeigen genau wie die CLPs die Expression von FLT3. Die FLT3-
Expression wird im Pro-B-Zellstadium durch die Expression des Transkriptionsfaktors Pax5
beendet (Holmes et al., 2006). Das Ausschalten der FLT3-Expression ist essentiell fur die
Bildung des Pra B-Zell Rezeptors und die weitere Differenzierung der B-Zelllinie (Holmes et
al., 2007, Facio et al., 2008, Adolfsson et al., 2001, Ogawa et al., 2000). Ein weiterer
Hinweis, der fir die Wichtigkeit von FLT3 fur die B-Zell Differenzierung spricht ist, dass
FLT3" Mause eine reduzierte Anzahl an NK-Zellen und DC Zellen und vor allem eine

reduzierte Anzahl an B Zellvorlauferzellen zeigten (Small 2006).

Die wichtige Rolle des IL7-Rezeptors in der B-Zellentwicklung konnte durch Analysen eines
IL7R Knockout-Mausmodells unterstrichen werden. Ist der IL7R in den Ma&ausen nicht
vorhanden, so ist eine Blockade der B-Zellgenerierung im Knochenmark der adulten M&use

(8-12 Wochen alt) zu beobachten (Larvalho et al., 2001). AulRerdem wurde eine Reduktion
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der CLPs im Knochenmark beschrieben. In der Regel waren nur ein Drittel der CLPs, die
eine gesunde Wildtyp-Maus aufzeigt, in den Knockout-Méausen vorhanden. Diese CPLs sind
nicht in der Lage zu B-Zellen zu differenzieren und in die Zytokin-abhangige Expansion
Uberzutreten (Dias et al., 2005; Kikuchi et al., 2005). Es wurde durch weitere Mausversuche
gezeigt, dass wenn zusétzlich zum IL7R auch der FLT3-Rezeptor ausgeschaltet bzw. nicht
vorhanden ist, die B-Zellentwicklung in diesen M&usen nicht mehr stattfinden konnte und
somit keine B Zellen im Knochenmark mehr nachweisbar waren (Sitnicka et al., 2003;
Vosshenrich et al., 2003).

AulRer der Aktivierung verschiedener Signalwege tragt der IL7R zur Ausbildung eines
Transkriptionsfaktor-Netzes bei, welches den Ubergang von Pro-B Zellen zu reiferen B
Zellen fordert. Einige Studien haben gezeigt, dass eine Interaktion des IL7Rs mit dem Pr&-B
Zellrezeptors besteht. Die Expression des IL7Rs wird durch die Expression des Pra-BZRs in
frihen Pra-B Zellen verstéarkt (Herzog et al., 2009). Das bedeutet, dass diese Zellen mehr
auf das Interleukin 7 ansprechen, was dazu fiihrt, dass es zu einer selektiven Vermehrung
der Pr&-BZR positiver Zellen kommt (Zytokin-induzierte Expansion). Die Vermehrung der
Zellen wird andererseits aber auch durch die Signalgebung des Pra-BZRs eingeschrankt,
indem die weitere Differenzierung der Pra-B Zellen eingeleitet wird (siehe Abb.1.4). Im
spateren Pra-B Zellstadium wird die Expression des IL7Rs gedrosselt (Abb.1.2). Der
Interleukin 7 Rezeptor und der Pra B-Zellrezeptor wirken somit zusammen auf die
Zellteilung, das Uberleben und die Differenzierung der B-Zellen. In 2006 fassten Hendriks et
al. vier verschiedene Wechselwirkungen des IL7Rs und des Pra-BZRs zusammen: (1) Sie
verhindern eine zweite Rekombination der leichten Immunoglobulinketten (allelic exclusion).
Dadurch wird sichergestellt, dass auch wirklich nur ein spezifischer BZR exprimiert wird. (2)
Sie stimulieren die Zellteilung durch die Expression pro-proliferativer Faktoren, wie c-myc
und verhindern die Apoptose durch die Expression anti-apoptotisch wirkender Faktoren wie
Bcl-2 oder Bcl-x,. (3) Beide Rezeptoren sorgen weiterhin daftr, dass die Zellteilung durch die
Herunterregulation der ,surrogate light chain‘- und IL7R-Gene eingegrenzt wird und (4) die

Differenzierung der Zellen zu reifen B-Zellen beginnen kann (Le Bien 2009).

1.3.1 Der Interleukin 7 Rezeptor (IL7R)

Der IL7R setzt sich aus zwei verschiedenen Proteinketten zusammen (siehe Abb. 1.5). Die
IL7Ra-Kette wird durch das Gen II7r kodiert. Diese IL7Ra-Kette bildet nicht nur einen Teil

des IL7Rs, sondern zusammen mit anderen Proteinen den Rezeptor fur TSLP (Thymic
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stromal derived Lymphopoetin), der auch CRLF2 (Cytokine receptor-like factor 2) genannt
wird. Die y.-Kette des IL7Rs ist neben der Bildung des IL7R auch an der Bildung anderer
Interleukinrezeptoren wie IL2R, IL4R, IL9R, IL15R und IL21R beteiligt (Milne und Paige
2006, Cao et al., 1995, Disanto 1995).

Abbildung 1.5: Aufbau
des Interleukin 7
v Rezeptors (IL7R).

o

IL7

Der IL7R besteht aus zwei
Proteinketten: der IL7Ra
Kette und der yc-Kette.

IL7/Ra

Plasmamembran

1.3.1.1Signaltransduktion des Interleukin 7 Rezeptors (IL7R)

Analysen der Signaltransduktion des IL7Rs haben gezeigt, dass sie zur Aktivierung des
PI3K/AKT Signalweges fiihren (von Freeden et al., 1995; Jeffry et al., 1995) sowie zur
Aktivierung der Janus Kinasen (JAK)/ ,Signaltransducer and Activator of Transcription®
(STAT) Signalwege (Venkitaraman et al., 1994, Lin et al., 1995, Fleming et al., 2001) (Abb.
1.6). Die Phosphorylierung der IL7Ra-Kette am Tyrosinrest Y449 ist dabei fir die Aktivierung
essentiell. Besonders die Aktivierung von STATS durch den IL7R vermittelt in den friihen B-

Zellen das Uberleben und die Proliferation.
STAT Signalweg

STAT (Signal transducers and activators of Transcription) Proteine sind in Saugern durch
sechs verschiedene Gene kodiert und beinhalten 10 verschiedene Proteine einschlie3lich
verschieden gebildeter Isoformen von STAT1, 3, 4 und 5 (Rane et al., 2002, Darnell, 1997).
STAT Transkriptionsfaktoren haben eine hochkonservierte Struktur, die sich aus der DNA-
Bindedomane, einer konservierten NH2-Domane, einer C-terminalen
Transaktivierungsdoméane und SH2 wie SH3-Domanen zusammensetzt. Werden STAT-
Proteine durch Effektormolekiile wie bei der Induktion der Signalgebung des IL7R durch
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Januskinasen oder auch RTKs direkt an ihren Tyrosinresten phosphoryliert, so bilden sie ein
Dimer und translozieren in den Nukleus, in dem sie spezifische Zielgene aktivieren. STAT-
Proteine sind in das Zytokin-abhangige Zellwachstum und das Uberleben der Zellen durch
die Regulation der Expression von verschiedenen Cyclinen, c-myc und BCL-X, eingebunden.
Die Aktivierung von STAT-Transkriptionsfaktoren durch mutierte Rezeptor Tyrosinkinasen ist
ein haufig beobachteter Vorgang; so wurde sowohl tber die Aktivierung von STAT3 durch
den c-Kit Rezeptor als auch uber die Aktivierung von STAT1 und STATS durch den PDGF
Rezeptor B berichtet (Sternberg et al., 2001; Wilbanks et al., 2000).

Dass STATS eine sehr wichtige Rolle in der Entwicklung hamatopoetischer Zellen spielt, wird
durch Analysen in IL7R” Mausen deutlich, die eine Blockade in der B-Zelldifferenzierung im
Knochenmark aufzeigen. Wird aktiviertes STAT5 in diesen knockout-Mausen exprimiert, so
kann die weitere B-Zelldifferenzierung in den Méausen wieder hergestellt werden (Goetz et
al., 2004).

Abbildung 1.6:
v Signaltransduktion des
¢ Interleukin 7 Rezeptors (IL7R).

Durch das Binden des IL7
Liganden an den Rezeptor, wird
die Signaltransduktion initiiert. Als
erster Schritt werden verschiedene
Plasmamembran Janus Kinasen (JAK 2 und 3) von

P f\ dem Rezeptor phosphoryliert.

JAK PI3K P Diese kdonnen im Gegenzug direkt
STAT-Molekule, wie STAT5 oder

aber die PISK phosphorylieren und

aktivieren. So werden die Signale

P fur das Uberleben und fiir die
l:-l AKT P Proliferation der B-Zelle Gibermittelt

(AKT:Serin/Threonin Kinase AKT,;
JAK: Janus Kinase; PI3K:
Phosphatidylinsositol-3 Kinase,
STATS: ,Signal Transducer and
Acitvator of Transcription‘ 5).

Proliferation und Uberleben der Zelle
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1.3.2 Der FLT3-Rezeptor

FLT3 (FMS-like Tyrosine Kinase 3) ist eine Rezeptor Tyrosinkinase (RTK), die der Klasse Il
der Familie der RTK angehdrt. Weitere Rezeptoren dieser Klasse, die eine hohe Ahnlichkeit
zu FLT3 aufweisen, sind die Rezeptoren fiir c-Kit (Stem Cell Factor Receptor), PDGFRa/
(Platelet Derived Growth Factor alpha/beta) und M-CSF (Makrophage Colony Stimulating
Factor) (Small, 2006, Paracells 2006). Das humane FLT3-Gen umfasst Uber 1000 Kilobasen
und besteht aus 24 Exons, die auf Chromosom 13 (13q12) lokalisiert sind (Abu-Duhier et al.,
2001; Lyman et al., 1993). Das FLT3-Gen kodiert fir ein 993 Aminosaure gro3es Protein.

In der Western Blot Analyse kénnen zwei verschiedene FLT3-Formen/Banden detektiert
werden: Eine Bande bei 130 kDa, in der das FLT3-Protein unglykosyliert und nicht Membran-
gebunden vorliegt und eine 160 kDa grof3e Bande, die durch die N-terminale Glykosylierung
des FLT3-Proteins zustande kommt (Lyman et al., 1993; Rosnet et al., 1993).

Die Abb.1.7 zeigt den schematischen Aufbau des FLT3-Rezeptors. Die extrazellulare
Doméne des Rezeptors, dessen Aufgabe es ist, den FLT3-Liganden (FL) zu binden, besteht
aus funf Immunoglobulin-ahnlichen Doméanen, die alle RTK der Klasse Il aufweisen. Durch
die Zellmembran ragt die Transmembrandomane (TMD), an die sich die
Juxtamembrandomane (JMD) anschlie3t. In dieser JMD wurde die FLT3-Rezeptor
aktivierende Mutation der internen Tandem Duplikation in Leukamiepatienten identifiziert
(Litzow et al., 2005). Zwei weitere im Zytoplasma liegende und fiir die Signaltransduktion
wichtige Doménen, die sich der JMD anschlieBen und die durch eine Interkinasedoméne
voneinander getrennt sind, sind die zwei Tyrosin Kinase Domanen (TKD) (Lyman, 1995;
Agnes et al., 1994; Grassot et al., 2003).
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7 Abbildung 1.7: Schematische
Darstellung der FLT3 Rezeptor
f: Tyrosinkinase.
] Extrazelluldre
E'é Domdéne mit 5 Der Rezeptor besteht aus einer
g — Immunoglobulin- extrazelllularen Doméne mit 5
= dhnlichen Doménen Immunoglobulin-&hnlichen Doménen
3 (blaue Kreise), einer
o Transmembrandoméne (violettes
5 Rechteck), einer
= . Juxtamembrandoméne (griines
Plasmamembran }Transmembrandomane Rechteck) und zwei Kinasedomanen
5 . (jeweils ein roter Zylinder).
S } Juxtamembrandomane
3 Abbildung modifiziert nach Small
% } Kinasedomine 1 (Small 2000).
'é
% } Kinasedoméne 2
8
&

1.3.2.1Signaltransduktion der FLT3-Rezeptor Tyrosinkinase

In dem inaktiven FLT3-Rezeptor wird die Aktivierungsschleife (activation loop) in der
Tyrosinkinase Doméne stabil in der geschlossenen Konformation durch die gefaltete Struktur
der Schleife in der Spalte zwischen der facherformigen Kinasekonformation gehalten (Huse
und Kuriyan, 2002). Auch die Juxtamembrandomane bleibt in einer gebundenen
Konformation, die den Zugriff der Kinasedoméne auf ATP und Peptidsubstrate blockiert und
somit den Status der Autoinhibition unterstitzt. Durch die Bindung des Liganden an die
extrazellulare Domane bildet FLT3 ein Homodimer aus. Die spezifischen Tyrosinreste 589
und 591 werden durch die Transphosphorylierung in der Juxtamembrandomane von einem
intrazellularen Bereich des einen Rezeptors auf den anderen Rezeptor des Dimers
Ubertragen. Die Tyrosinreste dienen gleichzeitig als Bindestellen flr verschiedene
Adaptermolekile, die eine Src Homologie 2 (SH2) Doméane oder eine Phosphotyrosin
Bindedoméne (PTB Domane) besitzen. Diese Adaptermolekiile rekrutieren und aktivieren
durch Tyrosin- oder Serinphosphorylierungen stromabwérts von FLT3 gelegene
Effektormolekiile, die den Ras/MAPK, PI3-Kinase und NF-s-Signalwegen angehdren (siehe
Abb.1.8). Unter den oben genannten Signalwegen agieren Ras/MAPK und PI3K meist als
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onkogene Signalwege, wenn dessen Regulation zum Beispiel durch die konstitutive

Aktivierung der Rezeptor Tyrosinkinase auf3er Kontrolle gerét.

‘ Protein Synthese
Gl ! c-fos
COY e

| Differenzierung

Anti-apoptotisch

Abbildung 1.8: Signaltransduktion des FLT3-wt Rezeptors. Durch die Bindung des Liganden an
einen FLT3 wt Rezeptor wird durch den dimerisierten Rezeptor der Ras/Raf/MAPK/ERK Signalweg
und der PISK/AKT Signalweg aktiviert. Abbildung modifiziert nach Matsumura, Mizuki und Kanakura,
2008. (AKT: Serin/Threonin Kinase Akt; Bad: BCL2-associated agonist of cell death; Cas9: Caspase
9; FL: FLT3-Ligand; GDP: Guanosindiphosphat; GTP: Guanosintriphosphat; Grb2: ‘growth factor
receptor-bound protein 2;’ IKB: NF-«g-Inhibitor ; K: Kinasedoméne; MAPK: ‘mitogen activated protein
kinase’; MEKK: MAPK Kinase; mTOR: ,mammalian target of Rapamycin‘; NF-g: ‘nuclear factor
'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells’; P:Phosphatrest; PI3K: Phosphatidylinositol-3
Kinase; Raf: Raf Protein; Ras: Ras Protein; SHP2: SHP2 Phosphatase; SOS: SOS-Protein; SHC: ,Src
homology 2-domain —containing transforming protein’).

Ras/Raf/IMAPK/ERK Signalweg

Die Familie der Ras-Proteine gehort zu der tGbergeordneten Familie der GTPasen, die an der
inneren Oberflache der Plasmamembran lokalisiert sind. Durch Liganden-Bindung aktivierte
und autophosphorylierte Rezeptor Tyrosinkinasen, wie FLT3, bieten Phosphotyrosyl-
Bindestellen fur Adapterproteine wie Shc und Grb2, welche anschliel3end Guaninnukleotid-
Austauschfaktoren (GEFs) rekrutieren und dabei Ras aktivieren. Wurde Ras aktiviert, so wird

im Gegenzug die Raf Serin/Threonin Kinase aktiviert. Das Raf Protein phosphoryliert MAPK
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Kinasen (auch MEK genannt) die zur Aktivierung der MAPK (auch ERK’s genannt), fihren.
Aktivierte MAPK translozieren in den Zellkern und phosphorylieren/aktivieren
Transkriptionsfaktoren. ERKs konnen auch andere Kinasen wie RSKs (MAPK- aktivierte
Protein Kinasen) phosphorylieren, die wiederum Einfluss auf den Zellzyklus und den
programmierten Zelltod (Apoptose) haben (Guy et al., 1999). Durch die ERK aktivierte RSK
Kinasen wird das pro-apoptotisch wirkende Bad Protein inaktiviert, welches zur BCL-2
Familie der pro-apoptotisch wirkenden Proteine gehdrt. Dabei wird die Bad-abhéngige
Apotose inhibiert. Aullerdem steuert die Ras/Raf/MEK/ERK Kaskade die zellulare
Proliferation durch die Regulation der Expression und Aktivitat vieler verschiedener Proteine,
wie Zellzyklusregulatoren (Cyclin D1, p21"**® und p27"®) und Transkriptionsfaktoren (c-
fos, c-jun und c-myc) (Grethe et al., 2006). Die krankhaft veranderte Expression von MEK
und ERK Proteinen wurde in vielen Leukamien wie der akuten myeloiden Leukamie (AML)
und der chronischen myeloiden Leukamie (CML) identifiziert (Lancet et al., 2003; Morgan et
al., 2003).

PI3K/AKT Sighalweg

Die PI3 Kinase ist ein wichtiges Signalprotein des gleichnamigen Signalweges, der Serin-
und Threonin Phosphorylierungen kontrolliert. Die PI3K besteht aus zwei Untereinheiten, der
regulatorischen Untereinheit p85 und der katalytischen Untereinheit p110. P85 bindet an die
autophosphorylierte oder Liganden-aktivierte Rezeptor Tyrosinkinase FLT3 (Lavagna-
Sevenier et al.,, 1998). Daraufhin werden die p110 Untereinheit und ihr stromabwarts
gelegener Effektor AKT zur Plasmamembran rekrutiert. Der PISK/AKT Signalweg aktiviert
viele verschiedene Zielproteine wie p70RSK und Transkriptionsfaktoren wie ,Forkhead
transcription factors* FOXO und NF-s. Die Serin- Threoninkinase AKT ist ein wichtiger
Bestandteil der Uberlebensmaschinerie der Zellen. Durch die PI3K aktiviertes AKT tragt zu
verschiedenen Signalgebungen bei: z.B. phosphoryliert es den NF-xgz Inhibitor IKB welcher
anschlieRend im 26S Proteasom abgebaut wird und so NF-g frei lasst. NF-xg wiederum ist in
der Lage in den Zellkern zu wandern und eine Reihe von Zielgenen, die fiir das Uberleben
der Zelle essentiell sind, wie BCL-XL und IAPs, zu aktivieren (Vogelstein und Kinzler 2004).
AKT ist ebenso in der Lage das pro-apoptotisch wirkende Bad-Protein zu phosphorylieren.
Dies fuhrt zu einem erhdhten Anteil an anti-apoptotisch wirkendem BCL-X, Protein in der
Zelle und zur Hemmung der Zelltod-Protease Caspase 9 (Erin et al., 2001). Ein weiterer
stromabwarts der PI3K gelegener Effektor ist die Serin-Threonin-Kinase mTOR, die

Zelliberleben und -proliferation vermittelt (Zhang et al., 1999).
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1.4 Leukamie

Als Leukamie bezeichnet man eine Krebserkrankung der Blutzellen, die im Knochenmark
heranreifen (siehe 1.1). In fast allen Leukdmien handelt es sich um eine starke Erhéhung der
Anzahl weil3er Blutkdérperchen verglichen zum Anteil der roten Blutkérperchen. Die Blutzellen
sind durch genetische Veranderungen so transformiert, dass es ihnen mdglich ist sich
unentwegt zu teilen und so das gesamte Blutsystem und spéter auch die hamatopoetischen
Organe wie die Milz und die Leber mit funktionsuntiichtigen Zellen zu tUberschwemmen.
Sogar im Knochenmark kann die normale Blutbildung durch das hohe Vorkommen der
leukamischen Zellen nicht mehr oder im geringen Maf3e stattfinden. Da wenig oder fast keine
neuen normalen Blutzellen in einer Leukdmie gebildet werden kdnnen, sind auch die
normalen Organfunktionen gestort, was bei einer unbehandelten Leuk&mie zum Tod des

Patienten fihrt.

Es gibt verschiedene Typen von Leukdmien: Die chronischen Leukdmien kénnen in einem
grol3en Zeitfenster verlaufen bis sie in die akute Phase eintreten, wahrend die akuten
Leukdmien dagegen sehr schnell verlaufen. Sie filhren unbehandelt in wenigen Wochen
bzw. Monaten zum Tod des Patienten. Die Leukamien unterscheiden sich weiterhin nach der
Art der betroffenen Blutlinien: so gibt es myeloische Leukamien, die die myeloischen
Zelllinien betreffen, und die lymphoiden Leuk&mien, die die lymphoiden Zelllinien betreffen.
Mithilfe der FAB-Klassifikation (French-American-British Working Group of Leukemia), die
AMLs und ALLs nach zytomorphologischen und zytochemischen Kriterien unterteilt, kdnnen
Subtypenklassen der Leukamien identifiziert werden. Die neuere WHO-KlIassifikation
umfasst dagegen nicht nur die Kriterien der FAB-Klassifikation, sondern kombiniert diese mit
zyto- und molekulargenetischen Erkenntnissen. Sie versucht die Leukdmie anhand der
genetischen Veranderungen, die in den Zellen stattgefunden haben und der daraus
abgeleiteten Prognoseabschétzung, einzuteilen. Die akuten Leukamien beider Blutlinien
kennzeichnen sich durch eine auftretende Differenzierungsblockade, die in den jeweiligen

myeloiden oder lymphoiden Vorlauferzellen zu finden ist (siehe Abb.1.9).

Die Inzidenz einer AML ist bei Kindern gering und steigt mit zunehmendem Alter an. Mit 2-3
Neuerkrankungen/100000 Einwohner/Jahr stellt sie die haufigste Form (80%) aller akuten
Leukamien bei Erwachsenen dar. Die ALL ist mit einer Inzidenz von 1/100000 Einwohnern
eine seltene Leukamieform. Allerdings ist sie haufigste Leukamieform bei Kindern,
wohingegen sie bei Erwachsenen nur etwa 20% aller Leukamien ausmacht. Der Altersgipfel

liegt bei dieser Erkrankung zwischen dem 30. und 40. Lebensjahr bei Erwachsen (Daten der
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WHO aus dem Jahr 2005). Als Beispiel unterteilt die FAB-Klassifizierung die ALL nach der
Morphologie (Zellgrofl3e, Kern-Plasma-Relation, Anzahl und GroéRe der Nukleoli, Grad der
zytoplasmatischen Basophilie) in drei Untergruppen (L;-L3).

L Uberwiegend kleine gleichférmige Blasten mit relativ groRem Kern und dinnem

Zytoplasmasaum (kindlicher Typ),

L,: grolRere heterogene Blasten mit Nukleoli und niedriger Kern-Zytoplasma-Relation

(erwachsener Typ),
Ls: Blasten mit Vakuolen und basophilem Zytoplasma, v.a. bei B-ALL (Burkitt-Typ).

Die FAB-Klassifikation hat jedoch wie bei der AML keine therapeutische und prognostische
Relevanz. Deshalb ist es besonders wichtig fur die Prognose der Patienten vor allem neben
der Morphologie, dem Immunphéanotyp und der Zytogenetik auch die Zelldifferenzierung und
den Reifegrad der leukéamischen Blasten festzustellen. Ein weiteres Kriterium fur die
Prognose ist die Feststellung chromosomaler Translokationen und der damit assoziierte
Karyotyp.

Wie kommt es zur Entstehung einer Leukamie?

Bis in die 70er Jahre war die Ursache von Krebserkrankungen weitgehend unverstanden.
Man vermutete, dass die Lebensweise und die Wirkung von Umweltfaktoren zur
Krebsentstehung beitragen. Die aber wesentlichen Ereignisse sind hierbei Mutationen in
Tumorsupressor- oder Onkogenen im Genom einer Zelle, sodass Krebs letzten Endes eine
genetische Erkrankung darstellt. Dabei wirken Onkogene auf die Zellvermehrung so stark
aktivierend, sodass ein Tumor entstehen kann. Solange aber diese Gene in einer Zelle nicht
mutiert sind, sondern ihre normale Funktion zur richtigen Zeit ausiiben, spricht man von
Proto-Onkogenen. Bei Tumorsuppressorgenen wiederum handelt es sich um normalerweise
Wachstum-hemmende Gene, die dafur sorgen, dass das Wachstum einer Zelle zur richtigen
Zeit wieder beendet wird. Wenn diese Tumorsuppressorgene durch Mutationen wie
Insertionen, Deletionen oder Punktmutationen deletiert oder inaktiviert werden, erlangen die
betroffenen Zellen eine dauerhafte Teilungsfahigkeit. Aber auch eine gestorte
Signaltransduktion der Zellen kénnte zur Blockierung der apoptotischen Prozesse in einer
Zelle fuhren und sie so resistent gegen apoptotische Signale werden lassen. Ein
entscheidender Faktor ist, dass die leukdmischen Zellen in einer akuten Leukamie in ihrer
Differenzierung blockiert sind. Das bedeutet, dass sich die Zellen in einem Stadium der

unreifen myeloiden oder lymphoiden Zellen befinden und nicht zur funktionalen Zelle der
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entsprechenden Linie ausreifen kénnen. Zusammenfassend muissen die leukamischen

Zellen folgende Charakteristika erftillen:

Ihre Differenzierung ist blockiert, ihr Selbsterneuerungs-Potential muss verandert sein,
wahrend sie in der Lage sind sich standig zu teilen und ihre Telomere nicht mit jeder

Zellteilung verklrzt werden (Warner et al., 2004).
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Abbildung 1.9: Entstehung einer Leukdmie: akute lymphatische Leukdmie (ALL) und akute
myeloische Leukdmie (AML) aus frihen Vorlaufern der jeweiligen Blutzelllinie im
Knochenmark. Die Leuké&mien sind jeweils durch eine Blockade der Differenzierung der
verschiedenen Zellen (durch einen Balken) gekennzeichnet. (LT-HSC: Langzeit hamatopoetische
Stammzelle; ST-HSC: Kurzzeit hamatopetische Stammzelle; MPP: Multipotente Vorlauferzellen; CLP:
lymphoider Vorlaufer, CMP: myeloider Vorlaufer; GMP: Granulozyten/Makrophagen-Vorlaufer; MEP:
Megakaryozyten/Erythrozyten-Vorlaufer, MKP: Megakaryozyten-Vorlaufer; ErP:  Erythrozyten-
Vorlaufer)

Welche Mutationen wurden bisher in akuten Leukamien identifiziert?

Allgemein wird davon ausgegangen, dass Krebserkrankungen durch mehrere genetische
Veranderungen entstehen, die kooperierend auf die Zelle wirken und es ihr so ermdglichen
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sich unkontrolliert zu teilen. Dash und Gilliland entwickelten zur der Hypothese ein Modell,
welches davon ausgeht, dass eine Klasse eins Mutation mit einer Klasse zwei Mutation
kombiniert werden muss, um die oben genannten Charakteristika einer Leuka&mie- bzw.
Krebszelle zu erfillen (siehe Abb. 1.10).

Klasse eins Mutationen betreffen nicht das Differenzierungsprogramm der hAmatopoetischen
Vorlauferzellen, wahrend sie der Zelle einen Zellteilungs- und Uberlebensvorteil verschaffen.
Klasse zwei Mutationen verandern dagegen das Differenzierungsprogramm der Zelle. Die
durch die beiden Mutationen entstandene leukamische Zelle zeigt eine Blockade in der
Differenzierung, kann sich unkontrolliert teilen und hat gegeniber normalen

hamatopoetischen Zellen einen Uberlebensvorteil.

In der akuten myeloiden Leukéamie sind fur Klasse zwei Mutationen vor allem Mutationen in
Genen, die verschiedene Transkriptionsfaktoren kodieren, bekannt. Dabei handelt es sich
um Deletionen, Insertionen und auch Translokationen. Ungefahr 50% aller AML-Patienten
besitzen eine solche Translokation, an der Gene, die Transkriptionsfaktoren kodieren,
beteiligt sind. Diese Transkriptionsfaktoren sind fur die normale Differenzierung von
hamatopoetischen Zellen von Bedeutung (Tenen 2003). Eine besonders haufig auftretende
Translokation ist dabei eine RUNX1 (Runt Related Transcription Factor 1, oder auch AML1
genannt) Translokation mit dem ETO Gen (Eight Twenty One Oncogene), die in 8 bis 20%
aller AML Patienten gefunden wurde (Gilliland et al., 2004). Das durch die Translokation
t(8;21) entstandene Fusionsprotein wird AML1/ETO genannt und fuhrt wahrschienlich zu
einer frihen Blockade der myeloiden Entwicklung (Schwieger et al., 2002; Klug et al., 2008).
Mutationen der Klasse eins, die in akuten myeloiden Leuk&mien gefunden wurden, sind vor
allem Mutationen in Tyrosinkinasen wie zum Beispiel Mutationen des c-Kit Rezeptors, der
zur gleichen Klasse der RTK wie FLT3 z&hlt, oder aber Mutationen in RAS (Gilliland und
Tallmann 2002). C-KIT Mutationen treten besonders haufig in Patienten mit einer AML1/ETO
Translokation auf (Warner et al., 2004). RAS und C-KIT Mutationen kommen in ca. 20% aller
AML-Patienten vor (Renevillie et al., 2008). Weitere Klasse zwei Mutationen, die in ca. 30%

aller AML-Patienten vorkommen, sind aktivierende FLT3-Mutationen (Small, 2006).

Erst in den letzten Jahren wurden immer mehr genetische Mutationen in ALL-Patienten
identifiziert. Die Charakterisierung der Mutationen und somit eine gezieltere Therapie der
ALL-Patienten steht bei der Forschung im Vordergrund. Durch neue angewandte
Technologien, wie der SNP-Analyse (Single Nucleotide Polymorphism) ist es gelungen
mehrere Mutationen/Deletionen in Transkriptionsfaktoren von Leukamiepatienten zu

detektieren, die zum Ausbruch einer akuten lymphatischen Leukamie beigetragen haben
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kénnten (French et al.,, 2009, Mullighan 2009). Klasse zwei Mutationen in akuten
lymphatischen Leuka&mien betreffen vor allem Mutationen in den Transkriptionsfaktoren
PAXS5 oder IKAROS (siehe Abb.1.10). Dabei kommen Mutationen in diesen beiden Genen
sehr haufig in B-ALL Patienten vor (Pax5 30-50% (Nebral et al., 2009; Mullighan et al.,
2007), Ikaros: 30-49%, (Mullighan et al., 2009; lacobucci et al., 2008)).

Ein Beispiel fur eine Deletion in einem Transkriptionsfaktor, die in akuten lymphatischen
Leukamien gefunden wurden, ist die Deletion verschiedener Exons (meistens der Exons 3
bis 6) des Transkriptionsfaktors IKAROS. Diese filhren zum Verlust verschiedener Zinkfinger
des gebildeten Proteins, die fur die DNA-Bindung an Zielgene benétigt werden. Die so
entstandenen Isoformen des Proteins wirken dominant negativ und es wird vermutet, dass
diese in den Patienten zu akuter lymphoblastischer Leukamie fuhren (Mullighan et al., 2009
und Mullighan und Downing, 2008). Andere Klasse zwei Mutationen in einem
Transkriptionsfaktor, die in akuten lymphoblastischen Leuamien vorkommen, sind PAX5
(Paired box domain 5) Mutationen (Santoro et al., 2009; Nebral et al., 2008, den Boer 2009,
Kawamata et al., 2008). Die Veranderungen im PAX5 Gen umfassen partielle oder komplette
Deletionen, Punktmutationen oder PAX5 als Partner eines Fusionsgenes. In einer Studie von
Familiades in 2009 wird davon ausgegangen, dass die PAX5 Mutationen in 38,9% der 117
untersuchten B-ALL Patienten zu dem leukamischen Phanotyp beigetragen haben. Dabei
kommen Klasse eins Mutationen in akuten lymphatischen Leukémien viel weniger haufig vor
als im Vergleich zu akuten myeloiden Leuka&mien. Dennoch wurden unter anderem
aktivierende Klasse eins Mutationen der Janus Kinasen 1-3 (JAK1-3) in ALL-
Patientenproben identifiziert. Die Mutationen in Jak2 wurden vor allem in Kindern mit Down-
Syndrom identifiziert (Bercovich et al., 2008). Mutationen in allen vorher genannten Jak-
Genen wurden in 10% der BCR-ABL Translokation negativen ALL Patienten einer Studie mit
187 Teilnehmern gefunden, denen eine besonders schlechte Prognose gestellt wurde
(Mullighan et al., 2009). Die JAK1 und JAK2 Mutationen wurden vor allem in konservierten
Aminosaureresten, die in der Kinase und Pseudokinasedomane liegen, gefunden. Diese
Mutationen fuhrten vor allem zur konstitutiven Aktivierung der JAK/STAT Signalkaskade und
zur Wachstumsfaktor-unabhangigen Proliferation einer BaF/3.EpoR Zelllinie. Die Prasenz
der JAK2-Mutationen ist vor allem mit Veranderungen in dem IKAROS kodierenden Gen
IKFZ1 verbunden sowie mit Deletionen in den ,cyclin dependent kinase inhibitor 2a und b’
kodierenden Genen CDKN2A/B. Die hier beschriebenen Mutationen sind besonders mit

einer schlechten Prognose fur die ALL-Patienten assoziiert (Mullighan 2008).
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In den ALL-Patienten betreffen Klasse eins Mutationen auch Rezeptor Tyrosinkinasen, wie
zum Beispiel Mutationen in FLT3, die zur konstitutiven Aktivierung des Rezeptors fiihren
(siehe 1.2.1).

Klasse eins Mutationen: Klasse zwei Mutationen:
Mutationenin RTK wie Verdnderungenvon
2.B.FLT3 Transkriptionsfaktoren wie
| IKAROS oder PAX5
Zellteilungs- und Einfluss auf die
Uberlebensvorteil Differenzierung

Apoptose Differenzierung

C Selbsterhaltung

Veranderte Reaktion auf Signalgebungin
Bezug auf Wachstum und Alterungsprozesse

Abbildung 1.10: Entstehung einer leukamischen Zelle. Wie im Modell von Dash und Gilliland
beschrieben, wirken Mutationen der Klasse eins und der Klasse zusammen auf eine hdmatopoetische
Zelle. Als Folge ist diese in ihrer Differenzierung blockiert, kann sich standig teilen (Selbsterhalt) und
die apoptotischen Signalwege werden umgangen. Die Signalantwort der Zelle im Hinblick auf die
Proliferation und Alterunsprozesse, wie das Verkirzen der Telomere bei jeder Zellteilung, sind
verandert.

1.5 Aktivierende FLT3 Mutationen in Leukamien

Ein mutiertes FLT3-Gen ist eine der haufigsten somatischen Ver&nderungen in akuten
myeloiden Leukamien, die in ca. 30% aller AML-Patienten aber auch in ALL-Patienten
auftritt. Die zwei h&ufigsten Mutationen, die in FLT3 identifiziert wurden, sind einerseits
Punktmutationen, die meist an der Aminosaureposition D835 in der Kinasedoméne zwei
auftreten (TKD betrifft 8-12% der AML-Patienten) und andererseits die Insertion einer

internen Tandem Duplikation (ITD, betrifft etwa 20% der AML-Patienten) (Yamamoto et al.,
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2001). Bisher besagt die Statistik der Patienten mit FLT3-Mutationen, dass Mutationen in
den Kinasedomanen (TKD) vorwiegend mit dem Krankheitsbhild einer ALL besonders im
Kindesalter assoziiert sind (Taketani et al., 2003; Armstrong et al., 2004). Die FLT3-ITD
Mutation dagegen wird eher mit dem Ausbruch einer AML assoziiert. Dennoch sind beide
Mutationen nicht exklusiv in jeweils der vorher beschriebenen Leuk&mieform zu finden. So
wurden auch ITD-Mutationen der FLT3-Rezeptor Tyrosinkinase in ALL von Patienten im
Kindesalter wie auch in Erwachsenen identifiziert (Yokota et al., 1997, Nakao et al., 1996; Xu
et al., 1999 und 2000; Brown und Small 2004).

Die FLT3-ITD Mutation kommt h&aufiger als die TKD-Mutation in Leuka&miepatienten vor.
Obwohl beide Mutationen zur konstitutiven Aktivierung des Rezeptors filhren, so scheinen
doch die stromabwaérts von FLT3 gelegene Signaltransduktion (Choudhary et al., 2005) und
die resultierende Leukdmie im Mausmodell unterschiedlich zu sein (Grundler et al., 2005).
Ein moglicher Mechanismus, der erst kirzlich von Schmidt-Arras et al., 2009 beschrieben
wurde, geht davon aus, dass FLT3-ITD als Mannose-gebundener Vorlaufer an das
Endoplasmatische Retikulum (ER) intrazellular gebunden bzw. gespeichert wird. Es stellte
sich heraus, dass die transformierende Aktivitdt der TKD Punktmutation (D835) durch das
Binden an das ER unterdriickt wurde, wahrend die FLT3-ITD Mutante im ER die STAT5
Aktivierungskapazitat erhielt und weiterhin transformierend in vitro und in vivo wirkte. Dieses
Ergebnis zeigte erstmals, dass die Transformation der Zellen von der intrazellularen

Lokalisation von FLT3-ITD mdoglich ist.

Der genaue molekulare Mechanismus der beiden Mutationen, die den Rezeptor aktivieren,
wurde bisher nur spekulativ gedufRert. Bei den TKD Punktmutationen wird angenommen,
dass sie die Aktivierungsschleife destabilisieren und diese so in eine offene Konformation
bringen (Griffith et al., 2004). Die Signaltransduktion der TKD FLT3-Mutante scheint mit der
Liganden stimulierten wt-Form des FLT3-Rezeptors lbereinzustimmen (Choudhary et al.,
2005, Schmidt-Arras et al., 2009). Der genaue Mechanismus der Rezeptor-Aktivierung durch
die ITD-Mutation ist noch nicht aufgeklart aber es wird spekuliert, dass die ITD den
intrinsisch-negativ regulierenden Effekt der JMD auf die Tyronsinkinase Domane zerstort.
Durch die Konformationsanderung, die durch die ITD hervorgerufen wurde, wird die
Phosphoryl-Akzeptor Seite in der TKD irreversibel offen gelegt, sodass ATP und

Peptidsubstrate stetig in der Lage sind, an die Kinasedoméne zu binden (Kiyoi et al., 2002).

Um die Signaltransduktion des aktivierten FLT3-Rezeptors, wie der RAS/RAF/MK/ERK oder
der PI3K/AKT Signalweg oder die Aktivierung des STAT5 Proteins, in dieser Arbeit zu

untersuchen, stand ein Mausmodell zur Verfigung (siehe Abb. 1.11). Ein Mausmodell,
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welches die Entwicklung einer Leukdmie in vivo nachahmen kann, ist ein wichtiges
Werkzeug in der Forschung, um die fir die Leuk&mie wichtigen Signalwege identifizieren zu
konnen. Zudem kann in dem Mausmodell gut die Funktion von neuen Inhibitoren getestet
werden. Eine weitere Moglichkeit, die das Modell bietet, ist Suche und die Identifikation von
in unserem Fall die mit FLT3-ITD kooperierenden Mutationen, die moglicherweise zu der
Entstehung der akuten lymphatischen Leukéamie im vorliegenden Mausmodell beigetragen
haben koénnten.
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Abbildung 1.11: Versuchsaufbau der FLT3-ITD Mausversuche. Frilhe hamatopoetische Vorlaufer
wurden durch die Gabe von 5FU im Knochenmark C57BL/6 Mause angereichert und nach 5 Tagen
isoliert. Das Knochenmark wurde mit zwei verschiedenen retroviralen Vektoren, die entweder nur das
Reportergen GFP oder aber GFP zusammen mit FLT3-ITD exprimierten, infiziert. Die Zellen wurden
i.v. in letal bestrahlte Empfangertiere transplantiert. Nach einer medianen Latenzzeit von 40 Tagen
erkrankten die Tiere an einer B-Zell Leukamie, welches die FACS-Analyse ergeben hat.
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1.6 Fragestellung

Das FLT3-Gen, welches fur die Rezeptor Tyrosinkinase (RTK) FLT3 kodiert, ist eines der
haufigsten mutierten Gene, die in Patienten mit akuten Leukamien gefunden wurden. Die
Rezeptor Tyrosinkinase wird normalerweise in frihen myeloiden und Ilymphoiden
hamatopoetischen Zellen exprimiert und beeinflusst durch ihre Signalgebung die
Differenzierung, die Zellteilung und die Apoptose der Zellen.

Durch Punktmutationen in den Kinasedomanen des Rezeptors oder aber durch das
Einfugen einer internen Tandem Duplikation (ITD) in der Juxtamembrandomane, die haufiger
als die Punktmutation in Patienten vorkommt, wird die RTK konstitutiv aktiv. Da diese
aktivierenden FLT3-Mutationen h&ufig in akuten Leukamien auftreten, ist der Rezeptor ein
viel versprechendes Ziel von Therapieansatzen mit Inhibitoren, die die Liganden-
unabhangige aktive RTK hemmen sollen. In der Arbeitsgruppe der Molekularen Pathologie
am Heinrich-Pette-Institut wurde bereits ein FLT3-ITD Mausmodell etabliert. Dabei wurde
murines Knochenmark mit einem retroviralen Vektor, der das mutierte FLT3 trug, infiziert und
in konditionierte Mause transplantiert. Die Mause entwickelten eine frihe akute
lymphoblastische B-Zell Leukéamie (ALL).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll die Signaltransduktion des FLT3-ITD
Rezeptors in murinen Tumorzellen charakterisiert werden. Mit Hilfe von Protein-chemischen
Methoden sollen ausgewahlte Signalwege der FLT3-ITD Tumorzellen mit denen normaler B-
Zellen, die sich im selben Differenzierungsstadium befinden wie die FLT3-ITD Tumorzellen,
verglichen werden. Die in den Tumorzellen aktivierten Signalwege sollen durch die
Behandlung mit niedermolekularen Inhibitoren oder dominant negativen STAT5-Mutanten
gehemmt werden, um so die Bedeutung des jeweils gehemmten Signalweges fir die
Proliferation und Apoptose der Tumorzellen analysieren zu konnen. Die Analyse der
aktivierten Signalwege gibt mdglicherweise auch Aufschluss dariiber, warum die Zellen in
ihrer Differenzierung blockiert sind, denn es ist durch einige Studien bekannt, dass die
andauernde Signalwirkung einer Rezeptor Tyrosinkinase die Prozesse der Differenzierung,
Proliferation und Apoptose stort und so zur Entstehung einer Leukadmie beitragen kann.

Eine weitere Frage in diesem Zuge ist die Ermittlung von weiteren Mutationen, die spontan
oder aber durch die Integration des Provirus zustande gekommen sein konnten. In diesem
Zusammenhang sollte die Klonalitat der verschiedenen FLT3-ITD Tumore durch Southern
Blot Analysen ermittelt werden. Mittels LM-PCR sollen verschiedene FLT3-ITD Tumore auf
ihre retroviralen Integrationsstellen hin untersucht werden. So kénnten mit FLT3-ITD
kooperierende Mutationen identifiziert werden, die moglicherweise zur Entstehung der B-Zell

ALL im Mausmodell beigetragen haben.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Sofern nicht anders angegeben wurden Chemikalien und Reagenzien von den Firmen
Invitrogen (Karlsruhe), MERCK (Darmstadt), MBI-Fermentas (St. Leon-Rot), BD Beckton-
Dickinson (Heidelberg), Serva (Heidelberg) und Sigma (Taufkirchen) verwendet. Es wurden

Plastikwaren von den Firmen Eppendorf (Hamburg) und Greiner (Solingen) verwendet.

2.1.1 Gerate
Entwicklermaschine AGFA Classis EOS Siemens (Erlangen)
ELISA-Reader sunrise Tecan (Crailsheim)
Durchflusszytomter FACSCanto Becton Dickendson (Franklin
Durchflusszytomter — Sorter FACSAria Lakes, USA)
Geldokumentation BioDocAnalyze Biometra (Gottingen)
Mikroskop Axiocert 25 Zeiss (Oberkochen)

IM Zeiss (Oberkochen)

pH-Meter CG842 Schott Gerate (Mainz)
Photometer SmartSpec™3000 BioRad (Miinchen)
Power supply power supply E835 Consort (Turnhoud, Belgien)
TopCount NXT Packard Instrument (Dreieich)
Thermocycler T3 Biometra (Goéttingen)
Ultraschall-Homogenisator Sonoplus HD270 Bandelin (Berlin) Szintillator
Zentrifugen Allegra-6KR Beckmann (Minchen)

Rotor:GH-3.8

Sorvall RC5B Plus DUPONT (Bad Homburg)

Rotor: SLA-1500
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Rotor: SS-34

Allegra X-12R

Beckmann (Munchen)

Rotor: SX4750A

Zellkulturbrutschranke

Zellkulturwerkbank

2.1.2 Kits

Hera cell 150

Hera safe

Heraeus (Hanau)

Heraeus (Hanau)

Die Anwendung der Kits erfolgt, wenn nicht anders beschrieben, nach den Angaben des

jeweiligen Herstellers.

Annexin V-PE Apoptosis Detection Kit |

BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit

Bio-Rad DC Protein Assay

peqGOLD TriFast™

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAGEN Plasmid Maxi Kit

QIAGEN Plasmid Midi Kit

QIAGEN Plasmid Mini Kit

Profection Mammalian Transfection Sytem
Calcium Phosphate Kit

Taq PCR Core Kit

Ultrafree-DA Centrifugal Filter Unit

2.1.3 Oligonukleotide und Enzyme

BD Bioscience (Franklin Lakes, USA)
Applied Biosystems ( Weiterstadt)
Biorad (Munchen)

Peqglab (Erlangen)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Promega (Madisson, USA)

Qiagen (Hilden)
Millipore (Schwalbach)

Alle in dieser Arbeit genutzten Primer fur die verschiedenen PCRs/ LM-PCRs sind in der

folgenden Tabelle 1 angegeben.
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Tabelle 1: Genutzte Oligonukleotide (Primer)

Gen Bez. Richtung | 5’-3’-Sequenz Amplikon

B-Aktin cs21 vorwarts CGCTGCGCTGGTCGTCGACA 473 bp
cs22 rackwarts | CAGCACAGCCTGGATGGCTA

HPRT vorwarts CACAGGACTAGAACACCTGGC 248 bp

rickwéarts | GCTGGTGAAAAGGACCTCT

STAT4 Cs1009 | vorwarts CATCCCTGAAAACCCTCTGA 253 bp
Cs1010 | ruckwarts GACATGGGGAGAAGGTCTGA

Ptpnl Cs1173 | vorwarts CGGCTTGACATGCAGAAG 173 bp
Cs1174 | ruckwarts CCTTGTCGATCTCCTCGAAC

Tob2 Cs1175 | vorwarts GTGCAGGTCGTTGAGACTGA 256 bp
Cs1176 | ruckwarts CGGTGTCCTTTTACGTCGTT

Mrvil Cs1089 | vorwarts CACCTGGGCTCAAAGACTTC 203 bp
Cs1090 | ruckwarts GCGCAGCAATATGTCAGAAA

LC1 Cs949 | vorwarts GAC CCG GGA GAT CTG AATTC

LTRII Cs947 rickwarts CCTGACCTT GATCTG AACTT

LC2 Cs950 | vorwarts AGT GGC ACA GCA GTT AGG

LTR I €s948 riackwarts TGG CTG TAC TTAAGC TAG CTT

LTRI-Biotin vorwarts TCT GGG GACCATCTGTTCTTG

biotinyliert GCCC

Linker 1 GAC CCG GGA GAT CTG AAT TCA

GTG GCA CAG CAGTTA GG
Linker 2 CCT AAC TGC TGT GCC ACT GAA

TTCAGATCT CCC G
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Die mit den Primern fir die LM-PCR amplifizierte Fragmente sind in ihrer bp-Lange variabel.

Enzyme

Alle in dieser Arbeit verwendeten Enzyme wurden von MBI-Fermentas bezogen und nach
Herstellerangaben fir die verschiedenen Restriktionen eingesetzt.

2.1.4 Medien

2.1.4.1 Bakterienkulturmedien

Die Zusatze fur die Bakterienmedien wie Bacto-Trypton und Hefeextrakt stammten von
Becton-Dickinson (Sparks, MD, USA).

Luria-Bertani (LB) -Medium 10 g/l Bacto-Trypton
5 g/l Bacto-Hefeextrakt

10 g/ NaCl; pH 7,5 eingestellt mit NaOH

LB-Agar LB Medium
15 g/l Agar

Die Medien wurden 20 min bei 121°C (1,1 kg/cm?) autoklaviert. Dem Fliissigmedium wurde
vor Gebrauch 100 pg/ml Ampizillin zugesetzt. Dem Agar wurde nach Abkuhlen auf 55°C

Ampizillin (100 pg/ml) zugesetzt, bevor es in Petrischalen gegossen wurde.

2.1.4.2 Medien, Reagenzien sowie Lésungen fir Zellkultur und Mausversuche

Zellkulturlésungen und Reagenzien

BSA-Ldsung 2% BSA, Zellkultur getestet
Chloroquine-L6sung 25 mM Chloroquine in 1Xpbs
CaCl,-Lésung 2,5 mM CaCl, in PBS
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FCS
G418 / Neomycin

PBS

PenStrep
Polybrene-L6sung
Lyse-Puffer

Serum Surpreme

Trypsin-Losung

Zytokine

Fotales Kalberserum (Sigma, Taufkirchen)
1 pg/ml Lésung (Sigma, Taufkirchen)

140 mM NaCl, 3 mM KCI, 10 mM Na,HPO,, 1,5 mM
KH,PO,; pH 7,4

5000 U/ml Penizillin, 5000 pg/ml Streptomyzin
8 mg Polybrene (Sigma, Taufkirchen) pro ml PBS
10% (v/v) BD PharmLyse 10 x Konzentrat in Wasser

Synthetisch  modifiziertes  Kélberserum  (Cambrex

Biosciences, Verviers, Belgien)

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

Fir alle Zellkulturversuche der FLT3-ITD Tumorzellen wurde ausschlie3lich das murine

Interleukin 7 (Cellsystems, St.Katharinen) genutzt.

Zellkulturmedien

DMEM Medium

DMEM-HEPES-Medium
DMEM-Polybrene-Medium
Einfriermedium

IMDM

IMDM-Medium

DMEM (PAA, Pasching, Osterreich), 10%(v/v) Serum
Surpreme fiir Phoenix-gp oder FCS fir Sc-1 und 293T
Zellen; 671,4 mM Glutamin, 1 mM Natrium Pyruvat;
pH8,2 eingestellt mit Natrium-hydrogencarbonat

DMEM, 20 mM HEPES; pH 7,2

DMEM, 8 pg/ ml Polybrene

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

IMDM Pulver gelést in Wasser (auf 280 mOS); pH 7,6

IMDM, 20% FCS, 1% PenStrep, 2% Glutamin, 1%

Natrium-Pyruvat
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Methylzellulose M3231 (Stem Cell Technologies, Kéln) Methylzellulose
an murine Bedingungen angepasst mit 20% IMDM ohne
Zusatze angesetzt.

RPMI-Medium Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium (GIBCO
BRL, Life Technologies) 10% FCS, 2 mM Glutamin,
1 mM Natrium-Pyruvat

Losungen und Reagenzien fir Mausversuche

Fur die Mausversuche wurde eine orale Losung Baytril® (Wirkstoff Enrofloxacin) fir eine
Dauer von 3 Wochen genutzt. Fir die Anreicherung von frihen hamatopietischen Zellen
wurde Mausen das Chemotherapeutikum Fluoruracil (5-FU) von GRY-Pharma GmbH
(Kirchzarten) nach Herstellerangaben verabreicht. Flr die Konservierung der entnommenen
Knochen und Organe wurde Pro Tags CALfix oder Formalin-Lésung (10%ige Loésung in

Wasser) genutzt.

2.1.5 Bakterienstammme
Fur diese vorliegende Arbeit wurde der Escherichia coli Laborstamm XL-10-GOLD®
(Stratagene, La Jolla, USA) verwendet. Die Herstellung kompetenter Bakterien mit

Kalziumchlorid, die Transformation sowie die Kultivierung und Stammhaltung erfolgten nach
Standardmethoden (Sambrook und Russel, 2001).

2.1.6 Mausstamme
Die Retransplantations-Experimente wurden ausschlie3lich mit C57BL/6 Mausen (Jackson

Laboratory) durchgefiihrt.

2.1.7 Zellen

2.1.7.1 Primare Zellen

Primare Zellen aus murinem Knochenmark

Die Gewinnung der Knochenmarkzellen erfolgte aus FLT3-ITD Versuchstieren sowie aus
C57BL/6 wt Mausen und wird im Methodenteil (2.2.) ausfihrlich erlautert.
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2.1.7.2 Zelllinien

Phoenix —gp

Sc-1

293T

15-6;p3

2.1.8 Puffer

Derivat der aus humanen, embryonalen Nierenzellen gewonnenen
Zelllinie 293T mit stabiler Expression der gag und pol Genprodukte.
Diese Zellen (#3514) werden bei ATCC kommerziell vertrieben. Die
Kultivierung erfolgte im DMEM Medium mit Serum Surpreme.

Aus Mausembryo-Fibroblasten gewonnene Zelllinie, ATCC ,CRL-1404.
Die Kultivierung erfolgte im DMEM Medium.

Derivat der humanen embryonalen Nierenzellen 293 (ACC #305).

Tragt eine Temperatur-sensitive Mutante des SV-40 large T-antigen.

FLT3-ITD Tumorzelllinie. Diese GFP und B220/CD43 positiven Zellen
wurden aus B-Zell ALL erkrankten Mausen aus Experiment 35

gewonnen und in Methylzellulose mit IL7 kultiviert.

2.1.8.1 DNA-analytische Methoden

Gelelektrophorese
Ix TAE

1 x TAE mod
1xTBE

TE

40 mM Tris, 1 mM EDTA, 20 mM Essigsaure
modifizierter TAE Puffer: 40 mM Trisacetat (pH 8,0), 0,1 mM EDTA
89 mM Tris, 89 mM Borsaure, 2 mM EDTA

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

Isolation genomischer DNA aus Organen oder Zellen

Puffer 1

Puffer 2

75 mM NaCL, 25 mM EDTA (pH 8,0)

10 mM Tris/HCL (pH 8,0), 10 mM EDTA (pH 8,0), 10 mM NaCl. Vor
Gebrauch Zugabe von 1% SDS und 200 pg/ml Proteinase K.
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Southern Blot Verfahren
20 x SSC

50 x Denhardt
Denaturierungslosung
Neutralisierungslosung

Hybridisierungspuffer

Waschldsung |
Waschlosung Il
LM-PCR

2 x Waschpuffer

5 x Hybridisierungspuffer

3 M Nacl, 0,3 M Natriumcitrat (pH 7,0)

1% (w/v) Ficoll, 1% (w/v) Polyvinylpyrrolidon, 1 % (w/v) BSA
0,5 M NaOH, 1 M NacCl

1,5 M NacCl, 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, die

vorher per Polytron gespalten wurde
2x SSC

0,1 x SSC, 0,1% SDS

10 mM Tris/HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA, 2 M NacCl

500 mM Tris(pH 7,4), 350 mM MgCl,

2.1.8.2 Proteinbiochemische Methoden

10 x TBS
TBS-Tween
TCA Lysepuffer
10 x Laufpuffer

1 x Laufpuffer
10% APS
Sammelgelpuffer
Trenngelpuffer

Sammelgel (5%ig)

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

1 x TBS, 0,5 % Tween 20

100 mg Trichloracetat in 100 ml 150 mM NaCl-Lésung

2 M Glycin, 250 mM Tris Basee

1:10 Verdiinnung 10 x Laufpuffer, 1% SDS

1g APS in 10 ml ddH,O

500 mM Tris Base, 0,1% SDS (pH 6,8 mit HCI eingestellt)
1,5 M Tris Base, 0,1% SDS (pH 8,8 mit HCI eingestellt)

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

2 x Probenpuffer

3 x Probenpuffer

Transferpuffer
Block-Ldsung
Wasch-Puffer
ECL-Stripping buffer

(pH 6,8)

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

250 mM Tris/HCI (pH 6,8), 4% SDS, 25% Gylcerol

180 mM Tris/HCI (pH 6,8), 6% SDS, 28% Gylcerol, 0,001%

Bromphenolblau

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

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

62,5 mM Tris, 2% (w/v) SDS, 100 mM Beta-Mercaptoethanol

2.1.9 Antikorper und Inhibitoren

2.1.9.1 Western Blot Antikorper

Fur alle in dieser Arbeit gezeigten Western Blot Analysen wurden die in Tabelle 2

angegebenen Antikorper verwendet.

Tabelle 2: Western Blot Antikdrper

Antikdrper Wirtsorganismus | Verdinnung | gelostin Firma
B-Aktin Maus 1:10000 2 % BSA Sigma
Akt Kaninchen 1:1000 5 % MP CST
Cyclin D1 Maus 1:1000 2 % BSA | Calbiochem
FLT3 (8F2) Kaninchen 1:1000 5 % BSA CST
Gapdh Maus 1:2000 5% MP Santa Cruz
HA Ratte 1gG1 1:1000 5% MP Roche
MAPK Kaninchen 1:5000 5% MP Santa Cruz
Phospho-Akt Kaninchen 1:2000 2 % BSA CST
(S473)
Phospho-FLT3 Kaninchen 1:1000 2 % BSA CST
(Y591)
Phospho-MAPK Maus 1:1000 2 % BSA CST
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Phospho-STAT5 Kaninchen 1:2000 2 % BSA CST
(Y694)
STAT5 Maus 1:2000 2 % BSA BD
Die Sekundarantikbrper waren mit Meerrettichperoxidase-konjugiert (Horseradish

peroxidase, HRP) und wurden von Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg) bezogen. Sie
wurden 1:5000 in TTBS mit 5% Milchpulver (w/v) verdinnt.

Tabelle 3: Sekundar-Antikdrper fur die Western Blot Analysen

Antikorper Wirtsorganismus | Verdinnung | geldstin Firma
Anti-mouse-1gG-HRP Ziege 1:5000 2% MP | Santa Cruz
Anti-rabbit-lgG-HRP Ziege 1:5000 2% MP | Santa Cruz
Anti-goat-lgG-HRP Kaninchen 1: 5000 2% MP | Santa Cruz

2.1.9.2 Durchflusszytometrie

Die in Tabelle 4 aufgefiihrten Antikdrper wurden geméaR den Herstellerangaben zur Farbung

von murinen Zellen eingesetzt.

Tabelle 4: Antikdrper anti-Maus

Antikorper Fuorochrom Hersteller Klon Katalognummer
CD43 Biotin + SA- BioLegend 1B11 #121214
APC
B220 PE BioLegend RA3-6B2 #103208
IgM Biotin + SA- BioLegend RMM1 #406504
APC
Sekundéarantikorper
Strepavidin (SA) APC BioLegend - #405207

48



Material und Methoden

2.1.9.3 Inhibitoren

Die in Tabelle 5 dargestellten Inhibitoren wurden fir die Hemmversuche verschiedener
Signalwege in den FLT3-ITD Tumorzellen verwendet. Die Inhibitoren wurden stets in DMSO

laut Herstellerangabe verdinnt.

Tabelle 5: Inhibitoren

Inhibitor Gehemmte Hersteller Eingesetzte
Kinase Konzentration
PKC412 FLT3 Roche 100 mM
u0126 MEK1 und Calbiochem 20 uM
MEK2
Ly294002 PI3K Calbiochem 20 uM
PP2 Src-Kinasen Calbiochem 15 uM

2.1.10 Plasmide

R bezeichnet Plasmide, die im Labor der molekularen Pathologie hergestellt wurden und #

bezeichnet Plasmide, die aus anderen Quellen bezogen wurden.

Retrovirale Konstrukte

#634 pMys-i-GFP, y-retroviraler Vektor, tragt als 3’'LTR das MPSV (Kitamura et al.,
2003)

R1079 pMYs-FLT3/ITD-i-GFP, tragt als 3’'LTR das MPSV

R338 p50-M-X-neo; retroviraler Vektor basierend auf dem MESV mit NeoF; tragt als
3’-LTR das MPSV (Prassolov et al., 2001)

R1379 p50-M-STAT5A DN-neo; retroviraler Vektor basierend auf dem MESV mit

Neo®; tragt als 3-LTR das MPSV, im Rahmen dieser Arbeit wurde (iber die
EcoRI-Schnittstelle die cDNA, die fir DN STAT5A kodiert, in den Vektor R338
ligiert
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R1380 p50-M-STAT5B DN-neo; retroviraler Vektor basierend auf dem MESV mit
Neo®; tragt als 3’-LTR das MPSV, im Rahmen dieser Arbeit wurde Uber die
EcoRI-Schnittstelle die cDNA, die fir DN STAT5B kodiert, in den Vektor R338
ligiert

Helferplasmide flur die Virusproduktion

#522 pEcoenv-I-puro, tragt das Okotrope env-Gen unter der Kontrolle des EFla
Promotors (Morita et al., 2000)

R690 pSV40-gag-pol; tragt die MoMLV gag- und pol-Gene unter der Kontrolle des
SV40 Promotors (Beyer et al., 2002)

2.2 Methoden

Die hier aufgefihrten Methoden wurden mit den im Materialienteil (2.1.) beschriebenen
Substanzen sowie Materialien durchgefuhrt. Die Hersteller der verschiedenen Komponenten
sind dem Materialteil (2.1.) zu entnehmen.

2.2.1 Zellbiologische Methoden

Die Kultivierung der in dieser Arbeit benutzten Zellen erfolgte in Standard-Brutschréanken bei
37°C und 95% H,0O-Sattigung. Die Pufferung der Medien erfolgte mit Hydrogencarbonat und
5% CO..

2.2.1.1 Kultivierung von Zelllinien

Die adharenten Phoenix-gp-Zellen wurden in beschichteten Gewebezellplatten in DMEM-
Medium subkonfluent gehalten. Gleiches gilt fiir die 293T-Zellen, welche jedoch in gréRerem
Mal3stab in Kulturflachen gehalten wurden. Mediumwechsel und Subkultivierung der Zellen
erfolgte im 2-2-3-Tage-Rhythmus. Die FLT3-ITD Tumorzellen wurden in Methylzellulose mit
murinem IL7 gehalten. Der Mediumwechsel erfolgte alle 7 Tage, dabei wurden die Zellen mit
1 x PBS aus der Kulturschale geltst und auf 15 ml in einem 15 ml Réhrchen aufgefillt und 5
min bei 1200 rpm abzentrifugiert. Das Zellpelett wurde zum Zahlen in 1 ml 1xPBS
aufgenommen. 1 x 10% FLT3-ITD Zellen wurden pro ml Methylzellulose eingesat. Primare

murine Zellen wurden in IMDM Medium kultiviert.
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2.2.1.2 Gewinnung von Priméarzellen aus murinem Knochenmark

Die Tiere, die zuvor mit FLT3-ITD Zellen retranplantiert und mit Ether narkotisiert wurden,
konnten durch Genickbruch abgetttet werden. Durch Ausspilen des Knochenmarks mittels
einer Spritze gefillt mit IMDM-Medium aus Tibeae und Femurae wurden Tumorzellen
gewonnen. Nach dem Waschen der Zellen (1 x PBS versetzt mit 5% FCS, Zentrifugation 5
min, 1200 rpm, 20°C) wurden diese in Lysepuffer aufgenommen, um durch einen
osmotischen Schock die Erythrozyten zu zerstéren. Nach erneuter Zentrifugation unter den
oben genannten Bedingungen wurde das Zellpelett in IMDM-Medium aufgenommen bis eine
Zellsuspension mit etwa 3x10° Zellen vorlag. Die Tumorzellen wurden fiir die Sortierung

durch das Durchflusszytometer vorbereitet.

2.2.1.3 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Zellen aus der Methylzellulose wurden fir das Einfrieren mit 1 x PBS aus der
Zellkulturschale gelost und anschlieBend 5 min bei 1200 rpm und 20 °C abzentrifugiert. Das
Zellpellett wurde in 1 ml Einfriermedium aufgenommen und anschlieBend in ein
Kryoréhrchen Uberfiihrt. In einem gekihlten Einfriercontainer (Nalgene Cryo 1°C Freezing
Container, Rochester, USA) bei -70°C eingefroren. Nach 24h wurden die Kryordhrchen in
flissigen Stickstoff zur Langzeitkonservierung Uberfihrt. Zum Auftauen wurden die Zellen
aus dem Stickstoff geholt, zligig in einem 37°C warmen Wasserbad aufgetaut und steril in
10 ml IMDM-Medium uberfuihrt. Nach einem Zentrifugationsschritt wurde das Zellpellet in 1x
PBS aufgenommen; die Zellen wurden mit einer Zelldichte von 1 x 10% Zellen in

Methylzellulose supplementiert mit 10 ng/ml IL7 eingesat.

2.2.1.4 Bestimmung der Zellzahl

Die Trypanblaufarbung ermdglicht eine Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen.
Wahrend erstere den Farbstoff nur nach langerer Inkubationszeit aufnehmen, werden tote
Zellen aufgrund der geschadigten Zellmembran innerhalb von kirzester Zeit gefarbt. Zur
Zellzahlung wurde die Zellsuspension 1:1 mit Trypanblauldsung (0,4%ig, Sigma,
Taufkirchen) verdiinnt und nach einminitiger Inkubation der Anteil der lebenden Zellen mit

Hilfe einer Neubauer-Kammer ermittelt.
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2.2.1.5 Herstellung retroviraler Pseudotypen

Zur Herstellung der viralen infektiésen Partikel, die fir die Infektion von Knochenmarkzellen
sowie fur die Infektion von FLT3-ITD Tumorzellen genutzt wurden, wurden die epithelialen
Zellen mit den fir die viralen Proteine kodierenden Plasmiden und dem einzubringenden
Gen kodierenden Plasmid (siehe 2.1.10) transfiziert. Da die viralen Partikel spéater
ausgesuchte Hullproteine auf ihrer Aulienmembran tragen, die im urspringlichen Retrovirus
nicht vorkommen, wird der Begriff Pseudotyp genutzt. Mittels der hier verwendeten
Hullproteine (eco-env) liel3en sich nur murine Zellen infizieren. Mittels der Kalzium-Phosphat-
Methode (Pear et al., 1993) wurden Phoenix-gp Zellen mit den zwei Helferplasmiden, die die
gag-pol Proteine kodieren, und dem entsprechenden retroviralen Vektor transfiziert. Die
Reagenzien zur Durchfilhrung der Methode stammen aus dem Profection Mammalian
Transfection System Calcium Phosphate Kit; das Protokoll der Transfektion wurde 2002 von
Beyer et al. in der Abteilung Molekulare Pathologie etabliert. Vor der Transfektion wurden die
Phoenix-gp Zellen in einer Zelldichte von 5 x 10° Zellen in einer 9 cm Zellkulturschale
ausgesat. Am folgenden Morgen wurde das gebrauchte Medium durch 10 ml frisches DMEM
Medium, welches mit 25 nM Chloroquine versetzt war, ersetzt. In Wasser wurde die Plasmid-
DNA (5 pug retrovirale Plasmid-DNA und 10 pg gag-pol Plasmid DNA sowie 3 ug eco-env
DNA) aufgenommen und mit 62,5 pl CaCl, auf ein Gesamtvolumen 500 pl aufgefullt.
AnschlieRend werden 500 pl Préazipitationspuffer in einem 15 ml Falkon-Réhrchen vorgelegt
und mittels Pasteurpipette wurden Luftblasen produziert, um die Oberflache des Puffers zu
vergrofRern. Das CaCl,-Gemisch wird vorsichtig in den Préazipitationspuffer getropft, wahrend
weiterhin Luftblasen produziert werden. Das entstandene Kalziumphosphat bildet mit der
DNA unslésliche Prazipitate aus, die durch Endozytose von den Zellen aufgenommen
wurden, sobald die Losung auf die Zellen getropft wurden. Nach sechs Stunden wurde das
Medium durch 6 ml DMEM-HEPES Medium ersetzt. Die viralen Partikel wurden nach
Transkription der Plasmide, intrazellularer Translation und Zusammenfinden der viralen
Proteine zusammengesetzt und in das Medium der Zellen abgegeben. Am folgenden Tag
wurde der erste Virusiberstand/Medium mittels einer Spritze abgenommen und filtiert
(Millex-GP Filter 0,22 pm). Fir die anschlieRende Titerbestimmung wurde ein Volumen von
ca. 300 pl abgenommen. Der Uberstand wurde anschlieRend bei -70°C eingefroren. Die
Uberstandabnahme erfolgte alle 12h insgesamt funf Mal, indem immer wieder 6 ml DMEM-

Medium mit HEPES nach Abnahme auf die Zellen gegeben wurde.
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2.2.1.6 Austesten der Virustiter

Zur Bestimmung der Virustiter wurden in einer 24-Loch Zellkulturschale pro Vertiefung
5 x 10* Zellen ausgesdt und mit 1 ml DMEM-Medium benetzt. Zwei verschiedene
Konzentrationen wurden fir jeden abgenommenen Virusuberstand ausgetestet. Da eco-env
Pseudotypen produziert wurden, wurden Sc-1 Zellen fir die Virustitration verwendet.
Nachdem sich die Zellen auf dem Boden der Schale abgesetzt hatten, wurde das alte
Medium mit 500 pl frischen DMEM-Polybrene-Medium ersetzt, wéhrend die abgenommenen
Aliquots der Virustiberstande bei 4°C auftauten. Aus dem Aliquot wurden jeweils 20 ul bzw.
100 ul abgenommen und auf die jeweiligen SC-1 Zellen pipettiert. Nach einer Zentrifugation
von einer Stunde bei 37°C und 700 x g wurden die Zellen wieder zurtick in den Brutschrank
gestellt. Am nachsten Tag wurde das Medium der Zellen gewechselt. Nach insgesamt 3
Tagen der Infektion konnten die Infektionsraten am Durchflusszytometer bestimmt werden.
Um die Zellen fur die Messung vorzubereiten, wurden die SC-1 Zellen gewaschen und in
500 ul 1 x PBS resuspendiert. Wie viele GFP-Transfer-Einheiten ein Milliliter (GTE/mI) des
Virusuberstandes enthielt, lieR sich aus der Menge des eingesetzten Virusiberstandes und

der Anzahl der GFP-exprimierender Zellen errechnen.

2.2.1.7 Analyse der Zellen mittels des Durchflusszytometers

Das Durchflusszytometer (FACS) ist in der Lage Zellen einer Suspension mittels
verschiedener Laser zu vermessen. Hierbei kommt es durch die Zellen zur Streuung eines
Teils des Lichts, welche mittels Detektoren nachgewiesen wird. Die Menge des gestreuten
Lichts korreliert mit der GroRe der Zelle und mit ihrer Komplexitat. Das Vorwartsstreulicht
(FSC = Forward Scatter) ist ein Mal} fur die Beugung des Lichts im flachen Winkel und hangt
vom Volumen der Zelle ab, wahrend das Seitwéartsstreulicht (SSC = Sidewards Scatter) ein
Malf3 fur die Brechung des Lichts im rechten Winkel ist. Diese wird von der Granularitat der
Zelle, der GroflRe und Struktur ihres Zellkerns und der Menge der Vesikel in einer Zelle
beeinflusst. Mit diesen beiden Parametern ist es mdglich hamatopoetische Zellen
voneinander zu unterscheiden. Es konnen auch Fluoreszenzfarbstoffe, die entweder von
Reportergenen wie GFP gebildet werden oder aber mittels Antikérpern, die an die Zellen
gebunden sind, detektiert werden. Es muss eine automatische Kompensation stattfinden
sobald mehrere Fluoreszenzfarbstoffe gleichzeitig gemessen werden. Die Kompensation

beriicksichtigt dabei die Uberlappung von emissionsspektren der Fluorochrome und
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eliminiert diese aus den angezeigten Analysen. Das Messvolumen betrug bei den
verschiedenen Analysen 500 pl.

2.2.1.8 Infektion von FLT3-ITD Tumorzellen

Um die FLT3-ITD Tumorzellen mit den retroviralen Vektoren, die die cDNA fir die DN
STAT5-Mutanten kodiert, zu infizieren, wurden die Zellen zuerst in Methylzellulose mit 10
ng/ml IL7 angezogen, um eine grof3ere Menge an Zellen fur die Infektion zur Verfugung zu
haben. Die Zellen wurden nach 7 Tagen aus der Mehtylzellulose gelost und in einem
Gemisch aus IMDM Medium und Uberstand, der die infektiosen Partikel mit den DN STAT5
Mutanten beinhaltete, in einer Zelldichte von 5x10° Zellen/ ml aufgenommen. Dem Medium
wurden 1 pl pro ml Polybrene zugesetzt und die Zellen wurden in einer 6-Loch
Zellkulturplatte ausgesét. Die Zellkulturplatten wurden anschlieRend 30 min bei RT und 1200
rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen wieder im Zellkulturschrank kultiviert. Am
darauf folgenden Tag wurden die Zellen ein zweites Mal infiziert. AnschlieBend nach 24h der
Ruhephase wurde dem Medium 1 mg/ml G418 bzw. Neomyzin hinzugesetzt, um die
infizierten Zellen von den uninfizierten Zellen unterscheiden zu kdnnen. Als Kontrolle wurden
Zellen mit dem Antibiotikum behandelt, die nicht infiziert wurden und folglich nicht G418
positiv waren. Nach dem Tod der Kontrollzellen wurden die G418 positiven FLT3-ITD
Tumorzellen wieder in Methylzellulose ausgesat, die mit 1 mg/ml G418 und 10 ng/ml IL7
versetzt war. Nach sieben Tagen der Haltung in der Methylzellulose konnten die gebildeten

Kolonien und lebenden Zellen gezahlt werden.

2.2.2 Mausversuche

Alle Tierversuche erfolgten gemafl der Bestimmungen zu gentechnologischen Arbeiten an
Tieren in der Tierhaltung des Heinrich-Pette-Instituts und wurden nach den Richtlinien des
Tierschutzgesetz  Fassung vom 18. Mai 2006 (BGBI.IS.1207) mit der

Tierversuchsgenehmigungsnummer FI87/04 durchgefiihrt.
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2.2.2.1 Retransplantation von FLT3-ITD Tumorzellen

Vor der Transplantation der FLT3-ITD Tumorzellen wurden die die 8 bis 12 Wochen alten
C57BL/6 Empfangertiere subletal bestrahlt. Die Dosis von 4,5 Gy erfolgte mit einer offenen
Casium- 137 Strahlenquelle des Heinrich-Pette-Instituts. Die FLT3-ITD Tumorzellen wurden
derweil aus dem Stickstoff geholt und aufgetaut (siehe 2.2.1.3.) die Zellen wurden gezahlt. In
einem Volumen von 200 pl IMDM Medium ohne Zusatze wurden 5x10° Zellen eingesat. Je
200 pl Zellsuspension wurden pro Empfangermaus in die Schwanzvene injiziert. Den

Mausen wurde Uber einen Zeitraum von 3 Wochen das Antibiotikum Baytril® verabreicht.

2.2.2.2 Analyse erkrankter Tiere

Als erstes erfolgte die Analyse der Blutparameter, indem die Leukozytenzahl und der
Hamatokrit bestimmt wurden. Zur Bestimmung der Leukozytenzahl musste vorerst eine
Eliminierung der Erythrozyten im Blut durch Zugabe von 3%iger Essigsaure erfolgen. Dazu
wurden 3 ul Blut mit 57 pl der Essigsaure vermischt und die Leukozyten in der Neubauer-
Kammer gezahlt. Zur Bestimmung des Hamatokrits wurden etwa 60 ml Blut in einer
Hamatokrit-Kapillare aufgezogen und durch Zentrifugation wurden Serum und feste
Bestandteile des Blutes voneinander getrennt und der Hamatokritwert anhand einer
Schablone abgelesen. Um die verschiedenen Zellen und deren Vorkommen im Blut der
Mause bestimmen zu koénnen, wurde ein Blutausstrich angefertigt, der nach einer
Trocknungsphase von mindestens 24h mit einer Pappenheimfarbung mit May-Griinwald und
Giemsa-Farbeldésungen gemal Herstellerangaben gefarbt wurden. Bevor an dem Mikroskop
ausgewertet werden konnte, wurde ein Deckglaschen mittels Eukitt® auf dem Objekttrager

befestigt.
Analyse der Organe

Fur die Analyse der Organe wurde das vorher per Genickbruch getttete Tier in Riickenlage
fixiert. Nach einem Hautschnitt in der Mittellinie, wurde die Haut abprapariert, um auch die
Lymphknoten der Achselh6hlen, des Lendenbereichs und an den Speicheldriisen auf
eventuelle krankhafte Veranderungen hin zu untersuchen. Das Tier wurde anschlielend
entlang der Mittellinie erdffnet, so dass die inneren Organe des Bauchraumes wie Milz,
Leber, Nieren, Magen, Darm, assoziierte Lymphknoten, Harnblase sowie die
Geschlechtsorgane analysiert werden konnten. Um Lymphknoten des Thymus, Herz und

Lunge betrachten zu koénnen wurde mit Schnitten links und rechts des Brustbeins die
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Brusthohle gedffnet. War ein Organ krankhaft verdndert, wurde das Organ heraus préapariert
und weiter verarbeitet. Es wurden Teile von Organen oder Zellen von Knochenmark und Milz
in einem Kryoréhrchen eingefroren und fir weitere Versuche z.B. Gewinnung von

genomischer DNA und anschlieBender Southern Blot Analyse eingesetzt.

Auch fur die Histologie wurden Teile von Organen entnommen und in FA oder im Fall von
Sternum in CalFix konserviert und bei 4°C aufbewahrt bevor die Praparate hergestellt und
freundlicherweise mit Hilfe von Herrn Dr. Lohler im Heinrich-Pette-Institut beurteilt wurden.

Vorbereitung von Knochenmark und Milz von FLT3-ITD Mausen am
Durchflusszytometer

Wie zuvor beschrieben, kann ein FACS-Gerat nur Zellen in Suspension durchmessen.
Deshalb wurde ein Teil der Milz zu einer Einzelzellsuspension verarbeitet. Hierzu wurde das
Organ mit Hilfe eines Spritzenstemples durch ein Drahtsieb mit einer Maschenweite von 160
pm gedrickt und dabei in IMDM Medium resuspendiert. Das Knochenmark wurde wie zuvor
beschrieben ausgespult und befand sich folglich schon in einer Zellsuspension. Bevor beide
Zellsuspensionen im FACS untersucht werden konnten, mussten Erythrozyten entfernt und
die Zellen mittels Antikorper fir verschiedene zu analysierende Oberflachenmarker geféarbt

werden.
2.2.3 Allgemeine molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Klonierung der DN STAT5 Mutanten

Die zwei dominant negativen Mutanten wurden bereits von Herrn Johann Meyer mittels einer
Mutagenese PCR in der Abteilung der Molekularen Pathologie generiert. Fir das
Umklonieren mussten die beiden cDNA-Konstrukte aus einem Vektor mittels des
Restriktionsenzyms EcoRI herausgeschnitten werden und in den Vektor R338, der eine
Neomyzin Resistenz trug, ligiert werden. Zuvor wurde der Vektor R338 auch mit dem Enzym
EcoRI behandelt und mittels einer Cip-Reaktion mit der alkalischen Phosphatase (Roche,
Mannheim) vor der Religation geschiitzt. Fur die Ligation der cDNA der DN STAT5 Mutanten
in den R338 Vektor wurde die T4-Ligase von Fermentas (St. Leon-Roth) genutzt. Mit den
fertigen ligierten Konstrukten wurden Bakterien des E.coli Stammes XL1-gold transformiert
und die Plasmid-DNA isoliert. Durch eine Testspaltung der Plasmid-DNA mit EcoRI (NEB,
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Schwalbach) konnte tberprift werden, ob der analysierte Klon das Insert trégt. Mittels einer
Restriktion mit Scal (Fermentas, St. Leon Roth) konnte die Orientierung der DN STATS5
Mutanten im Vektor tberprift werden und somit sicher gestellt werden, dass das integrierte
Gen im Offenen Leserahmen liegt (ORF = open reading frame), sodass es zur Transkription
des Gens kommt.

2.2.3.2 Agarosegelelektrophorese / Gelextraktion

Uber die Agarosegelelektrophorese kénnen DNA-Fragmente der GroRe nach in einem
elektrischen Feld aufgetrennt werden. Kleine Fragmente durchlaufen die Agarosegelmatrix
schneller als groRe Fragmente. FlUr ein Agarosegel wurde Agarose mit Puffer in einem
Erlenmeyerkolben vermischt und in der Mikrowelle aufgekocht bis keine Agarosebrocken
mehr erkennbar waren. Durch das Zugeben von 2,5 ul der Stocklésung (0,5ug/ul) des an die
DNA-bindende Ehtidiumbromids zu der aufgekochten Agaroselésung von 45 ml, kann die
DNA spater unter UV-Licht sichtbar gemacht werden. Fir die Auftrennung grof3er Fragmente
wurde TAE Puffer und eine geringe Agarosemenge (0,8% (w/v)) eingesetzt, fir besonders
kleine Fragmente wurden hoherprozentige Agarosegele (1,5 bis 2%(w/v)) mit TBE Puffer
gegossen. Die DNA wurde gemischt mit Ladepuffer in die Taschen pipettiert und bei 120 V
so lange laufen gelassen, bis eine optimale Auftrennung des Markers und der Fragmente
erreicht wurde. Mittels einem Standardmarker bekannter Grolle kann die Grof3e der
aufgetrennten Fragmente bestimmt werden Das Aufreinigen von DNA-Fragmenten aus
Agarosegelen erfolgte mit Hilfe eines Gelextraktionskits. Fir die Extraktion von DNA-
Fragmenten, die fUr eine Ligation genutzt werden sollten, wurden die unter UV-Bestrahlung
aus dem Agarosegel geschnittenen DNA-Banden auf eine Ultrafree-DA Centrifugal Filter Unit
von Millipore (Millipore, Schwalbach) gegeben und 10 min bei 9.300 x g zentrifugiert. Der
Filter bindet die Agarose, wahrend die aufgereinigte DNA diesen passiert.

2.2.3.3 Bakterienkulturen

Die Bakterienkulturen wurden grundsatzlich in LB-Medium gehalten. Zum Erhalt von
Bakterienkolonien auf Nahragarplatten wurde das Medium mit 1,5% Agar (Difco-
Laboratories, Hamburg) versetzt und in Petrischalen gegossen. Die Anzucht in
Flissigkulturen erfolgte in einem Schittelinkubator bei 37°C und 140 rpm (Multitron Il, Infors
AG, Bottmingen, CH) sowie auf den Agarplatten in einem Brutschrank fur 16 bis 20 h, wobei

mittels Ampicillin (Sigma, Taufkirchen) in einer Endkonzentration von 50 pg/ml selektioniert
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wurde. Bei einer erforderlichen Lagerung der Bakterienkulturen in Flissigkultur Gber lange
Zeit wurde ein Glycerolstock mit einer Endkonzentration von 15% Glycerin angesetzt. Hierfr
wurden 828 ul der Bakteriensuspension mit 172 pl Glycerin (87%) versetzt und bei -70°C
gelagert.

2.2.4 Nukleinsaure-analytische Methoden

2.2.4.1 Standard Methoden

Fur die Praparation der Plasmid DNA aus E.coli XL10GOLD im Mini — Midi oder
Maximalstab wurde das Qiagen Plasmid Préparationskit genutzt.

2.2.4.2 Quantifizierung von Nukleinsauren

Die Quantifizierung von isolierter DNA und RNA ist spektralphotometrisch méglich, da die
aromatischen Reste der Basen eines jeden Nukleotids zu einer Verdnderung des
Absorptionsverhaltens bei 260 nm fiihren. Aus den Extinktionswerten bei 260 nm konnten,
ausgehend vom Lambert-Beerschen-Gesetz und unter Beriicksichtigung der spezifischen
Absorptionskonstanten (1 ODygonm = 50 pg/mL  dsDNA  bzw. 40 ug/mL RNA), die
Nukleinsdurekonzentrationen berechnet werden. Wird gleichzeitig die Extinktion bei 280 nm
(dem Absorptionsmaximum von Genen) gemessen, so kann aus dem Verhaltnis der
optischen Dichten (OD) 260 nm zu 280 nm (ODaye2g0) die Reinheit der Nukleinsdure
bestimmt werden. Kontaminationsfreie Nukleinsauren weisen einen Quotienten der ODgg/280
zwischen 1,8 und 2,0 auf. Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurde eine

1:100-Verdinnung der isolierten DNA hergestellt und deren Absorptionen bestimmt.

2.2.4.3 Isolierung von Gesamt-RNA

DEPC-H,0O 0,1% Diethylpyrocarbonat in dH,O, 12 h 37°C,

anschlieRend autoklaviert

Zur Isolierung der Gesamt-RNA aus den Zellsuspensionen wurde das peqGOLD TriFast™
Kit (Peqglab, Erlangen) verwendet, welches auf dem Prinzip Guanidinisothiocyanat/Phenol-
Methode beruht (Chomczynski und Sacchi, 1987). Die Durchfihrung wurde nach Vorgabe

des Herstellers vorgenommen und das Pellet in 20 pl DEPC-H,O gel6st.
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2.2.4.4 cDNA-Erststrang-Synthese

Mit Hilfe der ,Avian Myeloblastosis Virus‘ (AMV) Reversen Transkriptase ist es moglich die
durch das peqGOLD Trifast™ System isolierte, einzelstrangige RNA in cDNA
(complementary DNA) umzuschreiben. Bei diesem Enzym handelt es sich um eine RNA-
abhangige DNA-Polymerase, die zusatzlich DNA-abh&ngige DNA-Polymerase, DNA-
entwindende und RNaseH-Aktivitat besitzt. Als Primer wird ein Oligo(dT);s- Primer
eingesetzt, welcher an den Poly(A)-Schwanz der mRNA bindet und somit unspezifisch die
Synthese eines komplementaren DNA-Stranges zu samtlicher mRNA ermdglicht. Durch die
RNAseH-Aktivitdt der Reversen Transkriptase wird der RNA-Strang der Hybridhelix
abgebaut und durch den komplementéaren DNA-Strang ersetzt (Verma, 1981). Hierflr ist die
DNA-abhangige DNA-Polymerase-Aktivitat des Enzyms von Bedeutung. Die erhaltene cDNA

kann dann mittels PCR amplifiziert werden.

In einer ersten Hybridisierungsreaktion wurden 2-5pug RNA mit 1 yl Oligo(dT).6-Primer
(Pharmacia Biotech, Freiburg) sowie mit 3 ul DEPC-H,O versetzt und 10 min bei 65°C
inkubiert. Anschlie3end erfolgte die Zugabe von 2,5 pl dNTPs (10 mM each, Qiagen, Hilden),
1 U RNAsin (Promega, Mannheim) sowie 20U AMV Reverse Transkriptase (Peglab,
Erlangen) in 1/5 Volumen Puffer und DEPC-H,O. Der Ansatz wurde 1h bei 42°C im

Wasserbad inkubiert.

2.2.4.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fur die Standard-PCR wurde das Tag-PCR Core Kit von der Firma Qiagen verwendet. Fur
die standardisierte quantitative Realtime-PCR wurde das Cybr-Green Realtime PCR Kit der
Firma Roche verwendet. Die genutzten Oligonukleotide sind im Materialienteil 2.1 aufgefiihrt,
die Annealingtemperaturen sowie die Anzahl der Zyklen wurde den Primern bzw. der zu
amplifizierenden DNA angepasst. Da das Protokoll der LM-PCR stark modifiziert wurde, wird

es im Einzelnen erlautert.
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2.2.4.5.1 Ligationsmediierten-PCR (LM-PCR)

Um die Integrationsstellen des Provirus in das Genom von eukaryotischen Zellen bestimmen

zu konnen wurde eine LM-PCR (ligation-mediated-PCR) durchgefuhrt. Das Prinzip beruht

darauf, dass provirale DNA von LTRs flankiert wird, an die Primer binden kénnen um die

multiplen Provirus-flankierenden, genomischen DNA-Sequenzen zu amplifizieren (siehe Abb.

2.1). Diese lassen sich anschlielend direkt sequenzieren. Die ursprungliche ligation-
mediated extension primer tag selection (LM/EPTS) PCR von Schmidt (Schmidt et al., 2001)

wurde fur diese Arbeit in zahlreichen Punkten modifiziert.

Restriktion der DNA
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Abbildung 2.1: Prinzip
der LM-PCR.

Im ersten Schritt wird die
genomische DNA mittels
eines Enzyms verdaut, es
folgt eine Primer-
Extensions-Reaktion.

Durch die Ligation mit
Linkern werden die
kohasiven Enden
aufgefillt, an die wiederum
Primer in einer weiteren
PCR binden kénnen.

In einem ersten Schritt wird die genomische DNA mit Hilfe einer Restriktionsendonuklease,

welche kdhasive Enden produziert, in verschieden grol3e Fragmente zerlegt. AnschlieRend

erfolgt eine Primer-Extensions-Reaktion, bei welcher die DNA-Fragmente zuerst denaturiert

werden und es dann zur Bindung eines spezifischen, biotinylierten Primers an die 3’-Termini
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der LTR-Regionen kommt. Mit Hilfe der Tag-Polymerase erfolgt eine Verlangerung des
Primers in 3’-Richtung, sodass doppelstédngige DNA nur von den Provirus-flankierenden
Bereichen synthetisiert wird. Auf Grund des zuvor durchgefiihrten Restriktionsverdaus sind
die Fragmente alle unterschiedlich lang, zeichnen sich jedoch nach der Primer-Extensions-
Reaktion alle durch glatte Enden aus. Durch die Biotinylierung der doppelstangigen DNA

kann diese an Streptavidin gekoppelte Partikel gebunden werden.

AnschlieRend erfolgt die Ligation der doppelstrangigen DNA mit einem Linker. Dieser ist so
aufgebaut, dass er ein glattes, sowie ein kohasives Ende enthalt. Hierdurch wird
sichergestellt, dass es nur zu einer Ligation der glatten Enden kommen kann. Als Produkt
der Reaktionen entstehen doppelstrangige DNA-Framente verschiedener Lénge, deren
terminale Region jedoch alle identische sind. Der eine Terminus besteht aus der Sequenz
des Linkers, wahrend der andere der Basenabfolge des biotinylierten Primers entspricht. In
einer PCR-Reaktion ist es nun moglich die DNA-Fragmente zu amplifizieren. Hierzu wird
eine sogenannte verschachtelte (nested) PCR durchgefiihrt, welche fir eine erhdhte
Spezifitat der Amplifikation sorgt. In einer ersten PCR werden die Primer so gewahlt, dass
diese an die 5-Region des Linkers (LC 1) und den zentralen Bereich des LTR (LTR II)
binden. Das Produkt dieser ersten PCR wird als Matrize fir eine weitere PCR genutzt, bei
der die Primer weiter innen liegen, das Amplifikat also verkirzt wird. Als Primer fir diese
Reaktion dient zum einen ein Oligonukleotid, welches mit der 3’-Region des Linkers
interagiert (LC Il) und zum anderen ein weiteres Oligonukleotid, welches an den 5’-Bereich
des LTR bindet (LTR III).

Im Anschluss an die zweite PCR werden die Reaktionsprodukte gelelektrophoretisch
aufgetrennt und die Bande aus dem Gel eluiert. Diese kdnnen anschlieBend einer
Sequenzierungsreaktion unterzogen werden, um die unbekannten genomischen Sequenzen,
in die das Provirus integriert hat, mit Hilfe von Datenbanken identifizieren zu kénnen. Zur
Herstellung des synthetischen Linkers wurden jeweils 2 nmol der komplementaren
Oligonukleotide Linker 1 und Linker 2 fir 5 min bei 70°C denaturiert. Anschlie3end wurde
Hybridisierungspuffer (1 x) zugegeben und der Ansatz fir weitere 5 min bei 70°C im
Heizblock inkubiert. Der Heizblock wurde ausgeschaltet, sodass der Ansatz tUber Nacht auf
Raumtemperatur abkihlen konnte. Dabei kommt es zur Ausbildung der Wasserstoffbriicken
zwischen den komplementdren Basen der beiden Linker, sodass dieser als Doppelstrang
vorliegt. In einem ersten Schritt wurde die genomische DNA aus FLT3-ITD Tumorzellen
isoliert. 2 ug genomische DNA wurde in 30 pl-Anséatzen, je einmal mit 5 U Pstl (Fermentas,

St. Leon Roth) und in einem weiteren Ansatz mit 5 U Csp61 (Fermentas, St. Leon Roth) im
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zugehdrigen 10 x Restriktionspuffer Uber Nacht bei 37°C hydrolysiert. Um den Erfolg der
Restriktion zu tberprufen werden 10 pl des Ansatzes elektrophoretisch aufgetrennt. Der Rest
der restringierten, genomischen DNA wurde mit Hilfe einer Phenol-Chloroform-Extraktion
aufgereinigt und die DNA in 10 pl H,O aufgenommen (siehe 2.2.5.1).

Im nachsten Schritt der LM-PCR kommt es zur Anlagerung des biotinylierten Primers an die
LTR-Region und zur Extension des Primers. Hierzu werden 10 pl der verdauten,
genomischen DNA in einem 20 pl-Ansatz mit 0,4 pul dNTPs (je 10 mM, Qiagen, Hilden),
0,25 pM Primer rvLTRI-Biotin, 5 U Taqg-Polymerase und 2 pl 10 x PCR-Puffer versetzt. Um
die Reaktion ablaufen zu lassen wurde 5 min bei 95°C die Denaturierung eingeleitet,
anschliel3end bei 64°C fir 30 min die Hybridisierung und der Schritt der Elongation wurde far
15 min bei 72°C im Thermocycler durchgefihrt. Zur Aufreinigung der DNA wurde das
Millipore Gel Extraction Kit verwendet und gemaf dem Protokoll des Herstellers
durchgefuihrt. Die Elution erfolgte mit 40 ul H,O. 200 pug magnetisierte, Streptavidin-
beschichtete Partikel (Dynabeads®M-280 Streptavidin, Dynal Biotech ASA, Oslo, Norwegen)
wurden je Ansatz zweimal mit 100 pl 2x Waschpuffer gewaschen, indem sie im Puffer geldst,
dann mit Hilfe eines magnetischen ReaktionsgefalZhalters (Boehringer, Mannheim) am
GefalRrand gesammelt und so der Puffer abpipettiert werden konnte. Abschlieend wurden
die Partikel in 5 ul 2x Waschpuffer resuspendiert. Es erfolgte die Zugabe der aufgereinigten
DNA-LO6sung. Die Bindung der biotinyierten DNA an die Partikel erfolgte 5 h bei
Raumtemperatur. Um eine stetige Durchmischung zu gewahrleisten, wurden die
Reaktionsgefalie in einem Hybridisierungsofen (400 HY-E, Bachofen, Reutlingen) in Rotation
gehalten. Anschlie3end erfolgte die Extraktion der biotinylierten Produkte mit Hilfe des
magnetischen Reaktionsgefal3halters. Nachdem sich die Streptavidin-Partikel und die daran
gebundene biotinylierte DNA durch die magnetische Wechselwirkung am Gefal3rand
gesammelt hatten, konnte der Uberstand mit nicht-biotinylierter DNA abgenommen werden.
Nach zwei Waschschritten der Partikel mit je 100 yl H,O wurden diese in 5 uyl H,O
resuspendiert. Als nachstes wurde die DNA mit dem Linker ligiert. 1 pl des Polylinkers wurde
zusammen mit den 5 pl an die Partikel gekoppelte DNA in einem 10 pl-Ansatz mit 2 U T4-
DNA-Ligase (Fermentas, St. Leon Roth) und 1/10 Volumen T4-Ligasepuffer Gber Nacht bei
16°C ligiert. Nachdem die Partikel zur Entfernung von ungebundenem Linker erneut zweimal
mit 100 pl H,O gewaschen und in 10 pl H,O aufgenommen wurden, konnten 2 pl hiervon fir
die PCR verwendet werden. Fir die Reaktion wurde die DNA mit je 25 pmol der Primer LC 1
und rvLTR Il, 5 ug dNTPs sowie 2,5 pyl 10 x Reaktionspuffer und 2,5 U Tag-Polymerase
versetzt und mit H,O auf ein Volumen von 25 pl aufgefillt. Die Amplifikation des Fragments

erfolgte im Thermocycler unter Verwendung des Standard-PCR-Programms. Die
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Elongationszeit wurde jedoch auf 90 sec verlangert. Die Hybridisierungstemperatur betrug
60°C. Fur die nested PCR wurde 1 pl des PCR-Produktes der ersten Reaktion eingesetzt.

Der Ansatz wurde ebenso pipettiert wie zuvor, als Primer dienten jedoch die Oligonukleotide
LC 2 und LTRIl. Die Amplifikation fand unter denselben Bedingungen statt wie zuvor,
allerdings wurde eine Hybridisierungstemperatur von 65°C gewabhlt.

Zur Auftrennung der amplifizierten DNA-Fragmente wurden diese auf ein 1,5%iges
Agarosegel aufgetragen. Zur Herstellung des Gels wurden 1,5g Agarose in 100 ml
modifiziertem  TAE-Puffer  (Millipore, Schwalbach) aufgekocht und mit 4l
Ethidiumbromidldsung versetzt. Die Banden wurden mit Hilfe des Millipore Gel Extraction
Kits aus dem Gel extrahiert. Je nach der Intensitat der DNA-Bande im Agarosegel wurden
0,5 ul bzw. 1 pl der DNA-LGsung fir die Sequenzierungsreaktion mit dem Primer LTR Il
eingesetzt (siehe 2.1.3).

2.2.5 Southern Blot Analyse

2.2.5.1 Isolation genomischer DNA aus Organen oder Zellen

Die genomische DNA wurde aus Zellen oder Organstiicken, die bei -70°C gelagert wurden,
isoliert. Die Organstlicke/Zellpelett wurden im gefrorenen Zustand in einen Glas-
Homogenisator gegeben und nach Zugabe von 500 pl - 1 ml (je nach Gro3e des Stiickes)
des Puffers 1 homaogenisiert. Es folgte die Zugabe eines gleichen Volumens von Puffer 2 und
zur Eliminierung von Proteinen die Zugabe von Proteinase K. Nach dem Durchmischen
erfolgte die Inkubation Uber Nacht bei 37°C im Wasserbad. Zur anschlieRenden
Phenol/Chlorophorm Extraktion wurde die Lésung zweimal mit einem Volumen Phenol
versetzt, gut homogenisiert und jedes Mal 5 min bei 1040 x g (RT) zentrifugiert. Nach der
Uberfuihrung der oberen wassrigen und DNA-haltigen Phase in ein neues Reaktionsgefan
erfolgte eine Extraktion der DNA mit einem Gemisch aus Phenol/Chrophorm/Isoamylalkohol
(25:24:1) (v/vlv). Zum Entfernen der Phenolreste wurde die wassrige Phase nach
Zentrifugation zu den oben genannten Bedingungen mit einem Volumen Chlorophorm
versetzt und gemischt. Zur anschlieBenden Fallung der DNA wurde wiederum die wassrige
Phase der Phenol/Chlorophorm Fallung in ein Glasrohrchen tberfuhrt und mit der Halfte des
Volumens an Isopropanol Zugabe von 1/20 Volumen 5 M NacCl vorsichtig vermischt. Die
kondensierte DNA fiel in FAden aus und konnte mit einem Glashaken, der aus einer
Pasteurpipette geformt wurde, aufgewickelt werden. Die DNA wurde mit dem Haken im
70%igen Ethanol geschwenkt und zum Antrocknen bei RT stehen gelassen. Abhangig von
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der DNA-Menge wurde die DNA in einem Volumen von 100 pl bis 250 ul TE-Puffer geldst.
Uber Nacht wurde die DNA im Wasserbad bei 37°C weiter geldst bevor die Konzentration
am Photometer bestimmt werden konnte. Die Lagerung der DNA erfolgte bei 4°C.

2.2.5.2 Herstellung der radioaktiv markierten Sonde

Die LM-PCR Fragmente, die als Sonden fur die Southern Blot Analyse genutzt wurden,
waren in einen fur die Sequenzierung genutzten Vektor subkloniert. Mittels einer Restriktion
mit dem Enzym BamHI konnten diese Fragmente wieder ausgeschnitten werden und zur
Sondenherstellung mit dem Deca Labeling ® Kit von Fermentas genutzt werden. 5 pl der
herausgeschnittenen und Uber ein Agarosegel aufgereinigten DNA wurde mit 10 pl Deca
Nukleotid Puffer und 21 pl H,O gemischt und 5 min bei 100°C erhitzt. Nach dem Abklhlen
auf Eis wurde 3ul MixC dazugegeben und gemischt, 1 ul Klenowfragment wurde an den
Rand des Reaktionsgefal3es pipettiert. Nach dem Transport auf Eis in das Isotopenlabor,
wurde 5 pl (=1,85 Mbq) des [aP32] dCTP dazugegeben, gemischt und fiir 30 min auf 37°C
erhitzt. Um die radioaktiv markierten von nicht radioaktiv markierten DNA-Fragmenten zu
trennen, wurde die Suspension auf eine Sephacryl-Sdule gegeben (Mobi Spon S300,
MoBiTec, Gottingen) und zentrifugiert (2 min, 800 x g). Die durchflossene Sonde wurde
mittels des Szintillators gemessen und bis zum Einsatz im Kuhlschrank bei 4°C aufbewahrt.
Unmittelbar vor der Zugabe zu der Membran wurde die Sonde 5 min auf 95°C erhitzt.

2.2.5.3 Herstellung des Blots

Vorerst musste die genomische DNA der verschiedenen Proben mittels Restriktionsenzymen
verdaut und auf ein 0,8%iges Agarosegel (TAE-Puffer) aufgetragen werden. Mittels
Gelelektrophorese wurden die Fragmente der Grof3e nach aufgetrennt. Dies geschah 30 min
bei 120V, um die DNA in das Gel laufen zu lassen und tUber Nacht bei 25V. Am nachsten
Tag wurde das Gel fotografiert und zurechtgeschnitten. Fir die Denaturierung wurde das Gel
erst 30 min in Losung | und anschlieend nach kurzem Schwenken in destilliertem Wasser
30 min in Lésung Il geschwenkt. Der Blot wurde auf einer Glasplatte zusammengebaut, die
auf einer Plastikwanne stand. In der Wanne befand sich 10 x SSC Ldsung, die durch ein
Whatmanpapier mit der Glasplatte und so auch mit dem Blot verbunden war. Auf das
Whatmanpaier kam ein Whatmanpapier auf GréRe des Gels zurechtgeschnitten, das Gel,
dariiber die Membran und wieder ein Whatmanpapier. Damit die DNA an die Membran

bindet, wurde alles mit 2 Stapeln Tuchern, einer Glasplatte und einem Gefald mit 200 ml
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Flissigkeit beschwert. Am darauf folgenden Tag wurde der Blot abgebaut und die Membran
je 30 sek in Losung | und dann in Losung Il geschwenkt. Die Membran wurde mit der DNA-
Seite nach oben auf Tlcher gelegt und im Isotopenlabor fir 2h bei 80°C gebacken. Danach
wurde die Membran in eine Glasrohre mit 10 ml Hybridisierungspuffer gesteckt und fir 1h
vorhybridisiert bevor die Sonde dazu gegeben wurde. Uber Nacht bei 55°C erfolgte die
Hybridisierung bei standiger Rotation im Hybridisierungsofen. AnschlieRend wurde die
Membran kurz mit 2 x SSC Ubergossen und anschlieRend in einer Plastikschale im
Wasserbad bei 68°C mit der Waschlosung | gewaschen. Die Membran wurde zum
Antrocknen auf Tucher gelegt und anschlieBend in Frischhaltefolie eingepackt. In der
Dunkelkammer erfolgte das Auflegen eines Roéntgenfilmes, der je nach Signalstarke bei
-70°C in der Filmkassette exponiert wurde. Die Filmentwicklung erfolgte in der
Dunkelkammer des Heinrich-Pette-Instituts mit dem Classic E.O.S. Filmentwickler (AGFA,
Kdln).

2.2.6 Proteinbiochemische Methoden — Western Blot Analyse

2.2.6.1 Herstellung der Proteinproben

Die zu untersuchenden Zellen wurden vor der Lyse mit TCA 2 mal mit 1 x PBS Lésung
gewaschen und 5 min bei 1200 rpm abzentrifugiert. Das Zellpelett (ca. 1x10° Zellen) wurde
im frisch angesetzten TCA-Lysepuffer resuspendiert und fur 10 min auf Eis inkubiert. Die
lysierten Zellen wurden 5 min bei 16000 x g bei RT abzentrifugiert und der Uberstand
entfernt. Das Pelett wurde in 100 ul 2 x Probenpuffer aufgenommen, gevortext und fiir 5 min
auf Eis inkubiert. Die Lyse des Peletts im Puffer wurde durch Sonifizierung bei 4°C
durchgefiihrt. Um die Proteinkonzentration zu bestimmen, erfolgte eine Absorptionsmessung
bei 620 nm. Dazu wurden die Lysate 1:5 in 2x Probenpuffer verdiinnt und anschlieend mit
dem BioRad DC-Protein Assay nach Angaben des Herstellers aufgearbeitet. Die
Konzentration konnte durch das Mitflihren einer BSA-Eichreihe (von 0 bis 2,5 pg/ul)
berechnet werden. Die BSA-Eichreihe wurde auch im 2fach Probenpuffer verdinnt, um die

Werte vergleichen zu kénnen.

2.2.6.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteine der zu analysierenden Proben wurden mit Hilfe der SDS-PAGE ihrer Grolie

nach aufgetrennt. Tenn-und Sammelgel wurden, wie im Kapitel 2.1. beschrieben, gegossen.
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Zuvor wurden 20 pg Protein mit einem 3x Probenpuffer vermischt, der aus einer 1:3
Mischung von 1M DTT und 3 x Probenpuffer, bestand. Die Suspension wurde 5 min auf
98°C erhitzt. Auf dem Gel wurde ein definierter GrofRenstandard von Fermentas mitgefuhrt
(SM#1816). Die Gelelektrophorese erfolgte bei 120V bis der GréfRenstandard vollstandig

aufgetrennt war.

2.2.6.3 Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran und immunologische
Detektion

Durch den Transfer der Proteine auf eine Membran kénnen mittels der Western Blot Analyse
zu untersuchende Proteine durch Zugabe von spezifischen Antikorpern sichtbar gemacht
werden. Um die Proteine auf eine zuvor mit Methanol aktivierte und im Transferpuffer
aquilibierte PVDF-Membran (Immobilon P, Millipore) zu Ubertragen, wurde eine Spannung
von 100V in einer NaR-Tankblotkammer von BioRad angelegt. Um freie Bindungsstellen auf
dem Blot zu besetzen, wurde die Membran fir 1h in 5%iger Milchlosung geschwenkt. Es
folgte die Inkubation mit dem Primarantikdrper bei 4°C tber Nacht. Am nachsten Tag wurde
der Primarantikorper abgenommen und die Membran wurde 3 mal 10 min mit TTBS
gewaschen. Der Sekundarantikdrper, der Peroxidase-konjugiert war, wurde 1:5000 in TTBS
verdiinnt und schwenkte 1h bei RT mit der Membran. Danach wurde die Membran 3 mal
10 min mit TTBS gewaschen und bis zur ECL-Reaktion in 1xTBS aufbewahrt..

2.2.6.4 ECL-Reaktion

Mithilfe des Amersham ECL-Detektion Kit ™ (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) wurden die
Proteine auf der Membran mittels spezifischer Antikdrperinteraktion sichtbar gemacht. Fir
Phospho-Proteine wurde meist das Amersham ECL-Detection Kit PLUS™ genutzt, da dieses
ECL in der Detektion sensitiver war. Die Losungen wurden nach Herstellerangaben gemischt
und in der Dunkelkammer auf die Membran pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 2 min
wurde ein Film auf die Membran gelegt und die Proteine wurden durch die ECL Reaktion der
Losung mit dem HRP-konjugierten Sekundarantikbrper sichtbar gemacht. Zur
Weiterverwendung der Membran wurde diese nach der ECI-Reaktion 3 x 5 min mit 1 x TBS
gewaschen und entweder in 1 x TBS im Kihlschrank gelagert, gleich wieder neu blockiert

oder aber es wurden die Antikérper von der Membran entfernt.
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2.2.6.5 Ablésen der Antikérper fir eine erneute Verwendung einer Membran

Beim Ablosen der AntikOrper einer vorher bereits verwendeten Membran werden die
priméren sowie die sekundéren Antikorper von den auf der Membran befindlichen Proteinen
abgeltst. Dazu muss die Membran nach der ECL Reaktion wie vorher beschrieben
gewaschen werden und danach 15 min bei 50°C mit ,ECL Stripping Buffer® im Wasserbad
geschwenkt werden. AnschlieRend wurden durch intensives Waschen mit 1 X TBS alle ECL
Stripping Buffer Rlckstande entfernt. Die Membran kann nach erneutem Waschen mit
1 XTBS in 5% Blockmilch geschwenkt und spater mit dem nachsten Primarantikdrper

inkubiert werden.
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3 Ergebnisse

Die konstitutive Aktivierung des FLT3-Rezeptors durch die Insertion einer internen Tandem
Duplikation fuhrte in dem verwendeten C57BL/6 Mausmodell zu einer aggressiven B-Zell
Leukamie. Es stellte sich die Frage, welche Signalwege durch die konstitutive Aktivierung
angeschaltet wurden und wichtig fir das Aufrechterhalten des leukdmischen Wachstums
sind.

Das erste Ziel der folgenden Analysen war es, herauszufinden, welche Signalwege
stromabwarts von FLT3-ITD in den Tumorzellen aktiviert sind und ob das Uberleben und die
Proliferation der Zellen von allen Signalwegen oder nur von einem Teil der Signalwege
abhangig sind. Bevor die verschiedenen Signalwege analysiert werden konnten, musste eine
groRBere, ergiebige Quelle an Tumorzellen bereit gestellt werden. Um mehrere FLT3-ITD
Tumore zu erhalten stellte sich die Frage, ob die FLT3-ITD Tumore in sekundare C57BL/6

Mause transplantierbar waren.

3.1 Die FLT3-ITD Tumorzellen sind retransplantierbar

Um zu sehen, ob die FLT3-ITD Tumorzellen in der Lage sind, in sekundaren Rezipienten
wieder eine Leukdmie auszuldsen, wurden subletal bestrahlten C57BL/6 M&usen je 5x10°
FLT3-ITD Milzzellen einer vorher an der FLT3-ITD B-Zell-ALL erkrankten Maus
retransplantiert. Nach einer medianen Latenzzeit von 21 Tagen wiesen die sekundaren, mit
FLT3-ITD retransplantierten Rezipienten einen leuk&mischen Phénotyp auf. Die M&ause
wurden abgetétet und die Knochenmarkzellen, die von drei Mausen gemischt wurden,

wurden am Durchflusszytometer untersucht.
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Abbildung 3.1: FACS Analyse der Knochenmarkzellen aus retransplantierten FLT3-ITD Mausen.
Die Knochenmarkzellen von drei FLT3-ITD retransplantierten M&ausen wurden gemischt und
anschlieBend auf die Marker GFP, B220 und CD43 untersucht. Der schwarze Pfeil kennzeichnet, dass
im Weiteren nur die GFP/FLT3-ITD positiven Zellen auf die Marker CD43 und B220 untersucht
wurden. Die GFP und CD43/B200 positive Zellen wurden fur spatere Analysen sortiert.
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Anhand der Abbildung 3.1 ist zu erkennen, dass die Mause einen hohen Anteil von ca. 87%
an GFP positiven Zellen im Knochenmark aufwiesen. Bei der GFP positiven Population
handelte es sich um ca. 85% CD43/B220 doppelt positive Zellen. Somit zeigten die
retransplantierten Mause einen FLT3-ITD Tumor, der genau wie der Prim&rtumor eine
vergrofRerte B220/CD43 positive Population aufwies. Anhand der Expression dieser
Oberflachenmarker war ersichtlich, dass die Tumorzellen frihe B-Zellen sind, die in ihrer

Differe zierung zwischen dem Pro- und Pra-B Zellstadium blockiert sind.

Es war den FLT3-ITD Tumorzellen in kurzer Zeit moglich wieder eine Leukéamie in einem
sekundaren Empfangertier auszulésen, was fur eine aggressive Form der Leukamie spricht.
Die isolierten Knochenmarkzellen aus dem beschriebenen Retransplantationsversuch, die
vorher aus drei M&usen vereinigt wurden, wurden auf den Marker GFP sortiert und fur die

Kultivierungsversuche eingesetzt.

Um in weiteren Versuchen FLT3-ITD Tumorzellen mit wt Pro-B Zellen vergleichen zu
konnen, wurden funf C57BL/6 Mausen das Knochenmark entnommen, die isolierten
Knochenmarkzellen vereinigt und per FACS Analyse auf die Oberflachenmarker B220, CD43
und IgM untersucht
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Abbildung 3.2: Sortieren von Pro-B Zellen aus C57BL/6 Knochenmarkzellen. Fur diese Analyse
wurde funf C57BL/6 wt Mausen das Knochenmark enthommen, die verschiedenen
Knochenmarkzellen gemischt und anschlieRend auf die Oberflachenmarker IgM, B220 und CD43
untersucht. Die IgM negativen (mittlere Abbildung) aber fir B220/CD43 doppelt positiven (rechte
Abbildung) Pro-B Zellen wurden sortiert und fur weitere Versuche (RT-PCR und Western Blot
Analyse) als Kontrollzellen genutzt. SSC-side scatter FSC- forward scatter.

Aus allen Knochenmarkzellen wurden zuerst die fir den Oberflachenmarker IgM negativen
Zellen als Ausgangspunkt fur das Sortieren der Pro B-Zellen ausgewahilt, da die Pro-B-Zellen

fur den in der B-Zell Differenzierung spaten Marker negativ sind. Als Pro-B Zellen lie3en sich
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eindeutig B220 und CD43 doppelt positive Zellen und zugleich fir den Oberflachenmarker
IgM negative Zellen im FACS-Sorter erkennen (siehe Abb.3.2). Diese Zellen wurden sortiert
und fur weitere Analysen wie Western Blot oder RT-PCR verwendet.

3.2 Analyse der fir die FLT3-ITD Tumorzellen wichtigen Signalwege

Welche Signalwege sind wichtig fur die FLT3-ITD Tumorzellen, die in der Lage sind sich
selbst zu erneuern sowie unkontrolliert zu proliferieren? Wie in der Einleitung (siehe 1.5)
beschrieben, sind in den Leuk&miezellen wahrscheinlich Signalwege dysreguliert, die fir die
Proliferation  (Ras/MAPK  Signalweg), Apoptose (PIBK/AKT Signalweg), sowie
Differenzierung (STAT-Signalweg) der Zellen eine entscheidende Rolle spielen.

Um verschiedene stromabwarts von FLT3-ITD gelegene Signalwege zu untersuchen,
wurden Western Blot Analysen durchgefiihrt. Analysen anderer Arbeitsgruppen (Serve et.
al.) von lymphoiden 32D-Zellen, die den wt FLT3 Rezeptor exprimierten und dann mit dem
FLT3 Liganden stimuliert wurden, zeigten, dass infolgedessen die FLT3 Rezeptor
Tyrosinkinase aktiviert und somit auch phosphoryliert wurde, dass die RAS/MAPK
Signalkaskade sowie der PI3K/AKT Signalweg aktiviert wurde. Die stromabwarts liegenden
Effektoren der oben genannten Signalwege wie die MAPK (Ras/MAPK Signalweg) oder aber
AKT (PI3K/AKT Signalweg) wurden im Zuge der FLT3 Aktivierung phosphoryliert. Durch das
Einbringen einer FLT3-ITD Mutation in diese Zellen wurde zusatzlich zur Aktivierung der
oben genannten Signalwege auch eine Phosphorylierung von STAT5 festgestellt, die bei der
Aktivierung des wt FLT3 Rezeptors nicht so stark auftrat. Bisher ist nicht bekannt, ob die
Aktivierung von STAT5S direkt durch FLT3 erfolgt oder aber durch ein noch unbekanntes
Effektormolekadl.

Die entscheidende Frage war, ob in den FLT3-ITD Tumorzellen aus den C57BL/6 Mausen
auch eine Aktivierung dieser Signhalwege stattfand und ob diese Signale vergleichbar mit
denen von C57BL/6 sortierten Pro-B Zellen (siehe 3.1), in dessen Differenzierungsstadium
sich die Tumorzellen befanden, sind. Fur diese Analyse dienten FLT3-ITD
Knochenmarkzellen, aus retransplantierten Mausen, die auf den Marker GFP sortiert wurden
(siehe 3.1). Das Gesamtprotein der FLT3-ITD / GFP positiven Zellen wurde mittels TCA-Lyse
isoliert und als Kontrolle fir den Western Blot dienten C57BL/6 Wildtyp Pro B-Zellen (positiv
fur die Oberflachenmarker CD43 und B220 und negativ fur IgM), die zuvor isoliert wurden
(siehe Abb. 3.2)
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Abbildung 3.3: Western Blot Analyse zur
Signaltransduktion von FLT3-ITD.

Analysiert wurden FLT3-ITD Tumorzellen
und sortierte Pro B-Zellen (B220 und CD43
positiv, IgM negativ). Die Detektion von
verschiedenen Signalproteinen zeigt die
Aktivierung des FLT3-Rezeptors, der MAPK
von AKT, sowie von STAT5 der B-ALL
Tumorzellen im Gegensatz zu den
B220/CD43 positiven Kontrollzellen. Die
Ladekontrolle GAPDH zeigt, dass gleiche
Mengen Protein aufgetragen wurden.

Anhand der Western Blot Analyse (Abb. 3.3) ist zu erkennen, dass in den sortierten Pro B-

Zellen FLT3 kaum bzw. nicht detektierbar exprimiert wurde im Gegensatz zu den FLT3-ITD

Tumorzellen, die eine starke Phosphorylierung und somit eine durch die interne Tandem

Duplikation konstitutive Aktivierung der Rezeptor-Tyrosinkinase aufwiesen.

STAT5 war in den Pro B-Zellen auf der Proteinebene detektierbar, jedoch kaum durch

Phosphorylierung aktiviert, was gleichermaRRen fur die MAPK gilt. Die Aktivierung von STAT5

durch die Phosphorylierung des Tyrosinrestes 694 wurde bei den FLT3-ITD exprimierenden

Zellen festgestellt, was jedoch nicht auf die sortierten Pro B-Zellen zutraf. Im Hinblick auf
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AKT st festzustellen, dass das Protein in Pro B-Zellen durch Phosphorylierung aktiviert
wurde, jedoch nicht deutlich geringer als in den FLT3-ITD Tumorzellen. Der Ladekontrolle
GAPDH ist zu entnehmen dass hier gleiche Mengen Protein aufgetragen wurden.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass der Ras/MAPK Signalweg sowie der PI3K/AKT
Signalweg in den FLT3-ITD Tumorzellen konstitutiv aktiv war, was durch die jeweilige
Phosphorylierung von der MAPK und AKT in der Western Blot Annalyse nachgewiesen
werden konnte. Weiterhin wurde gezeigt, dass FLT3 durch die Phosphorylierung konstitutiv
aktiv war und dass STATS in einer aktiven, phosphorylierten Form vorlag.

3.3 FLT3-ITD Tumorzellen lieBen sich in  Methylzellulose
supplementiert mit murinem IL7 aber nicht in Flassigkultur
kultivieren

Um weitere Versuche zur Proliferation und Apoptose der Tumorzellen, die mit verschiedenen
Inhibitoren behandelt werden sollten, durchzufiihren, musste eine Methode aul3erhalb der
Retransplantation in C57BL/6 Mause entwickelt werden, um die Tumorzellen in vitro in Kultur
zu halten. Bei der Methylzellulose handelt es sich um ein semiliquides Medium, welches den
Zellen erlaubt sich an einer Stelle im Medium aufzuhalten. Die Methylzellulose enthélt nach
Angabe des Herstellers StemCellTechnologies® FCS, BSA, Glutamin sowie Beta-
Mercaptoethanol, jedoch keine Zytokine. Durch die Proliferation der Zellen kénnen nach
sieben Tagen der Kultivierung Zellkolonien gezahlt werden. Von den GFP positiven FLT3-
ITD Zellen (siehe 3.2) wurden 3x10° Zellen in jeweils 3 ml Methylzellulose mit 10 ng/ml mIL7
eingesat. Nach einer Woche wurde Uberprift, ob es den Tumorzellen moglich war Kolonien
auszubilden. Als Kolonien wurde eine Anhaufung von Uber 100 Zellen definiert, zudem

wurde die Lebendzellzahl durch die Trypanblaufarbung bestimmt.

Tabelle 6: Anzahl von Kolonien und lebenden Zellen von FLT3-ITD Tumorzellen, die in
Methylzellulose supplementiert mit IL7 kultiviert wurden.

Versuch 1 Versuch 2
Ansatze 1 2 3 4 5 6
Anzahl der
Kolonien / 103
Zellen 289 234 286 259 262 252
Anzahl der
lebenden . . . ] ] ]
Zellen/ 10° | 1,1x10 2,8x10 0,9x10 2,2x10 1,8x10 2x10
Zellen
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Anhand der Tabelle 6 ist zu erkennen, dass die FLT3-ITD Tumorzellen in der Lage waren in
Methylzellulose mit IL7 zu proliferieren. Die Anzahl der Kolonien schwankte um +/- 21
Kolonien und die Zellzahl um +/- 7x10° Zellen. Die Schwankungen der Gesamtzellzahl
ergeben sich wahrscheinlich durch die unterschiedliche GréR3e der Kolonien, die gezahlt
wurden. So kdnnen im Ansatz drei 286 Kolonien gezahlt worden sein, die aber im Verhaltnis

zu Ansatz eins relativ klein waren und somit eine niedrigere Zellzahl ergaben.

Eine Frage, die sich fiur die weiteren Versuche stellte, war ob es den FLT3-ITD Zellen, die
den IL7R auf ihrer Zelloberflache exprimierten, auch moglich war in Methylzellulose ohne IL7
zu wachsen und somit Faktor-unabhangig proliferieren zu kénnen. Dafur wurden wiederum
3x10° Zellen pro 3 ml Methylzellulose (diesmal ohne IL7) ausplattiert. Als Kontrolle wurden

drei Ansatze mit mIL7 ausgesét, um eine Positivkontrolle fur die Proliferation mitzufiihren.

Tabelle 7: Zahlen von Kolonien und Bestimmung der Lebendzellzahl von FLT3-ITD Zellen in
Methylzellulose ohne IL7.

Versuch 1 Versuch 2
Ansatze 1 2 3 2
+/- IL7 + + + -
Anzahl
der
Kolonien / 189 211 184 0 0 0
103 Zellen
Anzahl
der . ]
lebenden 0,9x10 1,3x10 0,9x10° - . B
Zellen /
10° Zellen

Anhand dieser Ergebnisse aus Tabelle 7 ist zu erkennen, dass es den FLT3-ITD
Tumorzellen anscheinend nicht moglich war ohne IL7 zu proliferieren und zu tberleben, da
keine Kolonien sowie keine lebenden Zellen nach einer Woche der Kultivierung vorhanden
waren. Die Tumorzellen, die wie bereits beschrieben, den IL7 Rezeptor exprimieren, sind
offensichtlich abh&ngig von dem Faktor IL7. Der Entzug fuhrte zum Tode der leukamischen

Zellen.

Ist es den FLT3-ITD Tumorzellen auch mdoglich in Flissigkultur zu proliferieren? Dazu
wurden verschiedene Grundmedien wie IMDM oder RPMI1640 mit verschiedenen Zusatzen
wie Glutamin, B-Mercaptoethanol, IL7 und verschiedene fetale Kélberseren in verschiedenen
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Prozentsatzen getestet. Der Grof3teil der Zellen starb allerdings nach 48h Stunden in

Flussigkultur, wie Abb 3.3 zeigt.

Um den Anteil der apoptotischen Zellen bestimmen zu kdnnen, wurden die Zellen mit
Annexin 5 und 7AAD gefarbt. Dabei bindet Annexin 5 spezifisch an Phosphoserinreste, die in
frihen apoptotischen Zellen durch den Verlust der Integritat der Plasmamembran auf die
AulRenseite der Plasmamembrandoppelschicht translozieren (Andree et al., 1990). Durch die
Kopplung von Annexin 5 an das Fluorochrom Phycoerythrin (PE) war es mdoglich, den von
Annexin 5 und Phosphoserinresten gebildeten Komplex via FACS-Analyse nachzuweisen.
Die Zellen wurden zusétzlich mit 7-Aminoactinomycin (7AAD) gefarbt, welches mit der DNA
interkaliert (Crothers und Ratner, 1968) und von toten aber nicht von lebenden Zellen
aufgenommen wird. Dies ist ein weiteres Kriterium um apoptotische Zellen mittels FACS-
Analyse feststellen zu kénnen. Annexin 5 positive zugleich 7AAD negative Zellen befinden
sich in einer frihen Phase der Apoptose, wahrend Zellen, die positiv fur beide Marker sind

sich bereits in einer spaten apoptotischen Phase befinden.

Flussigkultur 48h mit IL7
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Abbildung 3.4: FACS Analyse von FLT3-ITD Zellen, die in Flussigkultur gehalten wurden. Nach
48h in Flussigkultur (IMDM Medium, 20% FCS fir Pro-B Zellen von Stem Cell Technologies, 2%
Glutamin, 1% Pen/Strep, 1% Natriumpyruvat und +/- 10 ng/ml IL7). Die Zellen wurden auf die
apoptotischen Marker Annexin 5 sowie 7AAD untersucht. Uber 80% der FLT3-ITD Tumorzellen waren
nach 48h in Flissigkultur mit oder ohne IL7 positiv fir beide Marker.
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Die FLT3-ITD Tumorzellen wurden fur den Haltungsversuch aus der Methylzellulose gel6st
und in Flissigmedium eingesat. Bereits nach 48h in der Kultur waren tber 80% der Zellen
apoptotisch und fur beide Marker, 7AAD sowie Annexin 5, positiv. Dabei spielte es keine
Rolle, ob in der Flussigkultur das von den FLT3-ITD Tumorzellen benotigte IL7 vorhanden
war oder nicht (siehe Abb. 3.4).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die FLT3-ITD Tumorzellen bisher nur in
Methylzellulose mit Zusatz von Interleukin 7 kultivierbar waren und nicht in Flussigkultur,

weder mit noch ohne Zusatz von IL7.

3.4 Inhibition von verschiedenen Signalwegen in FLT3-ITD
Tumorzellen

Es ist bekannt, dass Leukamiepatienten, die eine FLT3-ITD Mutation besitzen, schlechtere
Uberlebenschancen haben sowie ein hoheres Rickfallrisiko besitzen als Leukamiepatienten,
die keine FLT3-ITD Mutation aufweisen. Da Leukamiepatienten mit einer FLT3-ITD Mutation
eine besonders schlechte Prognose gestellt bekommen, ist es besonders wichtig zu klaren,
ob sich das Tumorwachstum durch die Inhibition verschiedener Signalwege (PI3K/AKT
Signalweg, MAPK Signalweg sowie Phosphorylierung von FLT3 und STATS5) hemmen lasst.
Um dieses zu uberprifen, wurden FLT3-ITD Tumorzellen mit den unten genannten
Inhibitoren behandelt. Zuvor musste jedoch die Spezifitdt der Inhibitoren auf Western Blot

Ebene lberprift werden.

3.4.1 Spezifitat der Inhibitoren

Die Spezifitat der Inhibitoren zu Uberprifen ist von groRer Bedeutung, damit festgestellt
werden kann, dass durch die Inhibition eines Sighalweges die anderen analysierten
Signalwege nicht beeintrachtigt werden. Fir diesen Versuch wurden FLT3-ITD Tumorzellen,
die zuvor sieben Tage in der Methylzellulose kultiviert wurden, in Flissigkultur Gber Nacht
mit den verschiedenen Inhibitoren (PKC4512, U0126, Ly294002) behandelt. AnschlieRend

wurde die Proteinlyse sowie eine Western Blot Analyse durchgefiihrt.
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3.4.1.1Hemmung von FLT3 mittels PKC412 in FLT3-ITD Zellen

Fur die Behandlung der FLT3-ITD Tumorzellen mit dem Inhibitor PKC412 wurden FLT3-ITD
Tumorzellen aus der Methylzellulose gelést und in Flussigkultur eingesat. Zu den Zellen
wurden 100 mM/ml des Inhibitors PKC412 oder als Kontrolle DMSO sowie jeweils pro
Ansatz 10 ng/ml Interleukin 7 hinzugegeben. Uber Nacht wurden die Tumorzellen mit dem
Inhibitor oder DMSO inkubiert und anschlieBend wurden Proteinlysate beider Ansatze

hergestellt.

c35 H30N404

PKC412

Abbildung 3.5: Strukturformel des FLT3-Inhibitors PKC412.

Bei PKC412 (N-Benzol-Staurosporin) (Strukturformel siehe Abbildung 3.5) handelt es sich
um einen FLT3 Inhibitor, der aber auch andere Rezeptor-Tyrosinkinasen des Typ Il wie c-Kit
sowie Protein Kinase C und PDGFR (platelet derived growth factor receptor ) hemmen
kann. Laut Herstellerangaben (Novartis Pharma, Nirnberg) handelt es sich bei der Inhibition
um eine direkte Inhibition, die kompetitiv im Hinblick auf ATP ist. Der ICsoWert schwankt je
nach der zu hemmenden Kinase in verschiedenen Zellsystemen (Wiseberg et al. 2002). Die

hier eingesetzte Konzentration war 100 nM / ml.

Die Stimulation der FLT3-ITD Tumorzellen mit dem PKC412 Inhibitor resultierte in einer
deutlichen bis kaum mehr detektierbaren Abnahme der Phosphorylierung von FLT3 in den
PKC412 behandelten Zellen im Vergleich zu den mit DMSO behandelten FLT3-ITD
Tumorzellen (Abb. 3.6). Die Phosphorylierungen der MAPK, von AKT sowie von STAT5
waren im Gegensatz zu den DMSO stimulierten Zellen deutlich reduziert, was dafir spricht,
dass diese Signalwege uber die Aktivierung von FLT3 durch die interne Tandem Duplikation
aktiviert werden und somit fir die Signaltransduktion der FLT3-ITD Tumorzellen eine
entscheidende Rolle spielen.
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Abbildung 3.6: Hemmung von FLT3
P-FLT3 1 durch den Inhibitor PKC412.

FLT3-ITD Tumorzellen wurden {ber
FLT3 1 Nacht in Flussigkultur mit 100 nM
PCK412 oder DMSO stimuliert, lysiert
und mittels Western Blot Analyse

untersucht. Da zwei unterschiedliche
P-MAPK 2 Membranen fir die Analyse verwendet
wurden, wurde hinter der Darstellung fir
MAPK 2 das jeweilige Protein eine 1 fir die
Ladekontrolle AKTIN oder eine 2 fir
GAPDH vermerkt. Anhand der PKC412
P-AKT 1 stimulierten FLT3-ITD Zellen ist zu
erkennen, dass die analysierten von
FLT3-ITD stromabwaérts gelegenen
AKT 2 Signalwege inhibiert und somit die
aktivierenden Phosphorylierungen der
Proteine gehemmt wurden.
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3.4.1.2Hemmung von MEK mittels U0126 in FLT3-ITD Zellen

Fur die Hemmung des MAPK-Signalweges wurde der MEK Inhibitor U0126 eingesetzt. Als
stromabwarts liegender Effektor von MEK wurde die Aktivierung/Phosphorylierung der MAPK
im Western Blot untersucht. Die FLT3-ITD Tumorzellen wurden aus der Methylzellulose
geldst und tber Nacht mit 20 uM U0126 oder DMSO in Flissigkultur stimuliert. Proteinlysate
wurden angefertigt und mittels Western Blot Analyse untersucht. Bei dem eingesetzten
Inhibitor handelt es sich um U0126 (Strukturformel siehe Abb.3.7) (1,4-Diamino-2,3-dicyano-
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1,4-bis (2-aminophenylthio) butadiene), welcher ein spezifischer MEK1 (ICso = 72 nM) und
MEK2 (ICso = 58 nM) Inhibitor ist.

NH,
: :s

CN
HoN S

- MH2

o
HoN

C15H16NeS,*%C,H;OH

NC

u0126

Abbildung 3.7: Strukturformel des MEK Inhibitors U0126.

Laut Herstellerangabe von Merck/Calbiochem ist die Inhibition nicht kompetitiv in Bezug auf
ATP und ERK. Der Inhibitor kann auch hemmende Effekte auf andere Kinasen haben wie
Abl, Cdk2, Cdk4, ERK, JNK, MEKK, MKK-3, MKK-4/SEK, MKK-6, PKC, und Raf. Fir die

Inhibitorversuche wurde eine Konzentration von 20 uM / ml eingesetzt.

Dass der Inhibitor spezifisch agiert konnte mittels Western Blot Analyse gezeigt werden. Der
Phosphorylierungsgrad und somit die Aktivierung von FLT3 und STATS waren in beiden
Ansatzen der FLT3-ITD Tumorzellen, die mit DMSO oder mit dem Inhibitor U0126 stimuliert
wurden, nahezu identisch (siehe Abbildung 3.8). Fir den Stromabwartseffektor AKT ist eine
Zunahme der relativen Phosphorylierung zu erkennen, da die totale Menge des AKT
Proteins in der mit dem MEK Inhibitor behandelten Probe reduziert war. Es kann davon
ausgegangen werden, dass der MAPK-Inhibitor keinen der anderen untersuchten
Signalwege beeintrachtigt hat. Die Abnahme der Phosphorylierung der MAPK konnte per
Western Blot in den FLT3-ITD Tumorzellen, die mit U0126 behandelt wurden, eindeutig

festgestellt werden.
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Abbildung 3.8: Hemmung der MEK
durch den Inhibitor U0126.

FLT3-ITD  Tumorzellen  wurden in
Flussigkultur Gber Nacht mit 20 uM U0126
oder DMSO stimuliert, die Proteine
wurden lysiert und mittels Western Blot
Analyse untersucht. Die Spezifitat des
Inhibitors ist zu erkennen, da nur die
Phosphorylierung der MAPK durch die
Inhibitorbehandlung in FLT3-ITD
Tumorzellen reduziert wurde, nicht aber
die  Phosphorylierung der anderen
untersuchten  FLT3-ITD  stromabwarts
Effektoren im Vergleich mit der DMSO
Kontrolle.

3.4.1.3Hemmung der PI3K in FLT3-ITD Tumorzellen

Auch bei diesem Versuch wurden FLT3-ITD Tumorzellen eingesetzt, die in Methylzelluose

gehalten wurden. Fir die Inhibition wurden die Tumorzellen aus der Methylzellulose gel6st
und in Flussigkultur Gberfiihrt. Uber Nacht wurden die Zellen mit 20 pM Ly294002 oder aber

fur die Kontrolle mit DMSO stimuliert. AnschlieRend zur Proteingewinnung wurden die Zellen

lysiert und per Western Blot Analyse untersucht. Der hier eingesetzte Inhibitor Ly294002

(Strukturformel: Abbildung 3.9) 2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-eins ist ein

spezifischer PI3K Inhibitor (ICsq= 1.4 uM), der an der ATP Bindestelle der Kinase wirkt. Laut
Herstellerangabe (MERCK/Calbiochem) wird auch die NHEJ (,non-homologous DNA end
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joining‘) Aktivitat der 460 kDa ,Phosphatidylinositol 3-like kinase DNA-PKcs’, welche die
katalytische Untereinheit der DNA-aktivierenden Proteinkinase ist, inhibiert. Die Inhibition hat
selbst bei hohen Konzentrationen von 50 uM keinen Einfluss auf die EGF (epidermal growth
factor) Kinase, MAP Kinase, PKC, Pl4-Kinase, S6-Kinase sowie c-Src. Die in den Versuchen
eingesetzte Konzentration war 20 pM / ml.
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Abbildung 3.9: Strukturformel des PI3K-Inhibitors Ly294002.

Abbildung 3.10: Hemmung der PI3K

mittels Ly294002 in FLT3-ITD Tumorzellen
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Auch bei diesem Inhibitor konnte die Spezifitdt fir den PI3K-AKT Signalweg festgestellt
werden. Die Intensitat der Phosphorylierungen von FLT3, STATS sowie der MAPK sind bei
den FLT3-ITD Tumorzellen, die mit dem Inhibitor Ly294002 behandelt wurden, vergleichbar
mit FLT3-ITD Tumorzellen, die mit DMSO als Kontrolle behandelt wurden.

Unterschiede konnten nur im Phosphorylierungsgrad des PI3K-Effektors AKT festgestellt
werden: die Ly294002 behandelten Zellen wiesen im Gegensatz zu den mit DMSO
behandelten FLT3-ITD Tumorzellen (Abbildung 3.10). ein auf Proteinebene nicht mehr
detektierbares Phospho-AKT Signal auf. Allerdings nahm auch unerwarteterweise das AKT
Signal in der mit dem Inhibitor behandelten FLT3-ITD Zellen ab, was spater noch diskutiert
werden muss. Es kann auch in dieser Analyse ein Einfluss auf die anderen untersuchten
Signalwege ausgeschlossen werden, was die Spezifitdt des PI3K-Inhibitors Ly294002
bestétigt.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die verschiedenen eingesetzten Inhibitoren
spezifisch fur ihre zu hemmenden Substrate waren und keinen Einfluss auf die stromabwarts
von FLT3 gelegenen Signalwege aber auch keinen Einfluss auf die
Aktivierung/Phosphorylierung von FLT3 selbst hatten.

3.4.2 Einfluss der Inhibition verschiedener Signalwege auf die
Proliferation und Apoptose der FLT3-ITD B-ALL Tumorzellen

Die Anwendung verschiedener Inhibitoren flr die zu charakterisierenden Signalwege kann
auch in der Therapie von Leukamie-Patienten mit einer FLT3-ITD Mutation von Bedeutung
sein, da geklart werden kdnnte, ob die Tumorzellen durch die Hemmung der fur sie wichtigen
Signalwege absterben bzw. in ihrer Proliferation beeintrachtigt werden. Da sich die FLT3-ITD
Tumorzellen nicht in Flassigkultur kultivieren lieRen (siehe 3.3), wurden alle Inhibitorversuche
in Methylzellulose durchgefiihrt. Dazu wurden FLT3-ITD/ GFP positive Milzzellen aus FLT3-
ITD C57BL/6 M&ausen wie vorher beschrieben (siehe 3.1) isoliert und es wurden 3 x 10°
Zellen in 3 ml Methylzellulose eingesat. Zu 10 ng / ml mIL-7 wurden die verschiedenen
Inhibitoren (PKC412, Ly294002, U0126 und zusatzlich der Src-Kinase Inhibitor PP2) oder
aber DMSO als Kontrolle dazu gegeben und die Zellen sieben Tage in der Methylzellulose
kultiviert bevor die entstandenen Kolonien sowie die lebenden Zellen gezéahlt wurden. Die
lebenden Zellen wurden durch die Trypanblau-Farbung von toten Zellen in der Neubauer-

Kammer unter dem Mikroskop unterschieden. Die gesamten Zellen der verschiedenen
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Ansatze wurden zusatzlich mit Annexin 5 und 7AAD gefarbt, um am Durchflusszytometer die
Prozentzahl apoptotischer Zellen bestimmen zu kdénnen.

Tabelle 8: Zahlung der Kolonien sowie der lebenden Zellen nach Inhibitorbehandlung der
Tumorzellen zeigt eine deutliche Abnahme in der Anzahl der Kolonien sowie der lebenden
Zellen im Vergleich zu der DMSO Kontrolle. Gezeigt sind die Daten von drei voneinander
unabhéangigen Versuchen. Die Ergebnisse des PP2-Inhibitorversuchs sind einzeln aufgefiihrt, da
dieser Versuche separat von den anderen Inhibitorversuchen durchgefiihrt wurde und somit auch eine
andere DMSO-Kontrolle besitzt.

Mittelwerte der Kolonien / 10° Mittelwerte der lebenden Zellen/
eingeséten Zellen 10° eingesaten Zellen
Versuch 1 | Versuch 2 | Versuch3 | Versuch 1 | Versuch 2 | Versuch3

DMSO 166 286 255 0,9x10° | 1,4x10° 1,3x10°
PKC412 86 94 114 1,2x10° 1,9x10° 1,8x10°
U0126 52 45 66 1x10° 1,4x10° | 0,4x10°
Ly294002 56 101 23 6x10* 3x10* 1x10*
DMSO 349 356 342 7x10° 9x10° 10x10°
PP2 243 149 139 2x10° 0,7x10° | 0,8x10°

Die Ergebnisse der Zahlung der Kolonien und der lebenden Zellen sind in Tabelle 8 gezeigt.
Eine Abnahme der Anzahl von Kolonien sowie der Anzahl an lebenden Zellen, die nach
sieben Tagen der Inkubation in der Methylzellulose mit den verschiedenen Inhibitoren
gezahlt wurden, ist in allen mit den Inhibitoren behandelter FLT3-ITD Zellen deutlich zu
erkennen. Um alle Ergebnisse zusammenzufassen, wurde der prozentuale Wert der
Inhibition bestimmt. Dabei wurden die Anzahl der Kolonien und der lebenden Zellen aus den
drei voneinander unabhangigen Versuchen mit denen der DMSO Kontrolle verglichen und
prozentual auf die DMSO-Kontrolle bezogen.
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Bestimmung von % Inhibition der mit
Inhibitoren behandelten FLT3-ITD
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Abbildung 3.11: % Inhibition der FLT3-ITD Tumorzellen, die mit verschiedenen Inhibitoren
(PKC412 - FLT3, U0126 - MEK, Ly294002 - PI3K, PP2 — Src-Kinase) sieben Tage in
Methylzellulose kultiviert wurden. In Dunkelgrau ist der Wert fur % Inhibition der gezahlten Kolonien
im Bezug auf die mit DMSO Kkultivierten Zellen, in Hellgrau ist der Wert fur Inhibition der lebenden
Zellen im Bezug auf die DMSO Kontrolle, abgebildet. Alle FLT3-ITD Tumorzellen, die mit Inhibitoren
behandelt wurden, zeigten eine reduzierte Anzahl der Kolonien sowie der lebenden Zellen im
Gegensatz zu FLT3-ITD Tumorzellen, die mit DMSO stimuliert wurden.

Anhand der Grafik ist zu erkennen, dass die verschiedenen eingesetzten Inhibitoren Einfluss
auf die Proliferation, die Fahigkeit der Zellen Kolonien auszubilden sowie auf die Anzahl der
lebenden Zellen zeigten. In allen Anséatzen war eine Reduktion der Anzahl der Kolonien

sowie der lebenden Zellen zu verzeichnen.

Fur die Zellen, die mit dem FLT3-Inhibitor PKC412 behandelt wurden, wurden
zusammengefasst Inhibitionswerte von 58% fur die Kolonien und 88% in Hinblick auf
lebende Zellen kalkuliert (siehe Abbildung 3.11). Verglichen mit der DMSO Kontrolle zeigen
diese Werte eindeutig eine Abnahme der Proliferation und somit einen Effekt des FLT3-
Inhibitors auf die Proliferation der Zellen sowie auf die Fahigkeit der Tumorzellen Kolonien

auszubilden.

Einen Einfluss auf die Proliferation hatten ebenfalls die beiden Inhibitoren U0126 und
Ly294002 mit Inhibitionswerten von 78% bzw. 77% in Bezug auf die Kolonien und 94% bzw.
97% in Hinblick auf die lebenden Zellen (siehe Abbildung 3.11). Es konnte festgestellt
werden, dass die FLT3-ITD Zellen, die mit dem MEK-Inhibitor U0126 oder dem PI3K-
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Inhibitor Ly294002 behandelt wurden, weniger Kolonien gebildet haben und so einen
niedrigeren Wert fur die Inhibition aufwiesen im Vergleich mit Tumorzellen, die mit DMSO
behandelt wurden. Einen in Hinblick auf den fur die Kolonien gezeigten Inhibitionswert von
22% nicht ganz eindeutigen Effekt hatte der Src-Kinase Inhibitor PP2, was spater diskutiert
werden muss. In Bezug auf die Lebendzellzahl konnte allerdings ein Wert von 91% Inhibition

festgestellt werden.

Fur die Proliferation sowie das Uberleben der FLT3-ITD Tumorzellen scheinen alle mit
Inhibitoren gehemmten Signalwege eine wichtige Rolle zu spielen, denn alle Inhibitoren
fuhrten zu einer Hemmung der Koloniebildung sowie zu einer Reduktion der Lebendzellzahl.

3.4.3 Analyse des Einflusses von Inhibitoren auf die Apoptose der FLT3-
ITD Tumorzellen

Dass die Behandlung mit den verschiedenen Inhibitoren einen Einfluss auf die Proliferation
der Tumorzellen zeigten, wurde durch die vorangegangenen Ergebnisse (3.4.1/3.4.2)
dargestellt. Im Anschluss daran stellte sich die Frage, ob die FLT3-ITD Tumorzellen, die in
ihrer Proliferation durch die Hemmung der verschiedenen Signalwege gehemmt wurden
auch vermehrt in Apoptose gegangen sind. Die fur die Messung apoptotischer Zellen
eingesetzten FLT3-ITD Tumorzellen stammten aus den Proliferationsversuchen (3.4.1): die
Tumorzellen, die eine Woche mit den verschiedenen Inhibitoren oder DMSO in
Methylzellulose gehalten wurden, wurden zuerst auf die Anzahl der gebildeten Kolonien und
die lebenden Zellen hin untersucht und anschlie@end mit den beiden Markern 7AAD und
Annexin 5 gefarbt, um den Anteil apoptotischer Zellen bestimmen zu konnen. Als
Positivkontrolle fur beide Marker dienten FLT3-ITD Tumorzellen, die fir 48h in Flussigkultur
gehalten wurden (siehe 3.3). Die FACS Analysen wurden mit GFP-negativen Ba/F3 Zellen
kompensiert, die 24h vor der Messung mit Staurosporin behandelt wurden, da die FLT3-ITD
Zellen Dbereits positiv fur GFP durch den retroviralen FLT3-ITD Vektor waren. Als
apoptotische Zellen werden Annexin/7AAD doppelt positive Zellen sowie 7AAD positive

Zellen gezahlt.

Anhand der Analyse (siehe Abbildung 3.12) ist zu erkennen, dass die GFP positiven FLT3-
ITD Zellen, die mit DMSO behandelt wurden, eine basale Apoptose von 9,1% aufwiesen.
Dieser Wert unterscheidet sich nicht wesentlich von Zellen, die mit dem FLT3-Inhibitor

PKC412 behandelt wurden, die einen Anteil von 8,4% apoptotischen Zellen aufwiesen.
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Anhand der FACS-Analyse sind Unterschiede in Berzug auf DMSO und PKC412
behandelter Zellen in der Verteilung der apoptotischen Zellen bei den Inhibitoren U0126 und
Ly294002 zu erkennen. Zu den zwei Zellpopulationen, die entweder doppeltpositiv fur
Annexin 5 und 7AAD oder einzelpositiv fir 7AAD sind, kommt eine dritte Zellpopulation
hinzu, die sich von der 7AAD/Annexin5 negativen Zellpopulation zu der 7AAD/Annexin5
doppeltpositiven Population verschiebt. Dieser Effekt kann verschiedene Griinde haben; zum
Beispiel dass diese Population durch die Kompensation der GFP hoch exprimierenden
Zellen zu den GFP niedrig exprimierenden Zellen zustande kommt. Es wurde schon haufig
beobachtet, dass GFP-positive Zellen wahrend apoptotischer Prozesse den Marker GFP
verlieren. Die Werte fur den Prozentsatz apoptotischer Zellen liegt bei den mit dem
Inhibitoren U0126 behandelter Zellen bei 28% bzw. bei mit dem PI3K-Inhibitor behandelter
Zellen bei ca. 16%, welches kein groRer Anstieg apoptotischer Zellen in Bezug auf die
DMSO Kontrolle darstellt. Auch die mit dem Src-Kinase Inhibitor PP2 behandelten Zellen
zeigten einen Wert von ca. 19% apoptotischer Zellen. Einen sehr hohen Wert an
apoptotischen FLT3-ITD Tumorzellen von ca. 90% zeigte die Probe, die fur 48h in
Flussigkultur gehalten wurde.
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Abbildung 3.12: FACS Analyse der GFP positiven FLT3-ITD Tumorzellen, die mit verschiedenen
Inhibitoren behandelt wurden. Auf der Y-Achse ist der Marker Annexin 5 aufgetragen und auf der X-
Achse der Marker 7AAD. Die Daten stehen repréasentativ fur drei voneinander unabhangige Versuche.
Die Flussigkultur, die mit IL7 gehalten wurde, dient als Positivkontrolle fir beide Marker wahrend die in
der Methylzellulose gehaltenen und mit DMSO behandelten Zellen als unbehandelte Kontrolle gezeigt
wird. In allen mit den Inhibitoren behandelten FLT3-ITD Zellen sind apoptotische Zellen (positiv fur
beide Marker) vorhanden. Die Gesamtheit der apoptotischen Zellen ist in den behandelten Proben
nicht signifikant grof3er als in der mit DMSO behandelten Probe.

Um alle drei Inhibitorversuche, in denen der Anteil apoptotischer Zellen bestimmt wurde,

zusammen zu fassen (siehe 3.4.3) wurde von allen FACS-Analysen der Mittelwert der
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apoptotischen Zellen (7AAD positiv/ 7AAD/Annexin 5 doppelt positiv) gebildet (siehe
Abb.3.13). Wie bereits beschrieben (vergleiche 3.3), starben die FLT3-ITD Tumorzellen in
Flussigmedium in der Zellkultur. Als Positivkontrolle fur apoptotische Zellen konnten daher
Zellen dienen, die in Flissigkultur gehalten wurden. Nach 48h in der Haltung waren in allen
drei Versuchen ca. 96% der Zellen positiv fir Annexin 5 und 7AAD. Um die Werte fur die
basale Apoptose zu bestimmen, wurden auch FLT3-ITD Tumorzellen, die mit DMSO als
Kontrolle kultiviert wurden, analysiert: sie wiesen einen Anteil von 12% apoptotischer Zellen
auf. FLT3-ITD Tumorzellen, die mit PKC412 inkubiert wurden, wiesen nur einen leicht
erhdhten Anteil apoptotischer Zellen von 16% im Hinblick auf die DMSO Kontrolle auf.
Ly294002 sowie PP2 behandelte Zellen zeigten einen Prozentsatz von 16% bzw. 13%
apoptotischer Zellen, wahrenddessen die mit dem MEK-Inhibitor U0126 behandelten Zellen

einen im Gegensatz zur DMSO Kontrolle leicht erhéhten Wert von 28% aufwiesen.

Es kann jedoch festgehalten werden, dass die mit den verschiedenen Inhibitoren PKC412,
PP2 und Ly294002 behandelten FLT3-ITD Tumorzellen trotz verminderter Proliferation sowie
der Fahigkeit, Kolonien in der Methylzellulose auszubilden, keine erhéhten Werte fir die
beiden Apoptosemarker Annexin 5 und 7AAD im Vergleich zu DMSO-Kontrollzellen zeigten.
Die U0126 behandelten Tumorzellen allerdings zeigten einen leichten Anstieg apoptotischer
Zellen im Gegensatz zur DMSO Kontrolle, was nochmals die Wichtigkeit des
Ras/Raf/MAPK/ERK Signalweges flir die FLT3-ITD Tumore unterstreicht.
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Bestimmung vom Anteil apoptotischer Zellen nach
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Abbildung 3.13: Bestimmung des Anteils apoptotischer Zellen mit Hilfe der Apoptosemarker
Annexin 5 und 7AAD. Die Gesamtheit aller Zellen, die mit den verschiedenen Inhibitoren oder DMSO
in Methylzellulose gehalten wurden, wurde mit beiden Markern gefarbt und im Durchflusszytometer
untersucht. Die verschiedenen Messwerte setzen sich aus drei getrennt voneinander durchgefiihrten
Analysen zusammen. Es war keine erhohte Apoptose der mit Inhibitoren behandelter Zellen zu
erkennen.

3.5 Inhibition von STATS5 durch Infektion der FLT3-ITD Tumorzellen mit
dominant negativen STAT5 Mutanten

Da bisher keine effektiven STAT5 Inhibitoren k&uflich zu erwerben sind, weil alle Mitglieder
der STAT Familie eine groe Homologie aufweisen, wurden fir die Inhibition des STAT5
Proteins dominant negative Formen (STAT5a sowie STAT5b) in den FLT3-ITD Tumorzellen

Uber retrovirale Vektoren exprimiert.

Normalerweise bildet das phosphorylierte, aktive STAT5 Protein ein Homo- oder ein
Heterodimer durch die intermolekulare Interaktion zwischen der SH,-Doméane und den
Phosphotyrosin-Resten des STAT5s. Das STAT5-Dimer wandert dann in den Nukleus und

bindet an Promotorregionen von Zielgenen und aktiviert deren Transkription.

Alle STAT-Molekule haben eine hoch-konservierte Tyrosin-Phosphorylierungsseite, die sich
um den Aminosaurebereich 700 gelegen befindet. Die Phosphorylierung wird fur die
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Dimerisierung und Translokation in den Nukleus bendtigt. Bei der dominant negativen
Mutation von STAT5a und STAT5b handelt es sich um einen Aminosaureaustausch eines
Tryrosins zu einem Phenylalanin an der Aminosdure 701. Dieser Austausch t&uscht
strukturell einen phosphorylierten Tyrosinrest vor, sodass es zur Dimerbildung des mutierten
inaktiven STAT5 mit einem funktionalen aktiven STAT5 Protein kommen kann. Die DNA-
Bindekapazitat des Dimers jedoch durch die fehlende Phosphorylierung der anderen
Tyrosinreste des mutierten STAT5 stark herabgesetzt wird. So kann die Expression von

Zielgenen wie Oncostatin M oder BCL-X, stark vermindert sein (Gouilleux et al 1996).

Die dominant negativen Mutanten wurden in retrovirale MPEV-Vektoren kloniert (siehe Abb.
3.14), die als Selektionsmarker Neomycin (G418) exprimieren. Somit konnten infizierte
Zellen auf die Neomycin/G418-Resistenz selektioniert werden. Zusatzlich wurden STAT5A
und STATS5B jeweils mit einem Myc- bzw. HA-Tag versehen, damit in der Western Blot

Analyse zwischen den beiden STAT5-Isoformen unterschieden werden konnte.
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Abbildung 3.14: Retrovirale MPSV-Vektoren mit dominant negativen STAT5 Konstrukten, die
fur die Infektion von FLT3-ITD Tumorzellen verwendet wurden. Jeder Vektor besitzt als
Selektionsmarker ein G418-Resistenzgen. Die Vektoren mit DN STAT5A sowie DN STAT5B besitzen
jeweils ein MYC-Tag bzw. ein HA-Tag fir das DN STAT5A bzw. DN STAT5B Protein.
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3.5.1 Mit DN STATS5 Mutanten infizierte FLT3-ITD Tumorzellen zeigten
eine verminderte Proliferation

Ziel der folgenden Experimente war es zu untersuchen, ob die Infektion der FLT3-ITD Zellen
mit DN STAT5 Mutanten einen Effekt auf die Proliferation der leukamischen Blasten zeigen
wirde. Um eine erfolgreiche Infektion der FLT3-ITD Tumorzellen zu erreichen, wurden
zundchst Tumorzellen anschliel3end

in Methylzellulose vermehrt, in  Flussigmedium

ausplattiert und mit den vorher in 293T Zellen produzierten retroviralen Pseudotypen infiziert.

24h nach der Infektion wurden dem Medium 1 mg/ml G418 zugesetzt, um die Selektion der
(G418 resistenten und somit infizierten Zellen zu begtnstigen. Anschlieend wurde ein Teil
der Zellen fir sieben Tage in Flussigmedium (FK) mit 10 ng mIL7/ml und 50 ng/ml SCF
kultiviert und der andere Teil fur 7 Tage in Methylzellulose (MZ) supplementiert mit mIL7.
Beiden Ansatzen wurde 1 mg/ml G418 zugesetzt. Waren die Kontrollzellen tot, bei denen es
sich um uninfizierte FLT3-ITD Zellen handelte, konnte von einer positiven Selektion auf G418
resistente Zellen ausgegangen werden. Die Zellen aus beiden Ansatzen wurden jeweils in
Methylzellulose supplementiert mit mIL-7 und G418 ausgesat, fur sieben Tage kultiviert und
anschliel3end wurden Kolonien sowie die lebenden Zellen beider Anséatze gezahlt.

Tabelle 9: Mit DN Mutanten infizierte FLT3-ITD Tumorzellen zeigten eine verringerte Anzahl an
Kolonien sowie lebenden Zellen im Vergleich zu der Neo-Kontrolle. Mit den DN STAT5 Formen
infizierte FLT3-ITD Tumorzellen wurden in Flussigkultur (FK) oder aber in Methylzellulose (MZ)
selektioniert. AnschlieBend wurden die Zellen flir 7 Tage in Methylzellulose mit mIL7 kultiviert. Die
Anzahl der Kolonien sowie der lebenden Zellen wurden in Triplikaten bestimmt.

FLT3-ITD Tumorzellen in Flissigkultur selektioniert

Kolonien / 10° Zellen Lebende Zellen/ 10° Zellen
Ansatz 1l | Ansatz2 | Ansatz3 | Ansatz 1 | Ansatz 2 | Ansatz3
Neo Kontrolle 62 58 66 6,0x10° | 5,1x10° | 6,2x10°
DN STAT5A 12 14 9 1,0x10* | 1,2x10* | 1,0x10*
DN STAT5B 7 9 9 1,0x10* | 1,1x10* | 1,0x10*

FLT3-ITD Tumorzellen in Methylzellulose selektioniert

Kolonien / 10° Zellen Lebende Zellen/ 10° Zellen

Ansatz1l | Ansatz2 | Ansatz3 | Ansatz 1 | Ansatz 2 | Ansatz3

Neo Kontrolle 59 54 39 5,9x10° | 4,8x10° | 3,9x10°
DN STAT5A 6 2 4 1,0x10* 3x10° | 6x10°
DN STAT5B 0 3 1 0 4x10° | 1x10°
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Wie anhand der Tabelle 9 zu erkennen ist, haben die Zellen, die mit den dominant negativen
STAT5 Mutanten infiziert wurden, in beiden Ansdtzen weniger Kolonien ausgebildet.
FLT3-ITD Zellen infiziert mit dem DN STAT5A und selektioniert in FK, haben 12 Kolonien
(MW) ausgebildet, die Zellen mit DN STAT5B haben nur 8 Kolonien (MW) ausgebildet. Diese
Werte sind vergleichbar mit den FLT3-ITD Tumorzellen, die in MZ nachselektioniert wurden
(FK: 4 Kolonien, MZ: 2 Kolonien). FLT3-ITD Tumorzellen, die mit dem Kontrollvektor infiziert
wurden, bildeten 62 Kolonien (MW der Zellen, die in FK selektioniert wurden) bzw. 51
Kolonien (MW der Zellen, die in Methylzellulose selektioniert wurden) aus. Die Infektion mit
dem DN STAT5 Mutanten hatte auch einen Einfluss auf die Anzahl der lebenden Zellen: in
beiden Anséatzen waren ca. nur 1/10 der lebenden Zellen im Vergleich zu denen mit dem
Kontrollvektor infizierten FLT3-ITD Tumorzellen vorhanden. Die Ergebnisse waren im
Hinblick auf Zellen, die in Methylzellulose selektioniert wurden, insgesamt etwas niedriger im
Vergleich zu den mit DN STAT5 Mutanten infizierten FLT3-ITD Tumorzellen, die in
Flussigkultur selektioniert wurden. Um den Versuch der Infektion der Tumorzellen mit DN
STAT5 Mutanten mit den Inhibitionswerten der vorangegangenen Inhibitorversuche (3.4)
vergleichen zu kdnnen, wurden auch hier die Werte fur Inhibition, diesmal allerdings im

Hinblick auf die Neo-Kontrolle, ermittelt.
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Abbildung 3.15: Inhibition von FLT3-ITD Tumorzellen, die mit dominant negativen STAT5
Mutanten infiziert wurden (Kolonien). In violett und pink sind die Werte fur die Zellen, die mit DN
STATS5A infiziert wurden zu sehen, in beige und hellblau sind die Werte fir die Tumorzellen, die mit
DN STATS5B infiziert wurden, gezeigt. Die % Inhibition liegt bei den Kolonien fur DN STAT5A bei tber
80% in beiden Ansatzen (FK oder MZ selektionierte Zellen), dies trifft auch auf die Tumorzellen zu, die
mit DN STATS5B infiziert wurden. Dabei liegt die Inhibition bei annahernd 100% in Bezug auf
Tumorzellen, die in Methylzellulose selektioniert wurden. Eine deutliche Reduktion in der Anzahl der
Kolonien konnte somit im Vergleich mit den Kontrollzellen, die mit dem Neo-Vektor infiziert wurden,
beobachtet werden. (FK: Flussigkultur, MZ: Methylzellulose).
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% Inhibition von FLT3-ITD Tumorzellen infiziert mit DN
STAT5 Mutanten (Lebende Zellen)
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Abbildung 3.16: Inhibition von FLT3-ITD Tumorzellen, die mit dominant negativen STAT5
Mutanten infiziert wurden (lebende Zellen). In violett und pink sind die Werte fur die Zellen, die mit
DN STAT5A infiziert wurden zu sehen, in beige und hellblau sind die Werte fur die Tumorzellen, die
mit DN STATS5B infiziert wurden, gezeigt. Die % Inhibition liegt bei den lebenden Zellen fir DN
STATS5A bei uber 98% in beiden Ansatzen (FK oder MZ selektionierte Zellen), dies trifft auch auf die
Tumorzellen zu, die mit DN STAT5B infiziert wurden. Dabei liegt die Inhibition bei anndhernd 100% in
Bezug auf Tumorzellen, die in Methylzellulose selektioniert wurden. Es konnte eine deutliche
Reduktion in der Zellzahl der mit DN STAT5 Mutanten im Vergleich mit den Kontrollzellen (mit dem
Neo-Vektor infiziert) gezeigt werden. (FK: Flussigkultur, MZ: Methylzellulose).

Anhand der beiden Abbildungen 3.15 und 3.16 ist erkennbar, dass beide dominant negativen
Formen einen Einfluss sowohl auf die Koloniebildung als auch auf die Proliferation der FLT3-
ITD Tumorzellen zeigten. In Hinblick auf die Anzahl der Kolonien sowie die Anzahl der
lebenden Zellen zeigte die dominant negative Mutante des STAT5B einen leicht starkeren
Effekt auf den Inhibitionswert (Inhibition Kolonien: 86,6% FK, 97,3% MZ, Inhibition lebende
Zellen: 98,1% FK, 99,6% MZ) als die dominant negative Form des STAT5A (Inhibition
Kolonien: 81,2 % FK, 92,2 MZ; Inhibition Lebende Zellen: 98,2% FK, 98,7% MZ). Diese

Werte ergeben sich daraus, dass die Anzahl der Kolonien sowie der lebenden Zellen bei den

93



Ergebnisse

Zellen, die mit DN STATS5B infiziert wurden, niedriger in Bezug auf die Neo-infizierten
Kontrollzellen waren als die der Tumorzellen, die mit DN STAT5A infiziert wurden.

Beide DN Mutanten zeigten einen negativen Effekt auf die Proliferation und Kolonienbildung
der FLT3-ITD Zellen, ungeachtet dessen Selektion in FK oder MZ, sodass davon
ausgegangen werden kann, dass STAT5 ebenfalls ein wichtiger Signaltransduktionseffektor
fur die Signalgebung durch FLT3-ITD ist. Alle bisher untersuchten Signalwege sind wichtig
fur die Proliferation der FLT3-ITD Tumorzellen, was sich auch an den vergleichbaren Werten
der Hemmung mit den verschiedenen Inhibitoren sowie der Anwendung der dominant

negativen Mutanten zeigte.

3.5.2 Funktionalitdt der DN STAT5 Mutanten

Um die Funktionalitat der DN STAT5 Mutanten zu Uberprifen, wurde eine Western Blot
Analyse stromabwaérts gelegener Effektoren von STATS durchgefihrt. Dazu wurden FLT3-
ITD Zellen, die vorher in Methylzellulose mit IL7 kultiviert wurden, in Flissigmedium tberfihrt
und mit den vorher beschriebenen retroviralen Vektoren infiziert, dann wurde auf die G418
Resistenz selektioniert. AnschlieRend wurde ein Teil der infizierten Zellen in Methylzellulose
mit G418 und IL7 ausgesat um spéater die Kolonien und die lebenden Zellen zu z&hlen. Von
den restlichen mit den dominant negativen Mutanten und Kontrollvektor infizierten Zellen
wurden Proteinlysate angefertigt. In der Western Blot Analyse wurde nicht nur die
Uberexpression des STAT5 sowie die Phosphorylierung untersucht, sondern auch
stromabwarts gelegene Effektoren, die durch STAT5 aktiviert werden, wie zum Beispiel
Bcl-X,.

Wie erwartet zeigten die FLT3-ITD Tumorzellen, die mit DN STAT5A oder DN STATS5B
transduziert wurden, eine Uberexpression von STAT5 im Gegensatz zur Leervektorkontrolle.
Das uberexprimierte DN STAT5 wurde nicht phosphoryliert (siehe Abb. 3.17). Dass in den
FLT3-ITD Tumorzellen tatsdchlich beide STAT5-Mutanten exprimiert wurden, sieht man
eindeutig an dem Nachweis des HA-Tags fur DN STAT5B und des MYC-Tags fur mit DN
STAT5A infizierten FLT3-ITD Zellen. Die Funktionalitat der Mutanten ist an der
Herunterregulation des Bcl-X, Proteins in den FLT3-ITD Tumorzellen mit DN STAT5A oder
DN STAT5B zu erkennen, welches in den G418-resistenten FLT3-ITD Tumorzellen, die mit

dem Kontrollvektor infiziert wurden, nicht herunter reguliert ist.
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Abbildung 3.17: Western Blot
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3.6 Klonalitat der FLT3-ITD Tumore

Die Klarung, ob die FLT3-ITD Tumore klonal waren, spielt eine wichtige Rolle um zu
charakterisieren, ob FLT3-ITD der einzige ,onkogene Hit* war, der zur Entstehung der

akuten lymphatischen B-Zell Leukamie fihrte.

Tumore kdnnen polyklonal oder monoklonal sein: ist ein Tumor polyklonal, so gibt es keine
oder wenig Selektion auf weitere genetische Mutationen und die Mehrheit der FLT3-ITD
transfizierten hamatopoetischen Zellen hatte die gleiche Méglichkeit zu einem leukamischen
Klon auszuwachsen. Die Leukédmie wirde dann mehrere Zellklone aufweisen, die jeweils
verschiedene virale Integrationen besitzen. Ist ein Tumor monoklonal so bedeutet dies, dass
eine Selektion auf weitere genetische Mutationen stattgefunden haben kann, die es diesem

leukamischen Zellklon ermdglicht hat sich unentwegt zu vermehren und sich selbst zu

95



Ergebnisse

erneuern. Eine Transplantation des leuk&mischen Klons wirde wieder eine Leukamie in den
Empféangertieren auslésen und ein identisches Bandenmuster in der Southern Blot Analyse

aufweisen.

Es stellte sich die Frage, ob die verschiedenen analysierten FLT3 Primartumore klonal oder
polyklonal sind. Um diese Frage zu beantworten, wurden mehrere Tumore aus
verschiedenen Mausexperimenten (Exp.) in der Southern Blot Analyse untersucht. Dazu
wurde die genomische DNA aus FLT3-ITD Tumoren isoliert, mit verschiedenen
Restriktionsenzymen verdaut und auf eine Membran Ubertragen. Als Sonde fur die
Identifikation der verschiedenen Integrationsstellen in dem Mausgenom der an der B-Zell
ALL erkrankter Mause diente ein GFP-Fragment, welches aus einem retroviralen Vektor

herausgeschnitten wurde.

96



Ergebnisse

m m m O m m m m m
~ » T =~ 8 Q o & & & © » & E
N N N [N ] N~ a NN N w w w
It w H It
o o o)) O N w N o N
Q) ~ ~ @
m 0 (o] n
0 S ‘?'_ g
Ly ~
& 3 o o)
3 = = 3
T o o S
o o
o o
Sonde: GFP

Abbildung 3.18: Southern Blot Analyse der voneinander unabhéngigen FLT3-ITD Tumore.
Aufgetragen sind mit EcoRI (rechter Blot) und mit Bglll (linker Blot) geschnittene genomische DNAs
aus den Milzen der FLT3-ITD transduzierten Mause, C57BL/6 Kontroll-DNA und DNA einer Maus, die
mit dem GFP-Kontrollvektor transduziertes Knochenmark erhielt. Als Sonde fir den Blot wurde ein
GFP-Fragment genutzt. Der Southern Blot zeigt, dass diese FLT3-ITD Tumore klonal sind und
mehrere virale Integrationsstellen aufweisen.

Die verschiedenen FLT3-ITD Tumore zeigten in der Southern Blot Analyse Abb. 3.18 bis zu
sechs Banden. Das bedeutet, dass die hier analysierten Tumore bis zu 6 retrovirale
Integrationsstellen aufwiesen und oligoklonal waren. Die GFP Kontroll-Milzen zeigten einen
Schmier, der auf die Polyklonalitat der analysierten Kontrollzellen hindeutet. Ob die FLT3-
ITD Tumore sich aus mehreren Klonen mit verschiedenen viralen Integrationsstellen
zusammensetzten oder aber aus einem Zellklon bestanden, der mehrere Integrationsstelllen

aufwies, sollte die Retransplantationen von FLT3-ITD Primartumoren zeigen.

97



Ergebnisse

GFP-Sonde Runx1-Sonde
23 kby - 9,4kb
9,6 kb - | = -
65kh S » t
6,6 kb : o
- R o i e
44Ky = = == ——
[ —1 E
o oo | 44kb “.
» L 0 2 0 0 85 m m m m mm
3 YL R R RN 35T 5T
o ﬁ o Py Py Py NS NN O NN
% _ Ul [¢}] (@] - - (4] ] g O O
» ® B oy g4 W
ARV A g R T
o o — —
Retransplantation
Retransplantation

Abbildung 3.19: Klonalitat der Sekundartumore verschiedener an der B-Zell ALL erkrankten
Mause. Der linke Southern Blot zeigt FLT3-ITD positive Knochenmarkzellen der Maus #6 aus
Experiment (E) 15, die in Tiere des Experiments 18 transplantiert wurden. Tumorzellen von Maus #10
E18 wiederum wurden fur die Retransplantation der Mause aus Experiment 21 eingesetzt. Als GFP-
Kontrolltier wurde genomische DNA von Maus #1 aus Experiment 13 aufgetragen. Die Tumore sind
klonal und weisen mehrere Integrationsstellen auf Der rechte Southern Blot zeigt FLT3-ITD/Runx1
Tumore, die von Maus 9 aus Experiment 15 in die Mause #11 und #13 des Experiments 20
retransplantiert wurden. Die beiden ersten Spuren von links zeigen die endogenen Runxl Banden (mit
blauen Pfeilen gekennzeichnet) wéahrend die grinen Pfeile die retroviralen Integrationsseiten
kennzeichnen. Die entstandenen retransplantierten Runxl/FLT3-ITD Tumore von Maus #9 aus
Experiment 15 zeigen mehrere retrovirale Integrationsstelle. Die Tumore sind klonal.

Anhand der Southern Blots (Abb. 3.19) ist zu erkennen, dass die untersuchten
retransplantierten FLT3-ITD Tumore mehrere virale Integrationsstellen aufwiesen, die als
Banden auf der Membran klar erkennbar waren. Der urspringliche leukamische Klon aus
Experiment 15 Maus #6 wies ein in den anderen retransplantierten Mausen wiederkehrendes
Bandenmuster auf. Dies spricht dafiir, dass dieser FLT3-ITD Klon einen vielleicht durch die
Integrationsstellen begtnstigten Wachstumsvorteil hatte und somit in retransplantierten
Tieren wieder zur Leukamie auswuchs. Um die Anzahl an viralen Integrationsstellen sowie
die Klonalitdit von Runx1/FLT3-ITD Tumoren zu bestimmen, die kein Reportergen
exprimierten, wurde ein Runxl-Fragment als Sonde verwendet. Diese Tumore wiesen die
gleiche B-Zell ALL auf wie die mit FLT3-ITD allein transplantierten Mause. Anhand des

Southern Blots ist zu erkennen, dass der Primartumor oligoklonal ist. Durch die
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Retransplantation kamen in den beiden Empfangertieren #11 und #13 zwei verschiedene
Bandenmuster zum Vorschein, was auf das Vorhandensein zweier dominanter Klone
hinweist. Zusammenfassend ist festzustellen, dass die untersuchten Tumore auf der Ebene
der retroviralen Integration klonal waren und mehrere retrovirale Integrationsstellen

aufwiesen.

3.6.1 Untersuchung der Klonalitat und Rekombination auf der Ebene der
schweren Kette des Pra-B-Zell Rezeptors in FLT3-ITD —Tumoren

Dass die FLT3-ITD Tumorzellen zwischen dem Pro-B und Pra-B Zellstadium in ihrer
Differenzierung blockiert sind, konnte bereits deutlich durch vorangegangene FACS
Analysen gezeigt werden (siehe 3.1.). Wichtig fur die weitere Charakterisierung dieser
Tumorzellen war es auch zu analysieren, ob in den FLT3-ITD Tumorzellen bereits
somatische Rekombinationen in den Immunoglobulingenen stattgefunden haben. Der
funktionelle Pra-B Zell Rezeptor besteht aus zwei schweren und zwei ,surrogate’ leichten
Ketten, die Uber Disulifidbriicken miteinander verbunden sind. Die schwere Kette setzt sich
aus vier Domanen zusammen: einer variablen Domane (Vy), die fir die Erkennung von
Antigenen zustandig ist und drei konstanten Domanen (Cy1-3). Die Vy-Region wird von drei
verschiedenen genetischen Clustern kodiert: den Variabilititsgenen (V), den
Diversitatsgenen (D) und den sogenannten ,joining‘, den Verbindungsgenen (J). Mit dem
Zusammenfligen eines D- und eines J-Fragments aus den entsprechenden Clustern beginnt
die somatische Rekombination der schweren Kette (IgH). Erst dann erfolgt das
Zusammenfligen des D-J Fragments mit einem V-Fragment. Die Rekombination (DJ) der
schweren Kette der Immunoglobulingene erfolgt bereits im Pro-B Zellstadium. In Pra-B
Zellen ist die Rekombination bereits abgeschlossen und der Pra-B Zell Rezeptor wird auf der
Oberflache der Zellen exprimiert. In diesem Entwicklungsstadium beginnt die Rekombination
der Gene fir die leichte Immunoglobulinkette des BZRs (light chain), die spéter die Ersatz-
leichte Kette ,surrogate light chain‘ des Pra-B Zell Rezeptor ersetzt. Ist die Rekombination
erfolgreich abgeschlossen, wird die schwere Kette mit der leichten Kette verbunden und auf

der Oberflache der unreifen und reifen B-Zellen exprimiert.

Um die Rekombination der schweren Kette (IgH) in den verschiedenen FLT3-ITD Tumoren
zu untersuchen, wurden deren genomische DNAs im Southern Blot auf
Rekombinationsereignisse untersucht. Die genomischen DNAs wurden zuvor mit dem
Enzym EcoRI gespalten und mit der Jyz 4-Sonde, die spezifisch das Gencluster der murinen
J-Fragmente erkennt, hybridisiert. Die hier aufgetragenen genomischen DNAs von
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Sekundar- und Prim&rtumoren zeigte zwei unterschiedliche Ergebnisse. Auf dem linken Blot
der Abb.3.20 konnte gezeigt werden, dass der Primartumor als auch die Sekundartumore auf
der Ebene der Rekombination der schweren Kette klonal waren, was sich an dem
identischen Bandenmuster in der Analyse erkennen lief3. In einer gesunden Maus (hier die
GFP-Maus Experiment 13 #1) befinden sich die Immunoglobulingene in Zellen, die nicht zu
der B-Zelllinie gehdren, in der Keimbahnkonfiguration: es ist nur eine Bande auf dem
Southern Blot zu erkennen (mit einem blauen Pfeil gekennzeichnet). In den B-Zelltumoren ist
nicht nur die Bande der Keimbahnkonfiguration zu erkennen, sondern zuséatzlich noch zwei
weitere Banden (mit grinen Pfeilen gekennzeichnet). In dem Primartumor (E 15 Maus #6)
sind die Banden nur schwach zu erkennen jedoch in den retransplantierten Mausen (E18
und E21) kann man diese Banden erkennen, die durch die Rekombinationsereignisse in
beiden Allelen des urspriinglichen leukéamischen Klons zustande gekommen sind. Diese
analysierten Tumore sind also nicht nur auf der Ebene der retroviralen Integration, sondern

auch auf der Ebene der Rekombination der schweren Kette des Pra-B Zell Rezeptors klonal.
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Abbildung 3.20: Somatische Rekombination der schweren Kette des Pra-B-Zell-Rezeptors. Die
genomischen DNAs der FLT3-ITD Primér- und Sekundartumore, verdaut mit dem Restriktionsenzym
EcoRlI, wurden mit der fir das J-Fragment spezifischen Sonde JH3-4 hybridisiert. Als Kontrolle diente
eine Milzprobe einer Maus, die nur den GFP-Vektor trug.
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Anhand dieser Southern Blot Analyse auf der rechten Seite der Abb.3.20 ist erkennbar, dass
diese Runx1/FLT3-ITD Tumore nicht klonal fir die Rekombination der schweren Kette des
Pra-B Zell-Rezptors waren. Zu der Bande der Keimbahnkonfiguration (mit blauen Pfeilen
gekennzeichnet) sind zuséatzliche Banden und ein Schmier zu erkennen. Das Bandenmuster
des Primartumors (E15 Maus #9) stimmt nicht mit dem der retransplantierten Mausen #11
und #13 aus Experiment 21 Uberein. Dass diese analysierten Tumore klonal in Bezug auf die
retrovirale Integrationen waren, konnte mit der Southhern Blot Analyse aus Abb. 3.19 gezeigt
werden. Eine mogliche Erklarung dafir, dass die Tumore auf der Ebene der IgH-
Rekombination nicht klonal waren, kénnte sein, dass die Rekombination des Rezeptors in

den Zellen erst nach der retroviralen Integration stattfand.

3.7 ldentifizierung retroviraler Integrationsstellen in  FLT3-ITD
Tumorzellen

Allgemein besteht die Hypothese, dass FLT3-ITD als aktiviertes Onkogen allein nicht
ausreicht, um eine Leukamie auszulésen. Bei der Entstehung von Krebs bzw. Leukémien
spielen mehrere Faktoren sowie genetische Veranderungen eine Rolle (Hanahan und
Weinberg, 2000). Kooperierende Mutationen kénnen durch die Integration retroviraler
Vektoren zustande kommen. Die Insertion der Proviren in Gene, die fir verschiedene
Zellprogramme der Proliferation und Apoptose entscheidend sind, kdnnte hier letzten Endes
in Kooperation mit der FLT3-ITD Mutation zur Entstehung einer Leukamie gefiihrt haben. Die
Chance einer kooperierenden Mutation durch retrovirale Integration, ist bei dieser hohen
Anzahl an multiplen Integrationsseiten (2-5 pro Zellklon) erhdht. Um zu charakterisieren, ob
durch die zuféllige virale Integration in das Mausgenom ein oder mehrere Gene dysreguliert
sind, wurde eine LM-PCR (Ligation Mediated PCR) durchgefuhrt. Mit dieser PCR kdnnen
Provirus-flankierende DNA-Bereiche amplifiziert werden und durch die Sequenzierung dieser
DNA-Fragmente kdnnen so die viralen Integrationsstellen identifiziert werden. Per Southern
Blot Analyse werden die retroviralen Integrationsstellen nochmals mittels Hybridisierung des

Blots mit den LM-PCR isolierten Fragmenten kontrolliert.

3.7.1 LM-PCR

Mittels der LM-PCR Analysen wurden FLT3-ITD Primar- sowie FLT3-ITD Sekundartumore
analysiert. Anhand dieser speziellen PCR (Ligation Mediated PCR) ist es mdglich die

verschiedenen viralen Integrationsstellen im Mausgenom festzustellen. Zuerst wird eine PCR
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mit der genomischen DNA durchgefihrt, die auf dem Prinzip beruht, dass die benachbarten
DNA-Bereiche, ausgehend vom LTR des integrierten Provirus, amplifiziert werden. Die
erhaltenen PCR-Fragmente oder aber direkt aus dem Agarosegel eluierte DNA der
verschiedenen PCR-Fragmente, wurden anschlieend in einen fir die Sequenzierung
genutzten Vektor subkloniert. Die Sequenzierung wurde durchgefuhrt und die Sequenzen
wurden zuerst auf das Vorhandensein der retroviralen LTR Sequenz Uberprift. Anschliel3end
erfolgte der Vergleich der Sequenzen mit dem Mausgenom. Festgestellt wird, wo die
retrovirale Integration zu finden ist und ob es sich bei der Integration um eine Common
Integration Site (CIS) handelt. Eine CIS wird beschrieben als ein Genlocus, in dem zwei oder
mehrere voneinander unabhéngige Tumore eine provirale Integration aufwiesen (Uren et al.,
2005). Bei einer groRen Anzahl an Integrationsstellen, die sich auf das gesamte Genom
verteilen, ist es unwahrscheinlich, dass zwei Integrationsstellen zuféllig den gleichen
Genlocus betreffen und in zwei voneinander unabhéngigen Tumoren zu finden sind. So wird
angenommen, dass die Integrationsstellen durch ihren Einfluss auf die Genexpression einen
selektiven Vorteil fur die betroffenen Zellen haben kdnnen und somit zur Expansion eines
leukamischen Klons beitragen. Mit Hilfe der Datenbank RTCG (retrovirus tagged cancer
gene database/ Version mm9) ist es mdglich, die per LM-PCR identifizierten Gene auf die
Identifikation einer CIS zu uberprufen und sich andere Integrationen in der Nahe dieser

Integration anzeigen zu lassen.

3.7.2 LM-PCR von Experiment 15 Maus #6

Als erstes wurden FLT3-ITD Tumore analysiert, die von verschiedenen
Retransplantationsansatzen der Maus #6 aus Experiment 15 stammten. Das Schema 3.21

erlautert die Retransplantationen sowie welche Mause mittels LM-PCR untersucht wurden.
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Abbildung 3.21: Ubersicht der Retransplantation von FLT3-I[TD Tumoren. Fiur die
Retransplantationen wurden jeweils 1x10° Knochenmarkzellen (von Exp.15 #6 zu Exp.18) oder
Milzzellen (Exp.18 #10 zu Exp.21 und von Exp.21 #4 zu Exp.35) genutzt.

Die Daten der LM-PCR von Maus #6 aus Experiment 15 wurden exemplarisch fur die
folgende Darstellung ausgewdahlt. Alle anderen LM-PCR-Gelbilder und Tabellen zu den
verschiedenen identifizierten viralen Integrationsstellen werden im Anhang (5.1 und 5.2)

gezeigt.

Zur Untersuchung der verschiedenen retroviralen Integrationen wurde genomische DNA der

Maus #6 aus Experiment 15 isoliert und fur die LM-PCR eingesetzt.
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Abbildung 3.22: LM-PCR Gelbild der
erhaltenen Fragmente fur Maus #6
Experiment 15. Fiur die vorangegangene
Restriktion wurden die Restiktionsenzyme A:
Pstl und B: Csp61 verwendet. Aus dem Gel
ausgeschnitten wurden sieben verschiedene
Fragmente mit unterschiedlichen Grol3en
(durch gelbe Pfeile gekennzeichnet) und in
einen Vektor fir die folgende Sequenzierung

1 (1100 bp) subkloniert.

2 (650 bp)
3 (500 bp)

4 (300 bp)
5 (200 bp)

6 (180 bp)
7 (100 bp)

Die Analyse der Sequenzen ergab durch das Vergleichen mit dem Mausgenom
(http://genome.ucsc.edu) folgende in der Tabelle 10 dargestellten Integrationsstellen: Fir die
Analyse wurde der UCSC genome mm9 browser (Mouse July 2007) benutzt.

Tabelle 10: Identifikation der viralen Integrationsstellen von Experiment 15 Maus #6. Gezeigt
werden die in der LM-PCR erhaltenen Fragmente, deren Grof3e, deren Integrationsstelle im

Mausgenom, die anhand von Sequenzvergleichen mit dem Mausgenom Uber die UCSC-Datenbank
erhalten wurden sowie die Gene, in denen oder dessen Nahe sich die Integration befindet.

Fragment | GréRe | Enzym | Integrationsstelle | Gene LTR
gefunden
1 1100 Pstl Chr.2:167,595,070 | Ptpnl/Cebpb Ja
bp
2 650 bp | Pstl Chr.1:137,182,796 | Timml7a Ja
3 500 bp | Psitl Chr.14:73,304,550 | Rcbtb2 Ja
4 300 bp | Psil Chr.1:520,687,55 | STAT4 Ja
5 200 bp | Psitl Chr.8:125,914,781 | Vektor Ja
6 180 bp | Psil Chr.5:118,826,788 | Thrap Ja
7 100 bp | Csp61 | Chr.5:118,695,236 | Vektor Ja
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Die Tabelle 10 zeigt, dass sieben verschiedene Fragmente unterschiedlicher Gré3e durch
die LM-PCR amplifiziert und aus dem LM-PCR Agarosegel herausgeschnitten wurden. Die
DNA wurde aus dem Gel eluiert und in einen fir die Sequenzierung gebrauchten Vektor
subkloniert. Unter den in der Tabelle dargestellten Integrationsseiten ist gezeigt, dass es sich
bei den Sequenzen der Integrationen in STAT4, Ptpn1/Cebpb, Rcbtb2, Timml17a und Thrap
um richtige Integrationen handelt wahrend zwei Sequenzen nur Vektorkontaminationen
waren. Fir die weitere Analyse wurden nur die Sequenzen, bei denen es sich um eindeutige
Integrationen handelte, verwendet. Bei den Integrationsstellen Rcbtb2 und Thrap stimmten
allerdings nur ca. 50 bp des sequenzierten LM-PCR Fragments und der Mausgenom
Sequenz Uberein. Unter allen identifizierten Integrationsstellen konnte nur Ptpnl/Cebpb als
sogenannte ,Common Integration Site* (CIS) identifiziert werden. Diese Integration wird
spater per Southern Blot Analyse Uberprift. Via LM-PCR wurde nicht nur der FLT3-ITD
Tumor aus Experiment 15 Maus #6 untersucht, sondern auch andere von diesem Tumor
retransplantierte Mause (siehe Abb.3.20). Diese Untersuchung sollte klaren, ob die
identischen oder aber unterschiedliche retrovirale Integrationsstellen in diesen

retransplantierten Tumoren auftraten.

Die detaillierten Daten flr die verschiedenen LM-PCRs der Maus #10 aus Experiment 18
und der Mause #4, #5 und #6 aus Experiment 35 sind im Anhang 5.1 und 5.2 abgebildet.

Tabelle 11: Zusammenfassung der per LM-PCR identifizierten retroviralen Integrationsseiten
von dem FLT3-ITD Priméartumor und den retransplantierten Tumoren. Die CIS sind rot
gekennzeichnet. Ein Schragstrich kennzeichnet, dass die Integration zwischen zwei Genen liegt.

Identifizierte Exp.15#6 | Exp.18 #10 | Exp.35 #4, #5
Integrationsstellen und #6
| Ptpn1/Cebpb | X - -
STAT4 X - X
Thrap2 X X X
CysLTR2/Rchtb2 X - -
Rock2/E2F6 - X X

Wie der Tabelle 11 zu entnehmen ist, wurden sechs verschiedene retrovirale
Integrationsseiten per LM-PCR identifiziert. Allerdings wurde Kkeine Integrationsseite
gefunden, die in allen drei FLT3-ITD Tumoren vorkam. STAT4 wurde in dem Primartumor
aus Maus #6 Experiment 15 sowie in den Tumoren der dritten Retransplantation gefunden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass mit der LM-PCR nicht alle retroviralen Integrationen, die in
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dem urspringlichen Tumor zu finden waren auch in den retransplantierten Mausen zu finden

sind. Die Grinde dafir missen diskutiert werden.

Tabelle 12: Detaillierte Daten der retroviralen Integrationen von Experiment 15#6, Experiment
18#10 und Experiment 35 #4, #5 und #6. In der Tabelle ist das Gen, die Position der Integration
sowie die Lage relativ zum Gen und die Orientierung der Integration zu entnehmen. (STRAB:
stromabwaérts, STRA: stromaufwarts).

Chromosom/ | Gen Relative Lage zum Gen Orientierung des  Provirus
Position der relativ zum Transkript
Integration

(bp)

1/520,68,755 STAT4 | 3667 bp Inverse Orientierung

Intron1, STRAB des
Transkriptionsstarts
12/16,877,147 | Rock2/ | 24637 bp STRA des | Gleiche Orientierung
E2F6 Transkriptionsstarts  von
Rock2

59376 bp STRAB des | Gleiche Orientierung
Transkriptionsendes von
E2F6

5/118,826,788 | Thrap 183940 bp STRA des | Inverse Orientierung
Gens
2/16,763,958 Ptpnl/ | 126869 bp STRA des | Gleiche Orientierung
Cebpb | Transkriptionsstarts
315040 bo STRAB des | Gleiche Orientierung

Transkriptionsendes

Vorerst werden die retroviralen Integrationsstellen fir Ptpnl/Cebpb und fiir STAT4, die per
UCSC BLAT Sequenzvergleich und anschlieBend mittels der RTCG Datenbank auf eine
,common integration site‘ Uberprift wurden, als Sequenzanalyse gezeigt. Bei den bereits
identifizierten 23 Integrationen, die in der N&he der gefundenen Integration bei Ptpn1/Cebpb
liegen, handelt es sich bei den Ausgangstumoren laut Datenbank um B-Zell, T-Zell sowie
myeloide Tumore und Lymphoma. Bei Ptpnl (protein tyrosine phosphatase non-receptor
typel’) handelt es sich um eine Tyrosin-Phosphatase. Diese Phosphatase spielt unter
anderem eine Rolle im Kalzium-Influx von Zellen (Schulz et al. 2003): Analysen in der HEK-
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Zelllinie zeigten, dass die Transfektion von HEK-Zellen mit dem humanen Ptpnl zu einer
Inhibition des Kalzium Influx fihrte. Der Influx ist unter anderem durch die Tyrosin-
Phosphorylierung und Dephosphorylierung mittels Ptpn1 reguliert. Bei C/ebpb (,CAAT/
enhancer binding protein beta‘’) handelt es sich um ein Protein der bZIP Familie, das in die
Interleukin 6 Signaltransduktion eingebunden ist. Es ist in der Lage als Dimer an DNA zu
binden. C/ebpb kann auch Komplexe mit C/ebp alpha und gamma bilden. In der Abb. 3.22 ist

die identifizierte Integration im Zusammenhang mit beiden Genen Ptpnl und Cebpb gezeigt.
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Ptpn1 chr2:167,608,807-167,817,957

UCSC Gene Fredictions Based on RefSed, UniFrot, GenBank, and Comparative Genomics

N

C/ebpb Chr2:167,500,000-167,650,000

S0 Kb} i

1
16755a008| 167600008|
retrovirus insertions

Your Sequence from Blat Search '

UCSC Genes Based on Ref3ed, UniFrot, GenBank, CCD3 and Comparative Genomics
1

1]

L

Abbildung 3.23: Identifizierte Integration in der Nahe des Ptpnl Gens und des C/ebpb Gens. Die
obere Abbildung zeigt einen Ausschnitt des Chromosoms zwei zwischen 167,608,807 bp und
167,817,957 bp. Durch blaue Striche sind die Integrationen markiert, die von anderen Arbeitsgruppen
identifiziert wurden und als rotes Dreieck ist die Uber die LM-PCR identifizierte Integration sowie die
Orientierung in dem FLT3-ITD Tumor aus Experiment 15 Maus #6 dargestellt. Der Pfeil unter dem
Gen Ptpnl zeigt die Transkriptionsrichtung. Die untere Abbildung zeigt einen Abschnitt des
Chromosoms 2 an der Position 167,500,000 bp und 167,650,000 bp. Die identifizierte Integration und
die Orientierung ist als rotes Dreieck dargestellt und befindet sich an der identischen Position wie in
der oberen Abbildung. Die Transkriptionsrichtung von C/ebp beta ist als schwarzer Pfeil dargestellt.
Die bereits von anderen Arbeitsgruppen identifizierte CIS sind mit blauen Strichen dargestellt.

Anhand der Sequenzanalyse mittels der RTCG Datenbank konnte gezeigt werden, dass es
sich bei dieser Integration um eine ,common integration site‘ handelt und dass sich die
Integration in einer Region befindet, in der gehauft virale Integrationen (in der Abbildung mit
blauen Strichen gekennzeichnet) gefunden werden. Die Integration des Provirus, welche in
der Abb.3.23 mit einem roten Dreieck gekennzeichnet ist, liegt in der gleichen Orientierung
wie das Ptpnl als auch das Cebpb Transkript und liegt stromaufwérts von Ptpnl und

stromabwarts von Cebpb. (siehe Tabelle 12). Welche Auswirkung die Integration in dieser
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Region auf die Expression beider Gene in den FLT3-ITD Tumoren hat, wird spater per RT-
PCR analysiert.

Auch im STAT4 Gen wurde eine Integration per LM-PCR ermittelt; auch hier erfolgte ein
Abgleich der Sequenz mit dem Mausgenom mittels der UCSC-Datenbank. STAT4 ist
normalerweise nicht mit B-Zellen assoziiert, sondern ein wichtiger stromabwarts Effektor im
Interleukin 12 (IL12) abhangigen Signalweg in der Entwicklung von T1-Helferzellen. Dabei
sekretieren Makrophagen und dendritische Zellen IL12, welches am Interleukin-Rezeptor
bindet. Durch die Aktivierung des Rezeptors phosphoryliert die Janus Kinase 2 (JAK2) den
Rezeptor sowie STAT4. Aktiviert werden auch MKK6 und p38, die STAT4 am Serinrest 721
phosphorylieren und so zur vollen transkriptionellen Aktivierung des Gens beitragen.

Chr1:52 063.422-52 090,745
10 kb} |
| 52070000| 52075008| 52080000 52055000| s2690000|
retrovirus insertions
Your Sequence from Blat Search
Yours
UCSC Genes Based on REFSECI, UniProt, Genaank, CCDE and Comparative Genomics
taAt4 B e e e e T T T T TR TR T PRUTEEN i
Stat4 mm } { I
RefZeq Genes
[ i i

L

Abbildung 3.24: Identifizierte Integration in STAT4 ermittelt via LM-PCR von Maus #6 aus
Experiment 15. Die Integration liegt im Intron Nr.1 (Chr.1:520,687,55) in der entgegengesetzten
Richtung des STAT4 Transkripts. Das rote Dreieck kennzeichnet die Orientierung des Provirus und
der schwarze Pfeil kennzeichnet die Orientierung des Transkripts.

Wie per Sequenzvergleich gesehen werden konnte, handelt es sich bei dieser Integration in
STAT4 um keine CIS. Die Integration befand sich in Intron 1 in der entgegengesetzten
Orientierung des STAT4 Transkripts. Wie sich die Integration auf die Expression von STAT4
auswirkte, wird spater mittels quantitativer PCR dargestellt. Zunachst aber erfolgte die
Uberpriufung der verschiedenen retroviralen Integrationen per Southern Blot Analyse, um die
identifizierte Integration nachzuweisen und um zu priufen, ob es sich vielleicht
falschlicherweise um eine per LM-PCR identifizierte Integration eines endogenen Retrovirus,
einer Integration, die nur in einer kleinen Subpopulation der Tumorzellen vorhanden war oder

aber einer unspezifischen Bindung der in der PCR verwendeten Primer handeln kénnte.
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3.7.3 Uberprifung der Integrationsseiten per Southern Blot Analyse

Fur die verschiedenen Southern Blot Analysen wurden die genomischen DNAs

verschiedener FLT3-ITD Milzen mit Restriktionsenzymen verdaut und anschlieend auf ein

Agarosegel aufgetragen. Durch die Gelelektrophorese wurde die fragmentierte genomische

DNA der Gr6Re nach aufgetrennt und anschlieBend auf eine PVDF-Membran transferiert.

Die Membranen wurden spater mit P*>-markierten Sonden hybridisiert, wobei es sich um die

per LM-PCR identifizierten Fragmente handelt.

23 kb

9,4kb

6,6 kb

-)

4,4kb

Bglll

Sonde: Ptpn1/Cebpb

Abbildung 3.25: Southern Blot
Analyse der Ptpn1/Cebpb-
Integration.

Die genomischen DNAs der C57BL/6
Kontroll-Milz sowie der FLT3-ITD
Tumore aus Experiment 21 #4 und
Experiment 18 #10 wurden mit zwei
verschiedenen Enzymen geschnitten
(links: BamHI und rechts Bglll) und
mit der Ptpnl/Cebpb-Sonde
hybridisiert. Die Integration war per
Southern Blot in den FLT3-ITD
Tumoren eindeutig nachzuweisen.
Die blauen Pfeile kennzeichnen die
endogenen Ptpnl Allele, wahrend die
grinen Pfeile die durch die
Integration veranderten Allele
kennzeichen.

110



Ergebnisse

Anhand des Blots konnte die per LM-PCR identifizierte Ptpn1/Cebpb Integration in zwei aus
Experiment 15 Maus #6 retransplantierten Sekundartumoren nachgewiesen werden (siehe
Abb. 3.25). In der Kontrollmilz aus einer C57BL/6 Maus konnte nur eine endogene Bande
nachgewiesen werden, wéhrend durch die retrovirale Integration die Zerstérung des anderen
Allels in den Sekundartumoren durch das Vorhandensein einer weiteren Bande (mit einem
grinen Pfeil in Abb.3.24 gekennzeichnet) sichtbar war. Per LM-PCR konnte die
Ptpnl/Cebpb-Integration nur in dem Primartumor der Maus #6 aus Experiment 15
nachgewiesen werden. Somit ist ein Nachteil der LM-PCR Methode sichtbar geworden.
Durch die LM-PCR Analyse wurden nicht alle retroviralen Integrationen identifiziert, sonst
ware die Ptpnl/Cebpb-Integration auch in den Sekundartumoren nachweisbar gewesen. Es
steht dennoch aul3er Frage, dass es sich bei der Ptpnl Integration um eine echte retrovirale

Integration handelte.

Die Integration in STAT4 wurde auch per Southern Blot in FLT3-ITD Sekundartumoren
Uberpruft (siehe Abb. 3.26).
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Abbildung 3.26: Nachweis der retroviralen Integrationsseite STAT4. Die verschiedenen
genomischen DNAs von FLT3-ITD Primér- und Sekundartumoren (Retransplantationen 1 bis 3 sind
durch gebogene blaue Pfeile und die Ziffern 1 bis 3 gekennzeichnet.) wurden mit dem Enzym EcoRl
gespalten und per Southern Blot Analyse auf die STAT4 Integration untersucht. Die Integration von
STAT4 ist in allen Sekundartumoren nachweisbar. Die Ausnahme bilden die drei Tumore aus
Experiment 15 #9 und aus Experiment 20.

Anhand des Southern Blots konnte die STAT4 Integration in allen analysierten

Sekundartumoren aus den Experimenten 18 und 21 sowie in dem FLT3-ITD Primartumor

aus Maus #6 Experiment 15, nachgewiesen werden. Der leukdmische Klon, der aus
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Maus #6 aus Experiment 15 retransplantiert wurde und klonal war (siehe 3.6), zeigte in allen
analysierten Sekundartumoren auch eine STAT4 Integration. Allerdings sind die Intensitaten
der beiden Banden, (endogene und durch die retrovirale Integration entstandene Bande)
nicht in allen Tumoren gleich stark wie z.B. bei Maus #4 aus Experiment 21. Dies kdnnte
damit zusammenhangen, dass fur die Analyse Tumore genutzt wurden, die nicht 100% GFP-
positiv waren und somit dementsprechend noch ein Teil an normalem Milzgewebe
vorhanden war, der die Intensitat der endogenen Bande beglnstigte. In den Runx-1/FLT3-
ITD Tumoren aus Experiment 15 und 21 war keine retrovirale Integration von STAT4
nachweisbar. Damit wurde gezeigt, dass es sich auch bei der STAT4-Integration um eine
echte Integration handelte, die in allen aus Maus #6 des Experiments 15 retransplantierten
FLT3-ITD Sekundartumoren mittels Southern Blot Analyse jedoch nicht mittels LM-PCR in

allen Tumoren nachweisbar war.

3.7.4 Analyse der mRNA Expression von Ptpnl/Cebpb und STAT4 in
FLT3-ITD Tumoren

Die Insertion eines Retrovirus in das Genom kann verschiedene Folgen fur die Gene oder
aber Promotorregionen, in die der Provirus fiir die Expression der Gene integriert, haben.
Um den Effekt der retroviralen Insertion in den FLT3-ITD Tumoren fur die Gene STAT4 und
Ptpn1/Cebpb zu studieren, wurde aus verschiedenen FLT3-ITD Tumoren RNA isoliert, in

cDNA umgeschrieben und anschliel3end fur eine PCR eingesetzt.

Fur die quantitative PCR (realtime-PCR) in der die mRNA Expression von STAT4 analysiert
werden sollte, wurden als Kontrollen cDNAs, die aus C57BL/6 Mausen sortierten Pro-B
Zellen (B220/CD43 positiv und IgM negativ) sowie Pra-B Zellen (B220 positiv, CD43 und IgM
negativ) gewonnen wurden, genutzt. Als Probe fir myeloide Zellen diente die Zelllinie
FDCP.1 und als Standard wurde ein B-Zell Tumor genutzt, der sich in der Differenzierung
weiter als das Pra-B Zellstadium befand und somit positiv fir den Oberflachenmarker IgM
war. Als Proben fur FLT3-ITD Tumoren wurden cDNAs von Knochenmark und Milz

retransplantierter Mause eingesetzt.
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Realtime-PCR STAT4

Relative mRNA Expression
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Abbildung 3.27: Realtime PCR Ergebnisse fir die relative mRNA Expression von STATA4.
Untersucht wurden drei retransplantierte FLT3-ITD Mause aus Experiment 35, die eine STAT4
Integration aufwiesen (siehe Southern Blot Analyse XXX) im Vergleich zu sortierten Pro-B Zellen
(B220/CD43 positiv, IgM negativ), Pra-B-Zellen (B220 positiv, negativ fur IgM und CD43) einer
myeloiden Zelllinie FDCP.1 und einem IgM positiven B-Zelltumor (BCT). Die relative mRNA
Expression von STAT4 ist im Knochenmark (KM) und in der Milz (M) der FLT3-ITD Tumore mit der
Integration 6- bis 7-fach in Bezug auf die Kontrollen erhdht. Die PCR Ergebnisse der Ladekontrolle
HPRT sind bereits auf die Werte der STAT4 Expression abgeglichen.

Wie in Abb. 3.27 zu sehen ist, ist die relative mRNA Expression fur STAT4 in den
Tumorzellen aus den Mausen #4 bis #6 des Experiments 35 6- bis 7-fache erhoht. Als
Standard (1) wurde der IgM positive B-Zelltumor (BCT) ausgewéhlt. Die Expression von
STAT4 ist in den myeloiden FDCP.1 Zellen im Vergleich dazu fast identisch. Die STAT4
Expressionslevel liegen in Pra-B Zellen bei einem Wert von 1,5 und bei den Pro-B Zellen bei
ca. 2,2 in Bezug auf die BCT Kontrolle. Die Insertion in STAT4 hatte zur Folge, dass die
Expression von STAT4 in Milz- und Knochenmark Tumorzellen aus Experiment 35 auf ein 6-

bzw. 7-fachen Wert der Kontrolle erhdht wurde.

Fur die RT-PCR zur Analyse der relativen mRNA-Expression von Ptpnl und Cebpb wurden
verschiedene cDNAs von retransplantierten FLT3-ITD Tumoren aus Experiment 18 und 21,
untersucht. Zugleich wurde von den identischen Proben eine Aktin-PCR angefertigt, um eine
cDNA Ladekontrolle zu haben. Wie anhand der Grafik 3.27 zu erkennen ist, wird Ptpnl in
allen analysierten retransplantierten FLT3-ITD-Tumoren mehr oder weniger stark exprimiert.

In blau sind in der Abbildung diejenigen Proben gekennzeichnet, in denen per Southern Blot
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Analyse bereits die Integration zwischen Ptpnl und Cebpb nachgewiesen wurde. Anhand
der PCR-Ergebnisse fir Cebpb ist klar zu erkennen, dass in den Tumoren mit der
identifizierten Integration so gut wie kein Transkript im Gegensatz zur C56BL/6 Kontrolle
gebildet wurde. Die Integration scheint eine Herunterregulation der Cebpb-Expression
bewirkt zu haben. Es ist festzuhalten, dass Ptpnl in den FLT3-ITD Tumoren, die die
Integration zwischen den beiden Genen Ptpnl und Cebpb aufwiesen, exprimiert wird.

Clebpb dagegen wird kaum oder in nicht detektierbaren Mengen in den Tumoren exprimiert.

Abbildung 3.28: Gelbild der Ptpnl
und der Cebpb-RT-PCR von
verschiedenen Sekundartumoren.

Die Expression von Ptpnl wurde per
PCR mit verschiedenen FLT3-ITD
retransplantierten Proben untersucht.
Das PCR Produkt, welches gebildet
wurde, war fir Ptpnl 173 bp grof3, fur
die Ladekontrolle Aktin war das PCR-
Produkt 493 bp gro3. In blau
gekennzeichnet sind die Tumore, in
denen per Southern Blot Analyse
bereits eine retrovirale Integration
festgestellt wurde. Ptpnl wird in allen
analysierten Tumoren mehr oder
weniger  stark  exprimiert.  Die
Expression von Cebpb wurde auch
per PCR mit verschiedenen FLT3-
- Cebpb ITD retransplantierten Proben

untersucht. Die blau
500bp - Aktin gekennzeichneten Proben zeigten in
der Southern Blot Analyse eine

Integration. Clebpb wird in den
Tumoren kaum exprimiert

200bp

500bp

300bp |

3.7.5 LM-PCR von Experiment 21 Maus #11 und #13

Um weitere FLT3-ITD Tumore auf ihre retroviralen Integrationsseiten zu analysieren, wurden

zwei Sekundartumore, die aus der FLT3-ITD/Runx1 positiven Maus 9 des Experiments 15
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retransplantiert wurden, ausgewahlt (siehe Abb. 3.29) Mittels dieser LM-PCR sollte auch
untersucht werden, ob diese Tumore, die die gleiche CD43/B220 positive Zellpopulation wie
die Tumore, die nur mit FLT3-ITD allein aufgetreten sind, gleiche Integrationsstellen
aufwiesen. Fir die LM-PCR wurde die genomische DNA aus dem Milzgewebe isoliert und fur

die PCR sowie die folgenden Southern Blot Analysen eingesetzt.

FLT3-ITD/ Runx1

Analysierte Mause:

Exp.21 # 11 und #13
Exp.15#9  Exp.21 P nl

1. Retransplantation

Abbildung 3.29: Retransplantationsschema von FLT3-ITD/Runxl Mausen. Es wurden 1x10°

Knochenmarkzellen aus der Maus #9 des Experiments 15 in sublethal bestrahlte C57BL/6
Empfangertiere retransplantiert. Fur die LM-PCR der spéater an der B-Zell ALL erkrankter Mause
diente aus Milzgewebe isolierte genomische DNA.

Tabelle 13: Durch LM-PCR identifizierte Integrationsstellen in den Runx1/FLT3-ITD Mausen
Nummer 11 und 13 aus Experiment 21. Gezeigt werden die identifizierten Integrationsstellen aus
den zwei verschiedenen Runxl/FLT3-ITD Mausen und ob in den verschiedenen Sequenzen die
retrovirale LTR-Sequenz wiedergefunden wurde. Die CIS sind rot gekennzeichnet.

Identifizierte Exp.21 #11 Exp.21 #13 LTR gefunden
Integrationsstellen

Mrvil X X Ja

Ahil X - Ja

Tex9 X X Ja

Pagl X - Ja

Wwox - X Ja
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Tabelle 14: Detaillierte Daten der retroviralen Integrationen von Experiment 21#11 und 21#13. In
der Tabelle ist das Gen, die Position sowie die Lage der Integration relativ zum Gen und die
Orientierung der Integration zu entnehmen. (STRAB: stromabwarts, STRA: stromaufwarts).

Chromosom/ | Gen Relative Lage zum Gen Orientierung des Provirus

Position der relativ zum Transkript

Integration

(bp)

10/208,033,36 | Ahil | 3172 bp Inverse Orientierung
STRAB des

Transkriptionsendes
7/118,097,851 Mrvi1| 8150 bp STRA des | Inverse Orientierung

Transkriptionsstarts im

ersten Intron
3/98,329,36 Pag 694 bp STRAB des | Gleiche Orientierung
Transkriptionsstarts, im

ersten Exon
9/723,145,90 Tex9 25173 bp STRAB des | Gleiche Orientierung
Transkriptionsstarts im 9.

Intron
8/117757,936 | Wwox | 794340 bp STRAB des | Gleiche Orientierung
Transkriptionsstarts im

letzten Intron

Anhand der Zusammenfassung ist erkenntlich, dass sich unter den identifizierten retroviralen
Integrationsstellen zwei verschiedene CIS befanden. Im Folgenden sollte die Integration in

dem Mrvil Gen weiter untersucht werden.

Nach der Uberprifung des sequenzierten LM-PCR Fragments auf die retrovirale LTR-
Sequenz, wurde die Sequenz mit der RTCG Datenbank verglichen. Es ist ersichtlich, dass es
sich auch bei Mrvil um eine CIS handelt. Mrvil, welches als Synonym auch IRAG genannt
wird, wurde zuerst als ein putatives Tumorsupressorgen identifiziert, welches hé&ufig durch
das Mouse—AIDS-related virus (MRV) zerstort ist (Shaughnessy JD Jr. Et al., 1999). Von
dem Protein existieren mehrere Isoformen. Weiterhin interessant ist, dass Mrvil auch in den
Kalzium-Signalweg involviert ist. Das Protein ist in der Lage den IP3-Rezeptor zu binden und

so den Kalziumfluss zu inhibieren.
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Die Sequenzanalyse in Abb. 3.30 zeigt, dass Mrvil eine common integration site ist, zwei
weitere Integrationen, die von anderen Arbeitsgruppen gefunden wurden, liegen
stromabwarts der in den Runxl/FLT3-ITD Tumoren identifizierten Integrationen. Die
Integration des Provirus ist in der entgegengesetzten Richtung der zwei abgebildeten
Transkripte gelegen. Ob die Integration in diesem Gen echt ist und keine Integration ist, die
falschlicherweise durch endogene Retroviren in der LM-PCR gezeigt wurde, sollte die
anschlielende Southern Blot Analyse zeigen. Dabei wurden die genomischen DNAs von
verschiedenen FLT3-ITD Und den FLT3-ITD/Runx1-Tumoren mithilfe von EcoRI geschnitten
und anschlieBend der GrolRe nach in der Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Die
Fragmente wurden auf eine Membran Ubertragen, die dann mit dem P32-markierten in der

LM-PCR identifizierten Mrvil Fragment hybridisiert wurde.

Mrvi1 chr7:117,997,350-118,130,683

| 4

UCSC Gene Fredictions Based on RefSeq, UniProt, GenBank, and Comparative Genomics
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Abbildung 3.30: Integration des Provirus in die CIS Mrvil. Die Integrationen, die in den beiden
Méausen #11 und #13 aus dem Experiment 21 gefunden wurden, sind als rote Dreiecke, die
gleichzeitig die Richtung der Integration anzeigen, gekennzeichnet. Die schwarzen Pfeile zeigen die
Richtungen der Mrvil Transkripte an. Die blauen Striche kennzeichnen Integrationen, die bereits in
anderen Tumoren in Mrvil identifiziert wurden.
Die Southern Blot Analysen zeigen, dass in den retransplantierten FLT3-ITD Mausen aus
Experiment 18 und 21 im Gegensatz zu dem Runx1/FLT3-ITD Primartumor aus Experiment
15 Maus #9 sowie in den retransplantierten Sekundartumoren aus Maus #11 und #13 des
Experiments 21 keine Mrvil-Integration vorliegt. In beiden Mausen wurde zuvor auch per
LM-PCR die Integration nachgewiesen. Die Integration bestand augenscheinlich schon in
dem Primé&rtumor. Die Southern Blot Analyse der unabhangigen FLT3-ITD Tumore aus
Experiment 21 zeigt keine Integration in Mrvil, was dadurch gekennzeichnet ist, dass keine
zweite rekombinierte Bande im Gegensatz zu den Runx1/FLT3-ITD Tumoren in der Abb.3.31
auf den Blot zu erkennen war. Es steht also fest, dass die Integration bisher nur in den per
LM-PCR analysierten Runx1/FLT3-ITD Tumoren auch per Southern Blot identifiziert werden
konnte.
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Abbildung 3.31: Southern Blot Analyse der mit dem Restriktionsenzym EcoRI| verdauten
genomischen DNA von verschiedenen FLT3-ITD Sekundartumoren. Als Sonde wurde das Mrvil-
Fragment der LM-PCR verwendet. In den FLT3-ITD Tumoren ist nur die Bande fir das endogene
Mrvil zu sehen (mit blauem Pfeil gekennzeichnet) wahrend in den FLT3-ITD/Runx1l Tumoren die
durch die Integration entstandene Bande (durch einen griinen Pfeil gekennzeichnet) eindeutig zu
erkennen ist. Der gebogene blaue Pfeil mit den beiden Ziffern 1 und 2 kennzeichnet die
stattgefundenen Retransplantationen.

A: Sonde Mrvil
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B: Sonde Mrvil

3.7.6 Analyse der relativen mRNA Expression von Mrvil in den
Runx1l/FLT3-ITD Tumoren

Welchen Einfluss die Integration auf die Genexpression von Mrvil hatte, wird im Folgenden
durch eine RT-PCR untersucht. Dazu wurden die verschiedenen RNAs aus
Sekundartumoren, die eine Mrvil Integration in der Southern Blot Analyse aufwiesen, isoliert,
in einer reversen Transkriptase-Reaktion zu cDNA umgeschrieben und dann einer PCR

unterzogen.

Anhand der Abbildung ist zu erkennen, dass Mrvil in den FLT3-ITD Tumoren, die eine Mrvil
Integration aufwiesen (E1#1 und E1#2) nur sehr schwach bis nicht mehr detektierbar
exprimiert wird. Allerdings zeigt auch die cDNA-Ladekontrolle (Aktin-PCR), dass im Vergleich
zu dem IgM positiven B-Zelltumor (BCT) und zu dem Sekundartumor aus Experiment 35
weniger cDNA eingesetzt wurde. Der FLT3-ITD Sekundartumor, in dem keine Integration in
Mrvil festgestellt werden konnte, zeigte genau wie die Positivkontrolle BCT eine Mrvil-
Bande auf dem Agarosegel. Um eine genaue Aussage uber die Expression von Mrvil in den
Tumoren, die eine Mrvil Integration aufwiesen, zu treffen, misste eine quantitative PCR
durchgefuhrt werden. Es kann jedoch davon ausgegangen werden, dass Mrvil in den

Tumoren nur sehr schwach exprimiert wurde. Fest steht jedoch, dass es sich bei dieser

119



Ergebnisse

Mrvil Integration um eine echte Integration handelt (siehe Abb. 3.31), die bereits im

Primartumor nachweisbar war.

Mrvi1

Abbildung 3.33: RT-PCR von Sekundéartumoren, die eine Mrvil Integration aufwiesen. Die
Abbildung zeigt die RT-PCR von Sekundartumoren, die eine Mrvil Integration aufwiesen (E1) und von
Sekundartumoren, die keine Integration aufwiesen (E35). Als Kontrolle wurde ein IgM positiver B-Zell
Tumor aufgetragen und als cDNA negative Kontrolle wurde eine Wasserprobe mitgefuhrt. Als
Ladekontrolle wurde eine Aktin-PCR mit denselben Proben durchgefuhrt. Mrvil wird in den
Sekundartumoren aus Experiment 1 nur sehr schwach bis nicht mehr detektierbar exprimiert.

3.7.7 LM-PCR von Experiment 42 Maus #6, #7, #8 und #9

Um weitere retrovirale Integrationsseiten von voneinander unabhangigen FLT3-ITD Tumoren
Zu untersuchen, musste erneut eine LM-PCR durchgefiihrt werden. Die Sequenzierung der
LM-PCR Fragmente der vier verschiedenen Mause ergab die Identifikation von sechs
Integrationen, in denen die retrovirale LTR nachweisbar war (siehe Anhang 5). Drei der
Integrationen konnten als CIS identifiziert werden, wobei zwei im Weiteren in den FLT3-ITD
Tumoren naher analysiert werden sollen. Dabei handelt es sich um Tob2 und Dgkd. Tob2
gehort zu der Familie der anti-apoptoischen BTG Proteine. Das erste Mitglied dieser Familie,
BTG1, wurde in der Nahe einer chromosomalen ,Breakpoint’ Translokation gefunden, die in
chronischen B-Zell Leuk&amien identifiziert wurde. Tob2 ist auch in den Kalzium-Stoffwechsel
eingebunden; so zeigte die Arbeitsgruppe von Yamamoto in 2008, dass Tob2 an den
Vitamin3 Rezeptor binden kann, welches zur Inhibiton von Kalzium-Flux fihrt. DGKD

(Diacylglycerol Kinase delta) ist in der Lage, das Produkt Diacylglycerol (DAG) der Spaltung
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von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) durch die Phospholipase C (PLC) in
Inositoltriphosphat (IP3) zu phosphorylieren. Diese Kinase reguliert eine Vielzahl von
Signalproteinen wie PKC und Phospholipase C. Es ist bekannt, dass PLCy durch den Pra-B-
Zell Rezeptor oder aber den B-Zell Rezeptor aktivert wird und so PIP, in DAG und den
sekundaren Botenstoff IP; spaltet, welches an den IP;-Rezeptor bindet und so zur Kalzium-

Ausschittung und Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren fiihrt.

Tabelle 15: Zusammenfassung der LM-PCR Ergebnisse fir die analysierten Mause aus
Experiment 42. Gezeigt werden die identifizierten Integrationsstellen, ob das retrovirale LTR in der
Sequenz wiedergefunden wurde und die verschiedenen Mause #6 bis #9, in denen die Integration
gefunden wurde. Eine per LM-PCR identifizierte Integration ist mit einem X gekennzeichnet. Die
Identifikation als eine CIS ist mit einem roten Kasten markiert. Die Integration zwischen zwei Genen ist
mit einem Schrégstrich markiert.

Identifizierte Exp.42 #6 Exp.42 #7 | Exp.42 #8 | Exp.42 #9 LTR
Integrationsstellen gefunden

Trim19 X - - - Ja
| Tob2 | - X - - Ja
Pip4k2a - - X - Ja
Plcxd3 - - X - Ja
| ngd/Sag| - - - X Ja
Abcd9/ Vps37b - X - - Ja

Tabelle 16: Detaillierte Daten der retroviralen Integrationen von Experiment 42#6, #7, #8 und #9.
In der Tabelle ist das Gen, die Position sowie die Lage relativ zum Gen und die Orientierung der
Integration zu entnehmen. (STRAB: stromabwaérts, STRA: stromaufwarts).

Chromosom/ | Gen Relative Lage zum | Orientierung des Provirus
Position der Gen relativ zum Transkript
Integration
(bp)
12/714,500,90 | Trim19 1489 bp Inverse Orientierung

STRA des

Transkriptionsstarts

121




Ergebnisse

Chromosom/ | Gen Relative Lage zum | Orientierung des Provirus
Position der Gen relativ zum Transkript
Integration

(bp)

5/124,501,431 | Abcd9/ 10435 bp STRAB | Inverse Orientierung
Vps37b | des Transkriptions-
endes von Abcd9
19162 bp STRA des | Inverse Orientierung
Transkriptionsstarts
von Vsp37b
2/188,773,08 Pipdk2a | 42440 bp STRAB | Inverse Orientierung
des Transkriptions-

starts im  ersten

Intron
1/897,531,20 Dgkd/ 3258 bp STRAB des | Gleiche Orientierung
Sag Transkriptionsstarts
von Dgkd

11388 bp STRA des | Gleiche Orientierung
Transkriptionsstarts

von Sag

Die vorher erlauterten CIS wurden nur jeweils einmal in Maus #7 (Tob2) und in Maus #9
(Dgkd) gefunden: Es gab keine Integrationsstelle, die in den vorher analysierten Mausen
gefunden wurde, noch eine Integration die unter den Méausen des Experiments 42 gleich war.
Die Sequenzanalyse der Maus #7 des Experiments 42 (siehe Abb. 3.34) zeigte, dass sich
die Integration des Provirus stromaufwarts von dem Gen Tob2 befand und dass die
Orientierung umgekehrt zu dem des Transkripts war. Auch zwei andere Integrationen
wurden in der N&he der FLT3-ITD B-Zelltumoren gefunden. Welche Auswirkung die
Integration an dieser Stelle auf die relative mRNA Expression von Tob2 hatte, wird in 3.7.8
mittels einer RT-PCR des FLT3-ITD Tumors aus Maus #7, in der die Integration identifiziert
wurde, gezeigt. Die Sequenzanalyse der Maus #9 des Experiments 42 zeigte, dass sich die
retrovirale Integration in Dgkd befand und das ganz in der Nahe von drei anderen

Integrationen, die Uber die RTCG Datenbank identifiziert wurden. Die Integration liegt in der
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entgegengesetzten Richtung der gebildeten Transkripte von Dgkd. Ob es sich um echte
Integrationen handelte, wurde per Southern Blot Analyse von FLT3-ITD Tumoren tberpruft.

Tob2 chr15:81,674.743-81.694.496

UCSC Gene Fredictions Based on RefSeq, UniProt, GenBank, and Comp!rative Genomics
== ————

A
Dgkd chr1:89,742,000-89,842,000
1
|
| 4
Refseq Genes
b -4 fH—== b= H%H-‘f.
R

Abbildung 3.34: A: Vergleich der erhaltenen Sequenz des LM-PCR Fragements fir Tob2
anhand der RTCG-Datenbank. Das rote Dreieck kennzeichnet die Richtung sowie den Ort der
Integration des Provirus im Mausgenom. Der schwarze Pfeil zeigt die Orientierung des Tob2
Transkriptes. Die Integration liegt in der Nachbarschaft zweier aus zwei unabhangigen Tumoren
identifizierter Integrationen. B: Vergleich der erhaltenen Sequenz des LM-PCR Fragments flr
Dgkd anhand der RTCG Datenbank. Das rote Dreieck kennzeichnet die Richtung sowie die
Integrationsstelle des Provirus. Die schwarzen Pfeile kennzeichnen die Orientierung der beiden von
Tob2 gebildeten Transkripte. Die Integration liegt in einem Locus, in dessen Néhe bereits drei andere
retrovirale Integrationen gefunden wurden.

Fur die Southern Blot Analysen wurden genomische DNAs aus Tumoren der FLT3-ITD
Mause isoliert, mit Restriktionsenzymen geschnitten und die erhaltenen Fragmente Uber
Agarosegelelektrophorese der GroRe nach aufgetrennt. Anschlieend wurden die Fragmente
Uber ein Blot-Verfahren auf eine Membran Ubertragen und mittels einer Sonde, die aus dem
jeweiligen LM-PCR Fragment bestand und mit dessen Hilfe die Integrationsstellen
identifiziert werden konnten, hybridisiert. Anhand der Southern Blot Analyse mit der Tob2
Sonde konnte gezeigt werden, dass es sich bei dieser Integration um eine echte Integration
handelte, die allerdings nur in der Maus #7 des Experiments 42 nachgewiesen werden
konnte und nicht in anderen unabhangigen FLT3-ITD Tumoren des Experiments 42 sowie in
den retransplantierten Tumore aus Experiment 18 und 21 (siehe ADbb.3.35). Bei dem
Nachweis der Dgkd Integration stellten sich zwei Probleme: Erstens wurde festgestellt, dass
sich in der per LM-PCR identifizierten Integration am Anfang der Sequenz ca. 40 bp
befanden, die repetitiv waren. Das bedeutet, dass diese kurze Sequenz auf vielen

Chromosomen zu finden war. Hand in Hand damit ging das zweite Problem, dass die
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hergestellte Sonde ebenfalls diese repetitive Sequenz enthielt und somit auf dem Southern
Blot auch diese zahlreichen repetitiven Sequenzen markierte. Es war schwierig am
Bandenmuster zu erkennen, was die rekombinante Bande fir die Dgkd-Integration war und
welches die repetitiven Elemente (siehe Abb. 3.36). Der Southern Blot kann so nicht

eindeutig ausgewertet werden.

- - -~
96 kb
6,6 kb
o
4.4 kb
%S e %S %
LR BB BB B
Sonde: Tob2

Abbildung 3.35: Southern Blot Analyse zur Untersuchung der Tob2 Integration.

Dargestellt sind die mit EcoRIl geschnittenen DNAs aus der Milz von Sekundartumoren aus
Experiment 18 und 24, sowie voneinander unabhangige FLT3-ITD Tumore aus Experiment 42. Es ist
nur eine durch die Integration entstandene Tob2 Bande (mit grinem Pfeil gekennzeichnet) in der
Probe der Maus #7 aus Experiment 42 zu erkennen. Die anderen FLT3-ITD Tumore zeigten nur eine
endogene Tob2-Bande (mit griinem Pfeil gekennzeichnet).
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Abbildung 3.36: Analyse
der retroviralen Integration
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3.7.8 Analyse der relativen mRNA Expression in Maus #7 Experiment 42

Im Weiteren sollte geklart werden, welche Auswirkung die Integration in der Nahe von Tob2
fur die Expression des Gens in der Maus 7 des Experiments 42 hatte. Die Integration konnte
per Southern Blot Analyse nur in dieser Maus eindeutig nachgewiesen werden (siehe Abb.
3.35). Fiur die RT-PCR wurde RNA aus Knochenmarkzellen der Maus isoliert und mittels
reverser Transkription in cDNA umgeschrieben. Mithilfe der anschlieRenden PCR konnte die
relative mRNA Expression von Tob2 in dem FLT3-ITD Tumor untersucht werden. Zusammen
mit einer Aktin-PCR, um die Mengen der eingesetzten cDNAs vergleichen zu kénnen, wurde
die Tob2 PCR angefertigt. Es zeigte sich, dass Tob2 in dem FLT3-ITD #7 Tumor Experiment
42 uberexprimiert wurde (siehe ADbDb.3.35). Ein anderer FLT3-ITD Tumor aus Maus 9
Experiment 42 zeigte in der Southern Blot Analyse keine Integration und wurde als negativ-
Kontrolle in der PCR aufgetragen. In dem Knochenmark dieser Maus zeigte sich eine
moderate Expression von Tob2, nahezu vergleichbar mit der Expression im Knochenmark
einer C57BL/6 Maus. Die Aktin-PCR zeigte, dass fir die Probe aus Maus 9 im Gegensatz zu
den anderen beiden Proben mehr cDNA genutzt wurde. Die Wasserkontrolle zeigte keine
Bande und somit die Spezifitdt der gebildeten PCR Produkte fir Aktin als auch fur Tob2.
Weitere Analysen mit Hilfe der quantitativen Realtime PCR sollen zeigen, wie hoch genau
die relative mRNA Expression in der Probe E42 #7 im Gegensatz zu anderen FLT3-ITD

Tumorproben ist, die keine Integration in der Nahe der common integration site Tob2 haben.
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Abbildung 3.37: Tob2 Expression in FLT3-ITD Tumoren mit und ohne Tob2 Integration. Gezeigt
ist eine PCR-Analyse von einem FLT3-ITD Tumor, in dem die Tob2-Integration festgestellt wurde
(Exp.42#7) und einem FLT3-ITD Tumor in dem keine Tob2-Integration identifiziert werden konnte. Als
Kontrollen dienten C57BL/6 Knochenmark und fiir die cDNA-Negativkontrolle ein Ansatz mit Wasser.
Als Ladekontrolle wurde eine Aktin-PCR angefertigt. Es ist zu sehen, dass Tob2 in dem Tumor #7 aus
Experiment 42 stark Gberexprimiert ist im Gegensatz zu dem Tumor #9 aus Experiment 42 in dem
keine Tob2 Integration festgestellt werden konnte.

Weiterhin ware es interessant, andere unabhangig voneinander entstandene FLT3-ITD
Tumore, per LM-PCR zu analysieren, damit die verschiedenen Integrationen, die bisher per
Southern Blot bestatigt wurden, auch in diesen Tumoren wiederzufinden. Nur so kann eine
eventuelle Kausalitat der retroviralen Integrationsseiten zur Entstehung einer Leuk&mie in
Kooperation mit der FLT3-ITD Mutation hergestellt werden. Desweiteren muissten diese
verschiedenen Gene zusammen mit FLT3-ITD dber retrovirale Vektoren in Mause
eingeschleust werden, um die Kooperation der beiden Mutationen im Zusammenhang mit

der Ausbildung einer Leukamie zu prufen.
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4 Diskussion

FLT3 Mutationen gehdren zu den h&ufigsten genetischen Veranderungen die in akuten
Leukdmien gefunden wurden. Die aktivierende FLT3-ITD Mutation, die durch eine Insertion
einer internen Tandem Duplikation (ITD) in der Juxtamembrandomane der Rezeptor
Tyrosinkinase entsteht, wird dabei haufiger in Leuk&miepatienten identifiziert als
Punktmutationen in den Kinasedomanen des Rezeptors. Da das FLT3-Gen haufig durch
Mutationen verandert ist, bietet der Rezeptor ein Ziel fir Therapieversuche mit Inhibitoren.
Ziel dieser Arbeit war es unter anderem, die Signaltransduktion von murinen FLT3-ITD
Tumorzellen zu charakterisieren, um im Weiteren die aktivierten Signalwege in diesen Zellen
zu hemmen. Fir die Hemmung wurden niedermolekulare Inhibitoren (PKC412; FLT3
Inhibitor, Ly294002; PI3K Inhibitor, U0126; MEK Inhibitor, PP2-Src-Kinase Inhibitor) oder
dominant negative Formen des STAT5-Proteins eingesetzt. So gelang es die fur FLT3-ITD
Tumorzellen essentielle Signalwege in Hinblick auf die Proliferation und Apoptose zu
bestimmen. Das zweite Ziel der Analysen der FLT3-ITD Tumorzellen war es zu untersuchen,
ob die FLT3-ITD Expression allein ausreichend war um die ALL auszulésen, oder ob
sekundére Mutationen in den Tumoren vorlagen, die die Leukdmogenese der Tumore erhoht
haben. Durch die Kombination von Southern Blot Analysen, um die retroviralen Integrationen
zu detektieren, und den Retransplantationsexperimenten, konnte gezeigt werden, dass die
FLT3-ITD Tumore klonal waren. Dies war ein Hinweis darauf, dass mit FLT3-ITD
kooperierende, sekundare Mutationen in den Tumoren vorlagen, die dazu beigetragen haben
kénnten, die Leukamie zu induzieren. AnschlieBend konnten mittels LM-PCR die retroviralen
Integrationsstellen im Mausgenom identifiziert werden. Unter den zahlreichen retroviralen
Integrationen befanden sich verschiedene, sogenannte ,common integration sites, die
bereits in anderen Tumoren durch andere Arbeitsgruppen identifiziert wurden. Diese Gene
sind alle in den Kalziumsignalweg eingebunden. Die FLT3-ITD Tumorzellen sind in ihrer
Differenzierung zwischen dem Pro- und dem Pra-B Zellstadium blockiert. Die verschiedenen
Integrationen konnten die Signalgebung des Pra-BZRs in den Zellen gestdrt haben und so
kooperierend mit FLT3-ITD auf die Blockade der Differenzierung sowie auf die

Leukdmogenese der Zellen gewirkt haben.
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4.1 Mausmodelle, die dazu beigetragen haben, die Rolle und Funktion
der internen Tandem Duplikation in der B-Zell ALL zu
charakterisieren

Mausmodelle werden von vielen Forschungsgruppen verwendet, um die Entstehung einer
Leukamie unter unterschiedlichen Bedingungen in vivo analysieren zu kénnen. Seit langerer
Zeit beschaftigen sich zahlreiche Forschungsgruppen mit den aktivierenden Mutationen der
FLT3 Rezeptor-Tyrosinkinase. In dem hier genutzten Mausmodell gelang es zum ersten Mall
durch die FLT3-ITD Mutation eine B-Zell ALL zu generieren, wéahrend die anderen
Arbeitsgruppen mit ihnren FLT3-ITD Konstrukten in den Mausen vor allem myeloproliferative
Erkrankungen (Kelly et al., 2002 und Grundler et al., 2005) oder Lymphome (Kelly et al,
2002, Lee et al., 2007) erhalten haben. FLT3-ITD Mutationen sind vor allem mit myeloiden
Neoplasien in Patienten assoziiert und wurden Uberwiegend in AML-Patienten identifiziert.
Bisher konnte die FLT3-ITD Mutation noch nicht in myeloproliferativen Neoplasien, wie sie
mit RAS oder JAK2 Mutationen in Verbindung gebracht werden, gefunden werden (Kim et
al., 2009; Wahlstrom et al., 2008; Olsen et al., 2008; Siemigtkowska et al., 2009). Ebenso
spiegeln die Lymphome, die in einigen FLT3-ITD oder FLT3-TKD Mausmodellen gefunden,
wurden keine Krankheit wider in der eine FLT3 Aktivierung identifiziert wurde. Dies steht im
Gegensatz zu dem hier genutzten Mausmodell, das einer kindlichen B-Zell ALL &hnelt, in der
FLT3-ITD und FLT3-TKD Mutationen bereits in Patienten gefunden wurden. Zusatzlich ein
wichtiger Punkt im Vergleich zwischen unserem und den anderen Mausmodellen ist
sicherlich die Transplantierbarkeit der FLT3-ITD Tumorzellen. In dieser Arbeit gelang es zum
ersten Mal, FLT3-ITD Tumorzellen zu transplantieren. Die Rezipienten entwickelten nach der
Transplantation wiederum eine B-Zell ALL und das bereits nach einer sehr kurzen
Latenzzeit, was die Aggressivitdt der Leukdmie widerspiegelt. Es gelang in diesem
Zusammenhang auch zum ersten Mal FLT3-ITD Tumorzellen, die direkt aus der Maus
gewonnen wurden, in semi-flissigen Medium unter Zusatz von IL7 zu kultivieren. Dies stellte
ein ex vivo-System zur Verfigung, um die Signalwege zu untersuchen, die durch das
aktivierte FLT3-ITD angeschaltet wurden und die Konsequenz ihrer Inaktivierung durch

Inhibitoren.

Die unterschiedlichen Ergebnisse in den FLT3-ITD Mausmodellen kénnen durch eine
Vielzahl an Modifikationen in der methodischen Vorgehensweise, der L&nge der
Uberexprimierten internen Tandem Duplikation des FLT3-Rezeptors oder aber durch den

genutzten Mausstamm, entstanden sein.
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Obwohl bekannt ist, dass die Lange der internen Tandem Duplikation einen Einfluss auf das
Uberleben und den Behandlungserfolg der Patienten hat (Meshinchi et al., 2008; Stirewalt et
al., 2006), konnten experimentelle Mausmodelle bisher keinen Unterschied in der Pathologie
der entstandenen Krankheiten zeigen, wenn verschiedene Langen der ITD zwischen 7 und
20 Aminosauren fir die Versuche verwendet wurden (Kelly et al., 2002; Ono et al., 2005;
Grundler et al., 2005; Schessl et al., 2005; Stubbs et al., 2005). Die ITD, die in dem hier
verwendeten Mausmodell genutzt wurde, war 30 Basenpaare lang und entsprach folglich
einer Insertion von 10 Aminosauren (AS). Somit schien die Lange der Insertion keine

entscheidende Rolle in den Mausmodellen gespielt zu haben.

Welchen Einfluss hatte die Auswahl des genutzten Mausstammes auf den Phanotyp der
Krankheit? In unserem Modell wurden C57BL/6 Mause genutzt, die durch die
Uberexpression der FLT3-ITD Mutation eine B-Zell ALL entwickelten. Dies steht im
Gegensatz zu anderen Mausmodellen von Kelly et al. und Grundler et al., die unter der
Verwendung von BALB/c Tieren jeweils den Phanotyp einer myeloproliferativen Krankheit
erhielten. Frihere Studien haben gezeigt, dass stammeigene genetische Mutationen bei der
Entstehung von Krankheiten in Mausen eine wichtige Rolle spielen (Szymanska et al., 1999;
Elephanty and Cory, 1992; Elefanty et al., 1990). Der BALB/c Stamm zum Beispiel weist im
Gegensatz zu C57BL/6 Mausen eine funktionelle Veranderung des Tumorsuppressorgens
Cdkn2a auf (Zahng et al., 1998 und 2003). Diese genetische Anomalitat kénnte in den
BALB/c Mausmodellen die Entstehung der Myeloproliferation begtinstigt haben.

Weitere Faktoren wie die Art der Zielzelle, die Infektionsrate sowie die Kultivierung der Zellen
wahrend der Infektion und die Expressionssysteme, die fir die Versuche genutzt wurden
kénnten sicherlich ebenfalls eine Rolle bei der Entstehung der verschiedenen Erkrankungen
gespielt haben (Elefanty and Cory, 1990; llaria et al., 2003; van Etten, 1999).

4.2 Charakterisierung von Signalwegen, die durch die FLT3-ITD
Mutation aktiviert werden

Der FLT3 Rezeptor wird normalerweise durch die Stimulation mit dem FLT3-Liganden (FL)
aktiviert. Durch die interne Tandem Duplikation (ITD) wird der auto-inhibitorische Effekt der
Juxtamembrandomane des Rezeptors aufgehoben. Daraus resultiert eine vom Liganden
unabhangige Aktivierung des Rezeptors. Ein Ziel dieser Arbeit war es zu analysieren, welche
Signalwege durch die Liganden-unabh&ngige Signaltransduktion von FLT3-ITD in den

leuk&mischen B-ALL Zellen, wichtig sind, die in dieser Arbeit verwendet wurden. Fur den
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Vergleich der Signale in der Western Blot Analyse wurden aus C57BL/6 islierte, sortierte
Pro-B Zellen genutzt, da die FLT3-ITD Zellen eine Blockade im Differenzierungsgrad
zwischen den Pro-B Zellen und den Pr&-B Zellen aufwiesen. In den FLT3-ITD Zellen wurden
aktiviertes STATS5, aktiviertes AKT und eine aktivierte MAPK im Gegensatz zu den Pro-B
Zellen vorgefunden, die nur eine Aktivierung des PI3K Effektors AKT zeigten.

Diese Ergebnisse stimmen mit friheren Analysen die mit Hilfe von verschiedenen Zelllinien
angefertigt wurden, Uberein. Bereits in der Ba/F3-Zelllinie und der myeloiden 32D Zelllinie
wurde gezeigt, dass die Expression der FLT3-ITD Mutation eine Wachstumsfaktor-
unabhangige Proliferation zur Folge hatte. FLT3-ITD war somit in der Lage diese Zellen zu
transformieren (Mizuki et al., 2000; Hayakawa et al., 2000). Der Vergleich der
Signaltransduktion vom wt FLT3 Rezeptor mit dem FLT3-ITD Rezeptor in der myeloischen
32D Zelllinie hat gezeigt, dass die FLT3-ITD transformierten Zellen durch die konstitutive
Aktivierung des Rezeptors in der Western Blot Analyse ein aktiviertes MAPK Signal
(Phosphorylierung des Tyrosinrests 204), ein aktiviertes AKT Signal (Phosphorylierung am
Serinrest S473) sowie ein aktiviertes STAT5 Signal (Phosphorylierung an den Tyrosinresten
694 und 699) aufwiesen. Auch in zwei lymphoiden Zelllinien wurde durch Takahashi et al.
2006 gezeigt, dass mittels retroviraler Infektion mit einer FLT3-ITD Mutante in diesen Zellen
der RAS/RAF/MAEK/ERK Signalweg aktiviert war.

Ein Unterschied in der Aktivierung von STAT5 konnte im Vergleich zu dem FLT3 wt
Rezeptor, dem FLT3-ITD Rezeptor und dem FLT3 Rezeptor mit einer Punktmutation in der
Kinasedomane in myeloiden Zellen analysiert werden. Dabei war besonders die
Phosphorylierung des STAT5-Proteins und des FLT3-Proteins in den FLT3-ITD
transformierten Zellen sehr stark. Es konnte bereits durch andere Arbeitsgruppen gezeigt
werden, dass STAT5 nicht oder nur im ganz geringen Maf3e durch die FL-Stimulation
aktiviert wird (Grundler et al., 2003; Mizuki et al., 2003; Kiyoi et al., 2002, Murata et al., 2003
und Choudhary et al., 2007). Wird eine FLT3-Punktmutante der Kinase-Domane in 32D
Zellen oder auch anderen Zelllinien exprimiert, so tritt ebenfalls eine Aktivierung des STAT5
Proteins ein, welche jedoch nicht so stark ist wie bei der ITD-Mutation (Schmidt-Arras et al.,
2009).

Somit scheint sich die Signaltransduktion von den in der Arbeit verwendeten Zellen im
Vergleich mit den FLT3-ITD 32D Zellen nicht zu unterscheiden. In der hier identifizierten
akuten lymphatischen Leuk&mie scheint es keinen Unterschied zu myeloischen Zellen mit
der gleichen Mutation in Hinblick auf die Signaltransduktion der oben genannten analysierten

Signalwege zu geben.
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4.3 FLT3 und dessen stromabwarts aktivierte Signalwege als Ziel von
Therapien mit Inhibitoren in Leukdmiepatienten

Die Entdeckung, dass FLT3 sehr haufig durch somatische, aktivierend wirkende Mutationen
in AMLs wie ALLs verdndert ist und dies mit einer sehr schlechten Prognose fir die
jeweiligen Patienten assoziiert ist, machte aus der FLT3 Rezeptor-Tyrosinkinase ein
attraktives molekulares Ziel fiir die Entwicklung neuer Therapeutika. Mit diesen Therapeutika
solle die Kinasedomé&ne und somit die konstitutive Aktivitat des Rezeptors in Patienten
gehemmt werden. In der hier dargestellten Arbeit wurden die leukdmischen FLT3-ITD
Tumorzellen, die im Mausmodell eine B-Zell Leuka&mie verursacht haben, mit dem
Staurosporin-Derivat PKC412 behandelt, um die Wirkung des Inhibitors auf die Proliferation
und die Apoptose zu analysieren. Die Ergebnisse zeigten, dass der Inhibitor, der mit einer
Konzentration von 100 nM eingesetzt wurde, FLT3 und alle von FLT3 stromabwarts
gelegenen Signalwege (PI3K/AKT Signalweg, RAS/RAF/MEK Signalweg und STAT5) im
Vergleich zu der DMSO behandelten Kontrolle inhibierte. Auch die Analyse der Proliferation
zeigte, dass die Kontrollzellen wesentlich mehr Kolonien in der Methylzellulose ausgebildet
haben als die mit dem Inhibitor behandelten Zellen. Auf der Ebene der lebenden Zellen
wurde eine Inhibition von fast 90% erreicht. Dieser Effekt wird in der Literatur auch
,oncogene addiction® genannt, ein Ausdruck der beschreibt, dass die leukamischen Zellen in
hohem MaRe abhéngig von den Signalwegen sind, welche durch die mutierten Proto-

Onkogene aktiviert werden (Small, 2006).

Die Ergebnisse der Inhibitorversuche unterstitzen die Hypothese, dass die FLT3-Inhibitoren
auch effektiv fur die klinische Behandlung von ALL-Patientenproben genutzt werden kénnen,
wie es derzeit schon fir AML-Patientenproben der Fall ist. Zurzeit werden fir FLT3 immer
mehr niedermolekulare Tyrosin Kinaseinhibitoren (TKI) entwickelt, die meist als kompetitive
Inhibitoren in Hinblick auf ATP wirken und in der dafiir vorgesehenen Bindungstasche der
Kinasedomane binden. Der erste TKI AG1295 wurde zuféllig bei Tests von Inhibitoren des
PDGF Rezeptors gefunden, der zur gleichen Klasse der Rezeptor-Tyrosinkinasen wie der
FLT3-Rezeptor zahlt. Zusatzlich zu PKC412, dem Inhibitor der in dieser Arbeit eingesetzt
wurde, sind andere gut charakterisierte Wirkstoffe/Inhibitoren CEP-701 (Lestaurinib),
MLN518 und SU11248 (Levis et al., 2002; Weisberg et al., 2002; Kelly et al., 2002). Diese
FLT3 TKI zeigen ihre Aktivitdt gegen FLT3 bereits im nM-Bereich und einige davon haben
gezeigt, dass sie zytotoxische Effekte auf leukamische Zelllinien sowie Patientenproben

hatten.
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Die Zellen wurden nach der siebentagigen Kultivierung und Analyse der Proliferation
(Zahlung der Kolonien sowie der lebenden Zellen) mit den Apoptosemarkern 7AAD und
Annexin 5 gefarbt. Dabei wurde der basale Wert der Apoptose durch die Messung von mit
DMSO behandelten Tumorzellen bestimmt. Der basale Apoptosewert unterschied sich nicht
wesentlich zu dem von mit PKC412 behandelter Zellen (7,1% apoptotische Zellen (DMSO),
8,4% apoptotische Zellen (PKC412). Es lasst sich nicht ausschlie3en, dass es zu einem
anderen, frilheren Zeitpunkt womdoglich zur Apoptoseinduktion der Tumorzellen gekommen
sein kann. Zum Zeitpunkt der Analyse zumindest war kein Hinweis auf ein apoptotisches
Absterben der Zellen ersichtlich, obwohl der Induktionsweg fir die Apoptose in den Zellen
vorhanden war, was an den Ergebnissen der Versuche, die Tumorzellen in Flussigkultur zu
kultivieren, klar ersichtlich war. Das Fehlen der Induktion der Apoptose steht im Kontrast zu
frheren Studien, in denen die Behandlung von myeloiden FLT3-ITD Zellen mit den FLT3-
Inhibitoren AG1295 und AG1295 eine Inhibition der Autophosphorylierung von FLT3 und die

Induktion der Apoptose mit einem ICs, von 300 nM zu sehen war (Levis et al., 2001).

Aber auch andere Studien zeigten, dass FLT3-ITD Patientenproben sowie retroviral infizierte
FLT3-ITD Zelllinien durch die Behandlung mit Inhibitoren wie LS104 die Apoptose initiierten
(Kasper et al., 2008). Mit PKC412 behandelte FLT3-ITD- und FLT3-TKD-Ba/F3 Zelllinien
zeigten, wie die hier genutzten B-ALL FLT3-ITD Zellen eine reduzierte Phosphorylierung von
FLT3. Im Gegensatz dazu steht die Beobachtung, dass die mit PKC412 behandelten Ba/F3
Zelllinien einen Zellzyklusarrest sowie die Induktion der Apoptose aufwiesen (Weisberg et
al., 2002). Der Unterschied zwischen den Zelllinien und den in dieser Arbeit verwendeten
Zellen liegt unter anderem darin, dass unsere Zellen auf den Wachstumsfaktor Interleukin 7
angewiesen sind (siehe 3.2), wahrend die in anderen Studien verwendete Zelllinien so
transformiert waren, dass sie keinen Wachstumsfaktor mehr benétigt haben. Ein weiterer
Unterschied ist, dass unsere Zellen B-Zell ALL sind, die moglicherweise den Préa-BZR
exprimieren. Ob dieser funktional ist konnte bisher noch nicht Uberprift werden. Die Zellen
konnten trotz der Behandlung mit den Inhibitoren vor der Apoptose durch einen anti-
apoptotischen Effekt durch den Pra-BZR geschiitzt werden. Eine Studie hat gezeigt, dass die
Apoptose in BZR positiven Zelllinien durch die erhéhte Expression von TNFa oder aber von
NF-kB anti-apoptotisch wirkende Proteine wie Bcl-2 hochreguliert werden und die Zellen vor

Apoptose schitzen kdnnen (Markus et al., 2002; Schauer et al., 1998).

Obwohl der FLT3-Inhibitor scheinbar keine Apoptose in den FLT3-ITD Tumoren ausgeltst
hat, konnte er dennoch die Proliferation blockieren und die Féhigkeit der Zellen Kolonien zu

bilden in vitro verringern. Mausversuche waren notwendig, um zu Uberprifen, ob diese
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Wirkung ausreichend fur die Inhibition von Tumorwachstum in vivo ist, wie es bereits fur
myeloide Modelle der Fall ist, die FLT3-Inhibitoren anwenden (Kelly et al., 2002, Wiseberg et
al., 2002, Levis et al., 2002). In den Mausmodellen vermittelten die Inhibitoren ein langeres
Uberleben der Versuchstiere und eine reduzierte Ausbreitung der AML Patientenproben.

Da einige Tumorzellen durch Behandlung mit verschiedenen Inhibitoren auf diese nicht mehr
reagieren und eine Resistenz entwickeln (Small 2006), werden immer mehr Inhibitoren
entwickelt, die sich in verschiedenen Phasen der pre-klinischen Studien befinden. Eine
weitere Erklarung dafiir, dass in unseren Inhibitorversuchen keine erhéhte Apoptose in den
mit den Inhibitoren behandelten FLT3-ITD Tumorzellen nachweisbar war, kénnte sein, dass
die Kultivierung der Zellen von 7 Tagen in der Methylzellulose fir diesen Versuch zu lange
erfolgte und Zellen entweder resistent gegentiber dem Hemmstoff geworden sind oder aber
der Hemmstoff nur eine begrenzte Zeit in der Methylzellulose stabil war und so die restlichen
Uberlebenden FLT3-ITD Tumorzellen auswachsen konnten, die in der Apoptosemessung nur
eine basale, mit den DMSO-behandelten FLT3-ITD Zellen vergleichbare Apoptoserate
aufzeigten. Es wurde von Pratz et al. 2008 gezeigt, dass nach der Behandlung mit dem
Inhibitor KW-2449 in einer FLT3-ITD Tumorzelllinie, die aus einem Patienten mit akuter
myeloider Leukamie isoliert wurde, nur geringe Apoptosewerte erzielt werden konnten,
jedoch eine deutliche Reduktion der Phosphorylierung von FLT3 und STATS in der Western
Blot Analyse und eine verringerte Proliferation im Hinblick auf Kontrollzellen beobachten
werden konnte. Dieses Ergebnis unterstiitzt unsere Beobachtungen, dass die Behandlung
der Zellen mit Inhibitoren nur geringe Apoptoseraten bewirkten. Relativ neue Wirkstoffe, die
zurzeit getestet werden, sind zum Beispiel BAY43.9006, SU11657, KI23819 und KW-2449.
Diese Inhibitoren hemmen aber nicht nur speziell FLT3 oder andere Tyrosinkinase
Rezeptoren der Subklasse Il wie ¢c-KIT oder PDGFR sondern auch andere Kinasen wie die
Aurorakinase. Meist sind fir die verschiedenen Kinasen unterschiedliche ICso-Werte der

Inhibitoren einsetzbar, um so eine Hemmung mehrerer Kinasen zugleich zu verhindern.

Ein weiteres Problem an der Inhibitorentwicklung ist, dass die meisten Wirkstoffe sehr
hydrophob sind, Uberwiegend in DMSO geldst werden mussen und meist an die
Plasmaproteine der Zellen binden. Nur freie Inhibitoren kénnen an FLT3 binden und die
Kinaseaktivitdt vermindern. Die Inhibitoren missen in der Testphase zudem nicht nur in
Zelllinien getestet werden, sondern auch im humanen Blutplasma, denn dort sollen sie
spater eingesetzt werden. Nur diese Tests lassen eine Vorhersage uber die spéatere
anwendbare Konzentration zu. Allzu héufig werden in den Patienten viel hohere

Konzentrationen des Wirkstoffs eingesetzt. Dabei werden die Hemmstoffe, die diese Phase
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der klinischen Studie erreicht haben, durch orale Medikation meist gut toleriert (Smith et al.,
2004, Stone et al., 2005, Fiedler et al., 2005). Dennoch ist es nicht selten, dass diese
Patienten einen Ruckfall erleiden und die leukamischen Zellen wieder auswachsen. Deshalb
wenden immer mehr Studien die Kombination von klassischer Chemotherapie und
zusatzlicher Gabe von Inhibitoren oder aber die Kombination zweier Inhibitoren zusammen
an, um einen Ruckfall oder eine Resistenz der Zellen zu umgehen (Brown et al., 2004 und
2005, Armstrong et al., 2003).

4.4 Bedeutung der PI3K/AKT und RAS/RAF/MEK/ERK Signalwege und
aktiviertem STAT5 in akuten Leukdmien und anderen
Krebserkrankungen

4.4.1 RAS/RAF/MEK/ERK und PI3K/AKT Signalweg

RAS-Proteine sind Signallbertrager, die auf Stimuli von einer Vielzahl von Rezeptoren
reagieren und die Signale an stromabwartsgelegene Signalkaskaden wie den
RAF/MEK/ERK- oder den PI3K/AKT-Signalweg weiterleiten. Deswegen spielen RAS-
Proteine eine wichtige Rolle fir die Proliferation und das Uberleben von hamatopoetischen
Zellen und Vorlauferzellen. Die krankhaft veranderte Aktivierung von RAS Proteinen wurde in
akuten myeloiden Leuk&mien bereits durch die mutierten und konstitutiv aktivierten RTKs c-
Kit und FLT3 beobachtet (Malumbres et al., 2003; Van Meter et al., 2007). Die in dieser
Arbeit analysierten FLT3-ITD Tumorzellen waren allerdings lymphoiden Ursprungs und
zeigten in der Western Blot Analyse die Aktivierung der oben genannten Signalwege durch
die ITD Mutation von FLT3. Durch die Hemmung dieser Signalwege mit spezifischen
Inhibitoren in der Methylzellulose sollte die Bedeutung des jeweiligen Sighalweges fir die
Proliferation sowie flr die Apoptose charakterisiert werden. Dass beide Signalwege fir die
Proliferation wichtig waren, zeigte sich an der sehr eingeschrankten Fahigkeit dieser mit
Inhibitoren behandelten Zellen Kolonien in der Methylzellulose auszubilden. Auch die Anzahl
lebender Zellen war in den behandelten Proben auf <10% im Vergleich mit der DMSO-
Kontrolle reduziert. Dass die Apoptoseraten in diesen beiden Proben fast der der DMSO-
Kontrolle entsprach (Apoptoserate bei mit U0126-MEK Inhibitor behandelter Tumorzellen
etwas erhoht) kénnte die gleichen Grinde wie die La&nge der Inkubation der Zellen in
Methylzellulose oder aber die Stabilitit der Inhibitoren haben. Allgemein ist jedoch
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festzustellen, dass die beiden Signalwege fir die Proliferation und das Uberleben der FLT3-
ITD B-Zell ALL Tumorzellen eine wichtige Bedeutung hatten, was durch die in dieser Arbeit
durchgefuhrten Inhibitorversuche gezeigt werden konnte.

Die Wichtigkeit der PI3K/AKT- und RAS/RAF/MEK/ERK-Signalwege, die durch FLT3-ITD
stimuliert werden, die bereits in friiheren Studien von Brandts et al., in 2005 gezeigt wurde,
welche zeigten, dass ein aktiviertes AKT Signal fur die Leukdmogenese, die Proliferation und
das Uberleben von myeloiden FLT3-ITD transformierten Zellen unabdingbar war. Obwonhl
interessanterweise davon ausgegangen wird, dass RAS Mutationen in 10% der
erwachsenen AML-Patienten vorkommen (Bos et al., 1987, Bowen et al., 2005), sind RAS
Mutationen in ALL Patienten seltener vorzufinden. So zeigt eine Studie von Paulsson et al.,
2008, dass RAS-Mutationen in ca. 20% (n=78) von ALL-Patienten vorkommen, die einen
hyperdiploiden Chromosomensatz besitzen. Dennoch sind somatische Mutationen der
Mitglieder der beiden Signalkaskaden wie AKT1 oder PI3KCA sehr selten in AML oder ALL
Proben identifiziert worden. Auf der anderen Seite wurden diese Mutationen haufig in soliden
Tumoren gefunden (Carpten et al., 2007, Davies et al., 2002). Es wurde zudem bestatigt,
dass aktivierte Formen der PI3BKCA zu der Transformation von myeloiden Zellen fihren
kénnen (Horn et al, 2008). Obwohl die hier prasentierten Ergebnisse eine wichtige Rolle des
PI3K/AKT sowie RAF/MEK/ERK Signalweges in den FLT3-ITD induzierten B-ALL bestétigen
konnte, bleibt unklar, ob diese Signalwege auch in anderen ALL Subtypen, die keine
aktivierende FLT3 Mutation besitzen, eine Rolle spielen. Aktivierte RAS/RAF/MEK/ERK- und
PIBK/AKT Signalwege sind ein Kennzeichen fir AML-Subklassen, was im Gegensatz zu
ALL-Patientenproben steht (Martelli et al., 2006, Platanias et al., 2003).

4.4.2 Aktivierung von STAT5

STATS5 wird haufig in Krebserkrankungen und Leukémien als aktiviertes Protein gefunden.
So ist die Aktivierung von STAT5 mit dem Hodgkin-Lymphom (Scheeren et al., 2008),
chronischer myeloider Leukéamie (Poincloux et al., 2007) und Brustkrebs (Young et al., 2005)
assoziiert. Aber auch in der akuten myeloiden Leukadmie wurde die STAT5-Aktivierung durch
FLT3-ITD beobachtet (Schmidt-Arras et al, 2009). Die transformierende Rolle von STATS in
Leukamien, in denen FLT3 mutiert ist, wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dass durch
die Stimulation des wt FLT3 Rezeptors mit dem FLT3-Liganden auf der einen Seite STAT5

kaum aktiviert wird, wahrend auf der anderen Seite die FLT3-ITD Mutation und die
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Kinasedomane-Mutation von FLT3 eine starke Aktivierung von STATS5 zeigen. Die
Phosphorylierung/Aktivierung von STAT5S ist bei dem FLT3-ITD Rezeptor am starksten.
Diese starke Aktivierung durch FLT3-ITD konnte dadurch zustande kommen, dass durch die
interne Tandem Duplikation fur die Aktivierung von STATS5 wichtige Tyrosinreste (589 und
591) verdoppelt wurden (Rocnik et al., 2006). Bisher wird angenommen, dass STAT5 durch
einen Janus Kinasen-unabhangigen Weg in FLT3-ITD transformierten Zellen aktiviert wird
(Choudhary et al., 2007). Ob dies durch einen zwischengeschalteten Effektor geschieht oder
aber durch FLT3-ITD direkt ist noch unklar.

In dieser Arbeit konnte die Wichtigkeit der durch FLT3-ITD induzierten STAT5 Aktivierung
durch die Expression von dominant negativen Formen von STAT5a oder STAT5b in FLT3-
ITD Tumorzellen bestétigt werden. Die Transduktion der lymphoiden FLT3-ITD Tumorzellen
mit dominant negativen STAT5 Mutanten hat ahnlich wie in den Inhibitorversuchen eine
Reduktion in der Kolonienbildung als auch der lebenden Zellen im Gegensatz zum Neo-
Kontrollvektor gezeigt. Die Western Blot Analyse der Tumorzellen hat gezeigt, dass das
stromabwarts von STATS5 liegende Effektormolekil BCL-X_ durch die Expression der
dominant negativen STAT5-Proteine herunterreguliert war. Dies zeigte abermals die
Funktionalitat der Mutanten in den Tumorzellen. Die Ergebnisse lassen darauf hindeuten,
dass auch die Aktivierung des STAT5 Proteins fir die Proliferation und das Uberleben der
FLT3-ITD Tumorzellen essentiell war.

Diese Ergebnisse waren unerwartet, da friihere Studien die Hypothese unterstiitzt haben,
dass die Aktivierung von STAT5 durch FLT3-ITD eine wichtige Komponente der myeloiden
aber nicht der lymphoiden Transformation darstellt (Grundler et al, 2005). In der Studie von
Grundler et al. wurde gezeigt, dass eine FLT3-TKD Punktmutante im Mausmodell zu einem
oligoklonalen lymphoproliferativen Phanotyp fihrte, dessen Latenzzeit im Vergleich zu der
FLT3-ITD Mutation, die zu einem myeloproliferativen Phanotyp fiihrte, wesentlich langer war.
Diese Hypothese wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dass FLT3-TKD Mutationen, die
eine viel schwéachere Aktivierung des STAT5 Proteins zeigen, in einer ca. 8-fach htéheren
Frequenz im Gegensatz zu FLT3-ITD Mutationen in ALL gefunden werden. Das Gegenteil ist
in AML-Proben der Fall: Hier kommt die ITD Mutation des FLT3 Rezeptors in ca. 10-27% der
Patienten vor, wahrend die TKD Mutation in etwa 3-7% der Félle identifiziert wurde (Small
2006, Armstrong und Look, 2005, Paulsson et al., 2008, Taketani, 2004). Dieser Zustand
kénnte darauf hinweisen, dass niedrige Level des aktivierten STAT5-Proteins, die durch die

FLT3-TKD Mutation induziert wurden, ausreichend sind, um die Transformation der friihen B-
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Zelllinie zu bewirken, jedoch nicht der myeloiden Linie. Folglich angenommen, dass die
Frequenz dieser Mutation in beiden hematopoetischen Linien gleich ist, kommt sie nicht

exklusiv in der myeloiden Linie vor.

Zwei Anhaltspunkte unterstiitzen diese Hypothese: Erstens wird die Wichtigkeit von STAT5
in der Lymphopoese in einem Mausmodell gezeigt, in dem das Fehlen von STAT5 zu einer
Stérung der Entwicklung lymphatischer Zellen fihrte. Es kam zu einer Blockade der
Differenzierung im frihen Pro-B Zellstadium (Goetz et al., 2004). Ein ahnlicher Phanotyp
wurde in dem Knockout-Mausmodell beobachtet, in dem der IL7R ausgeschaltet wurde, was
die Bedeutung von STATS5, das dem IL7R nachgeschaltet ist, wieder hervorhebt. Zweitens
wurde in einem Mausversuch von B. Niebuhr aus unserer Arbeitsgruppe eine aktivierende
STATS5 Mutante in C57BL/6 Méause eingebracht. Es gelang, einen ahnlichen Defekt in der B-
Zell Differenzierung zu zeigen, wie es in dem FLT3-ITD Mausmodell in dieser Arbeit der Fall
war. Allerdings konnte keine Leukamie durch das aktivierte STAT5 Protein induziert werden.
Offensichtlich sind fiir eine starkere Proliferation und Uberlebenssignale, die Aktivierung des
PI3K- und/oder des RAS/MEK-Signalwegs erforderlich, was mit unseren Ergebnissen
Ubereinstimmt. Die hier erlangten Ergebnisse deuten zudem darauf hin, dass auch STAT5
fur die Blockade der Differenzierung der FLT3-ITD Tumorzellen wichtig ist und bringt die
interessante Hypothese auf, dass die anormale Aktivierung von FLT3 in der Lage ist,
Mutationen der Klasse eins sowohl als auch Mutationen der Klasse zwei zu modulieren.
Jedoch verbleibt die Frage, ob andere kooperierende Mutationen, unabh&ngig von dem
FLT3-ITD Signalweg, notwendig waren, um die Leuk&mie in dem FLT3-ITD ALL Mausmodell

auszulosen.

4.5 FLT3-ITD Tumore sind klonal, was die Selektion auf kooperierenden
Mutationen aufzeigt

Um Aufschluss dartiber zu geben, ob sekundére kooperierende Mutationen wahrend des
Auswachsens der leukamischen Zellen auftraten, welches durch die FLT3-ITD Transduktion
induziert wurde, wurde die Klonalitat der Tumore untersucht. Spontane Mutationen oder aber
auch die integrierten Proviren kénnten den FLT3-ITD Zellen einen Wachstumsvorteil
verschafft und so das Auswachsen eines leukdmischen Klons gefdrdert haben. Hatte die

FLT3-ITD Mutation allein ausgereicht, um eine Leuk&amie auszultsen, so waren die Tumore
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alle polyklonal gewesen. Mittels einer GFP-Sonde konnten die Integrationsstellen in einer
Southern Blot Analyse sichtbar gemacht werden, da der retrovirale Vektor das Reportergen
GFP trug. In der Southern Blot Analyse der priméaren FLT3-ITD Tumoren zeigte sich, dass
die FLT3-ITD Tumoren bis zu 6 retrovirale Integrationsstellen besassen. Die mittels der GFP-
Sonde detektierten Banden wiesen die gleichen Intensitaten auf. Das kénnte auf der einen
Seite einen einzelnen Zellklon mit multiplen Integrationsstellen vermuten lassen, oder aber
auf der anderen Seite mehrere Zellklone mit einer limitierten Anzahl an Integrationen. Um
zwischen den beiden Mdglichkeiten zu unterscheiden, wurden zwei sekundare Tumore
untersucht, die aus Retransplantationsexperimenten von primaren FLT3-ITD Tumoren in
sekundare Rezipienten stammten. Die Southern Blot Analyse des einen Tumors zeigte in
jedem der sekundaren Tumoren ein wiederkehrendes Bandenmuster. Es ist also davon
auszugehen, dass der gleiche Zellklon in den sekundéaren Rezipienten wiederum in der Lage
war, die B-Zell ALL auszulosen. Es handelte sich dabei um einen Klon mit mehreren
Integrationsstellen. Durch die Retransplantation des zweiten zu analysierenden Tumors
wurde allerdings gezeigt, dass es sich bei dem Primartumor wahrscheinlich um zwei
dominante leuk&mische Klone handelte, die in den Sekund&rtumoren durch unterschiedliche

Bandenmuster sichtbar wurden.

Dieses Ergebnis zeigte klar, dass die Mehrheit der Tumore mono- bis oligoklonal waren und
bis zu sechs Integrationsseiten in demselben Zellklon auftraten. Die Statistik besagt, dass
nur eine Chance von 0,05% besteht, dass in einer Zelle sechs Integrationsstellen bei einer
Infektionsrate von ca. 20% auftreten (Fehse et al., 2004). Die unerwartet hohe Anzahl an
retroviralen Integrationen in einer einzelnen Zelle ist hochstwahrscheinlich die Konsequenz
von zwei Ereignissen. Erstens haben frilhere Arbeiten gezeigt, dass nicht alle Zellen
gleichermal3en responsiv auf die retrovirale Infektion reagieren und dass die Poisson-
Verteilung nicht zwingend das genaue Infektionsniveau in einer gemischten Zellpopulation
vorhersagt. Sicherlich ist die Rate der Zellen die sich aktiv im Zellzyklus befinden und nicht in
einer Arrestphase, ein wichtiger Parameter der die Infektionsfrequenz beeinflussen kann.
Jedoch konnte die Anzahl der Proviren pro Zelle durch Unterschiede in der Konzentration
der viralen Rezeptoren auf der Zelloberflache oder theoretisch die Konzentration der
zellularen Proteine, die dabei helfen kdnnten die virale Integration zu manipulieren,
beeinflusst werden. Zweitens kénnte die hohe Anzahl an retroviralen Integrationsstellen in
karzinogenen Zellen einen Selektionsprozess anzeigen. Eine hohere Anzahl an
Integrationen konnte die Chance erhdhen, dass eine Integration die Expression eines
Onkogens oder eines Tumorsuppressorgens beeinflusst hat und somit zum Tumorwachstum

beitragt.
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Es konnte ebenfalls durch Southern Blot Analyse eines FLT3-ITD Tumors, bei dem es sich
wahrscheinlich um zwei dominante Klone handelte, gezeigt werden, dass die
Sekundartumore nicht klonal in Hinblick auf die Rekombination der schweren
Immunoglobulinkette waren, da die Bandenmuster des Primartumors nicht mit denen der
Sekundartumore Ubereinstimmten. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass die
verschiedenen Klone sich in verschiedenen Entwicklungsstufen der B-Zellentwicklung
befanden, als sie mit dem retroviralen Vektor infiziert wurden. Erst nach der Infektion erfolgte
in diesen Tumoren die Rekombination der schweren Kette des Préa-BZRs. In einer weiteren
Southern Blot Analyse konnte gezeigt werden, dass ein klonaler FLT3-ITD Tumor, bei dem
es sich um einen Zellklon mit mehreren Integrationsstellen handelte, auch auf der Ebene der
Rekombination der schweren Ketten des Pra-BZRs klonal war. Dies zeigte sich an dem
wiederkehrenden Bandenmuster des Primartumors als auch der Sekundartumore. Das lasst
vermuten, dass die Zielzelle des Retrovirus bereits eine friihe B-Zelle war, in der die
Rekombination der schweren Kette bereits vor der Infektion stattgefunden hatte oder aber
dass die weiteren, sekundaren Mutationen, die durch die retroviralen Integrationen zustande

gekommen sind, zu der Klonalitéat gefihrt haben.

4.5.1 Kooperieren die Gene, die durch die retrovirale Insertion
dysreguliert wurden mit FLT3-ITD in der Tumorgenese?

Die Wabhrscheinlichkeit der in dieser Arbeit analysierten FLT3-ITD Tumore, dass die
retroviralen Integrationen zu weiteren mit FLT3-ITD kooperierenden Mutationen geflihrt
haben, steigt bei einer so groBen Anzahl an Integrationsstellen. Um die retroviralen
Integrationsstellen zu analysieren, wurde die genomische DNA der FLT3-ITD Tumore auf die
Integrationsstellen mittels LM-PCR hin untersucht, um die mit FLT3-ITD kooperierenden

Mutationen zu analysieren.

Vorerst sollte auf die retrovirale Integration an sich und deren Einfluss auf die Genexpression
eingegangen werden. Die Inaktivierung oder aber die Aktivierung von Genen durch
integrierte Proviren kann auf verschiedene Arten erfolgen. Bringt die Aktivierung oder aber
die Inaktivierung von Genen einen direkten Selektionsvorteil fir die Zellen, so kann eine
klonale Expansion der Zelle eintreten. Die retroviralen Integrationen, die fur die
Tumorentwicklung wichtig sein kénnen, werden in zwei Gruppen eingeteilt. Bereits Jonkers
und Bern fassten 1996 zusammen, dass die Integration zum einen zur Aktivierung von
Onkogenen oder zum anderen zur Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen fiihren kann.

Allerdings fiihrt die Inaktivierung von Tumorsuppressoren nur dann zu einem
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Selektionsvorteil, wenn beide Allele des Gens inaktiviert sind. Die Ausnahmen sind die
Tumorsuppressoren mit Haploinsuffizienz oder die Bildung dominant negativer Proteine.
Aktuellere Studien haben gezeigt, dass integrierte Proviren ebenfalls in der Lage sind, die
Expression von microRNAs zu aktivieren (Wang et al., 2006, Brown et al., 2006), welche
wiederum in der Lage sind, Einfluss auf die Genexpression ihrer Zielgene auf

posttranskriptionaler Ebene zu nehmen.

Die LM-PCR Analyse sechs verschiedener und voneinander unhabh&ngiger FLT3-ITD
Tumoren hat ergeben, dass einige retrovirale Integrationsseiten in der N&he von
sogenannten ,common integration sites' lagen, was ihre Signifikanz unterstreicht. Die
festgestellten CIS konnten weiterhin nicht in voneinander unabhangigen Tumoren ein
zweites Mal identifiziert werden, jedoch von anderen Arbeitsgruppen, die verschiedene
Tumore auf ihre Integrationsstellen hin untersucht haben. Die Analyse weiterer FLT3-ITD
Tumore ist notwendig, um mehrere Integrationsstellen zu erhalten und um weitere CIS oder
bereits identifizierte CIS zu identifizieren. Die in dieser Arbeit gefundenen CIS sind:
Ptpnl/Cebpb, Mrvil, Tob2, und Dgkd. Diese Gene und dessen Funktionen sollen im

Folgenden erlautert werden:

Es wurde eine Integration auf dem Chromosom zwei 125843 bp stromaufwarts des Ptpnl
Gens und 116754 bp stromabwarts befindlich des Cebpb Gens identifiziert. Durch die RT-
PCR Ergebnisse von FLT3-ITD Tumoren in dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in
Tumoren mit der retroviralen Integration zwischen Ptpnl und Cebpb eine sehr geringe
Expression von Cebpb aber eine moderate Expression von Ptpnl in der PCR nachweisbar
war. Dieses Ergebnis kdnnte bedeuten, dass die Integration stromabwarts von Cebpb zu
einer verminderten Expression des Gens in dem FLT3-ITD Tumor mit der entsprechenden
Integration gefiihrt haben kdnnte. Die Ptpnl/Cebpb-Integration kénnte auch in einer
konservierten regulatorischen Domane liegen, die Einfluss auf die Expression der
entsprechenden Gene nimmt. In frilheren Studien konnte gezeigt werden, dass, wenn das
Provirus stromaufwarts von einem Gen der gleichen transkriptionellen Orientierung integriert,
wie in diesem Fall fir Ptpnl, so kann der virale Promotor im 5° oder 3' LTR anstelle des
zellularen Promotors genutzt werden. Eine deregulierte Transkription des Gens kommt
dadurch zustande, da der retrovirale Promotor nicht den gleichen Regulationsmechanismen
unterliegt wie der von dem betroffenen Gen normalerweise genutzte Promotor. Wird der
Promotor im 5-LTR genutzt, wird haufig das Polyadenylierungssignal im 3’-LTR Uberlesen
und durch die Nutzung der viralen Splice-Donor-Sequenz (SD) ein Fusionstranskript

generiert. Haufig ist aber auch bei Promotor-Insertionen die 5-LTR-Sequenz deletiert,
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wodurch der Promotor in der 3-LTR-Sequenz genutzt wird (Westaway et al., 1984).
Promotor-Insertionen kdnnen auch im ersten Intron eines Gens lokalisiert sein. In diesem
Fall ist das endogene Transkript durch Nutzung des viralen Polyadenylierungssignals (pA)
verkurzt, jedoch vermittelt der provirale Promotor die Transkription aller stromabwarts
liegenden Exons.

Das Ptpnl (protein tyrosine phosphatase non-receptor typel) Gen kodiert fir die Tyrosin-
Phosphatase 1B. Diese Phosphatase spielt eine Rolle in der Insulin-Rezeptor Regulation, ist
aber auch in den intrazellularen Kalzium-Influx von Zellen involviert (Schulz et al. 2003).
Analysen mit Hilfe der HEK-Zelllinie zeigten, dass die Transfektion mit dem humanen Ptpnl
zu einer Inhibition des Kalzium-Influx fihrte. Der Influx ist unter anderem durch die Tyrosin-
Phosphorylierung und Dephosphorylierung der Komponenten des Kalziumsignalweges
mittels Ptpnl reguliert. Im Zusammenhang mit Krebserkrankungen wie Brustkrebs scheint
die fehlende Expression von Ptpnl zu stehen (Tonks et al., 2007; Julien et al., 2007). Das
Cebpb Gen kodiert fur das ,CAAT/ enhancer binding protein beta‘. Dabei handelt es sich um
ein Protein der bZIP Familie, das in die Interleukin 6 Signaltransduktion eingebunden ist. Es
ist in der Lage als Dimer an DNA zu binden und kann sowohl Komplexe mit dem
Transkriptionsfaktor der gleichen bZIP Subfamilie C/EBP alpha als auch mit C/EBP gamma
bilden. Bisher ist in Verbindung mit Krebs bekannt, dass in Patienten, die an Wilms Tumoren
erkrankt sind und einen Rickfall erleiden, Cebpb hdher exprimiert wird als in Patienten, die
keinen Riickfall erleiden. Es wird angenommen dass Cebpb fur das Uberleben der

Tumorzellen eine wichtige Rolle spielt (Li et al., 2005).

In einem FLT3-ITD Priméartumor und den daraus retransplantierten Sekundéartumoren wurde
eine retrovirale Integration im Mrvil Gen gefunden. Dabei liegt die Integration, dessen
Orientierung entgegengesetzt der des Mrvil-Transkriptes ist, auf Chromosom 7 und ist
8150 bp entfernt von dem Mrvil-Transkriptionsstart. In der RT-PCR Analyse der Tumore, die
eine Mrvil-Integration aufwiesen, konnte eine nur sehr schwache Expression des Mrvil
Transkripts im Vergleich zu FLT3-ITD Tumoren, die keine Integration aufwiesen, gezeigt
werden. Allerdings war die PCR nicht quantitativ, da nicht gentigend Material vorhanden war.
Bei Mrvil handelt es sich um ein Protein, das zuerst als ein putatives Tumorsupressorgen
identifiziert wurde, welches haufig durch das Mouse—-AIDS-related virus (MRV) zerstort ist
(Shaughnessy JD Jr. et al., 1999). Von dem Protein existieren mehrere Isoformen. Eine
weitere Funktion des Mrvil Proteins ist die Beteiligung am Kalzium-Signalweg. Es ist in der
Lage an den IPs-Rezeptor zu binden und so den Kalziumfluss zu inhibieren. Daher kommt

auch das Synonym IRAG (Inositol,1,4,5 triphosphat (InsP3;) Rezeptor-assoziiertes cGMP
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Kinase-Substrat) fur Mrvil, das in die cGMP-abhangigen Proteinkinase eingebundene
NO/cGMP-abhangige Inhibition von InsPz-abhangigen Kalzium-Flux in humanen Zellen der
glatten Muskulatur involviert ist (Fritsch et al., 2004). 2007 konnten Antl et al. zeigen, dass in
Mrvil Knockout-M&ausen die Deletion die Interaktion zwischen dem IP3R und Mrvil
vollstandig aufhob und eine Inhibition der Fibrinogen-Rezeptor Aktivierung und die Inhibition
der Blutplattchen-Aggregation zur Folge hatte.

Die Integration in dem Gen Dgkd ist 3258 bp entfernt vom Transkriptiosstart in dem ersten
Intron; dabei entspricht die Orientierung des Provirus der entgegengesetzten wie das Dgkd-
Transkript. Da diese Integration bisher nicht eindeutig per Southern Blot Analyse in dem
FLT3-ITD Tumor, in dem die Integration per LM-PCR identifiziert werden konnte,
nachgewiesen werden konnte, wurde die Expression von Dgkd in FLT3-ITD Tumoren bisher
nicht charakterisiert. Die Diacylglycerol Kinase delta (DGKD) ist in der Lage, das Produkt
Diacylglycerol (DAG) der Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) durch die
Phospholipase C (PLC) in Inositoltriphosphat (IP3) zu phosphorylieren. Diese Kinase reguliert
eine Vielzahl von Signalproteinen wie PKC und Phospholipase C, die in den
Kalziumstoffwechsel der Zelle eingebunden sind. Es ist bekannt, dass PLCy durch den Pra-
B-Zell Rezeptor oder aber den B-Zell Rezeptor aktiviert wird und so PIP, in DAG und den
sekundaren Botenstoff IP; spaltet, welches an den IP3;-Rezeptor bindet, und so zur Kalzium-

Ausschittung und Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren fiihrt.

Eine andere in einem FLT3-ITD Tumor identifizierte Integration, war die Integration 584 bp
stromabwarts des Tob2-Transkriptionendes in inverser Orientierung zu dem Tob2 Transkript.
Tob2 gehort zu der Familie der anti-apoptotischen BTG Proteine. Das erste Mitglied dieser
Familie, BTG1, wurde in der Nahe einer chromosomalen ,Breakpoint’ Translokation
gefunden, die in chronischen B-Zell Leukadmien identifiziert wurde. Da Tob-Proteine keine
DNA-Bindedomane besitzen, wird angenommen, dass sie als Co-Aktivatoren oder auch Co-
Repressoren in Verbindung mit einer Vielzahl von TF agieren. Es wurde in WEHI-231 Zellen,
einer B-Zell Lymphoma-Zelllinie gezeigt, dass die retrovirale Expression von Tob-Proteinen
(BTG1 Und BTG2) in den Zellen zu einem Wachstumsarrest fuhrt (Hata et al., 2007). Tob2
ist auch in den Kalzium-Stoffwechsel eingebunden; so zeigte die Arbeitsgruppe von
Yamamoto in 2008, dass Tob2 an den Vitamin3 Rezeptor binden kann, welches zur
Inhibition von Kalzium-Flux fuhrte. Die Expression von Tob2 war in den FLT3-ITD Tumoren
mit einer Tob2 Integrationsstelle stark hochreguliert. Der Vergleich mit einem FLT3-ITD
Tumor, der keine Integration aufwies, brachte dies deutlich zum Vorschein. Die retrovirale

Integration bewirkte so eine Uberexpression von Tob2 in den Tumorzellen. Die Transkription
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des Gens konnte auch vom endogenen Genpromotor durch die Nutzung von viralen
Verstarkerelementen ,Enhancer’ stimuliert werden. Dieser Mechanismus ist der haufigste
Mechanismus der Genaktivierung durch integrierte Proviren, da ,Enhancer’ Uber extrem
grol3e Entfernungen und sowohl stromaufwérts als auch stromabwarts vom betroffenen Gen
wirken kdnnen. Bei ,Enhancer-Insertionen wird jedoch die Transkription der zellularen Gene
durch Bindung verschiedener Transkriptionsfaktoren an die ,Enhancer‘in der U3-Region des
LTRs vermittelt.

Inwiefern die Integrationen der Proviren einen deutlichen Effekt auf die Expression der
entsprechenden Gene haben, misste im Folgenden eine quantitative PCR zeigen.

4.5.2 Entwicklung eines Modells fiir die Entstehung der B-Zell ALL in
dem hier analysierten Mausmodell

Wie sind diese Integrationen mit der Entstehung der B-Zell ALL in dem FLT3-ITD
Mausmodell verknlpft? Was diese Integrationen letzten Endes alle gemeinsam haben ist,
dass sie in den Kalziumstoffwechsel der Zellen eingebunden sind. Ein wichtiges
Kalziumsignal wird auch von dem Pra-BZR und dem BZR erzeugt. Die FLT3-ITD Zellen sind
in ihrer Differenzierung zwischen dem Pro-B und Pra-B Zellstadium blockiert. Es ist nicht
klar, inwiefern diese Zellen einen funktionstiichtigen Pra-BZR besitzen. Normalerweise wird
FLT3 nicht mit dem Pra-BZR zusammen auf der Oberflache der Pra-B Zellen exprimiert, da
die FLT3-Expression bereits vorher durch den Transkriptionsfaktor Pax5 herunterreguliert
wird (Holmes et al., 2007, Feldhahn et al., 2007). Werden beide Rezeptoren zusammen auf
der Oberflache von Préa-B Zellen exprimiert, so gehen diese Zellen in Apoptose. Erst 2008
haben Nahar et al. ein Modell entwickelt, wie leukdmische Zellen diesen Mechanismus der
Selektion der funktionstiichtigen Pra-BZR umgehen kénnen. Dazu wurden die friihen B-Zell
Leukamien in zwei Gruppen eingeteilt. In der ersten Gruppe werden ALL-Zellen eingeteilt,
die sich durch einen funktionalen Pra-BZR auszeichnen, wie es in ALL Proben mit einer
E2A-PBX1 Translokation beobachtet wurde. Auf der anderen Seite stehen ALLs, die keinen
funktionalen Rezeptor aufwiesen wie in BCR-ABL positiven oder hyperdiploiden ALLs.
Wurde in dieser zweiten Gruppe ein funktionstichtiger Pra-BZR eingebracht, gingen die
Zellen in Apoptose oder aber in einen Wachstumsarrest Uber. Trageser et al., haben 2009
gezeigt, dass in der B-Zell ALL Subgruppe (20% bis 30% der ALLS), die die BCR-ABL
Tyrosinkinase exprimierten, oft die Deletion des Transkriptionsfaktors IKAROS beobachtet
wurde. Beobachtungen zeigten, dass der Pra-B Zellrezeptor als ein Tumorsuppressor durch
die Induktion des Zellzyklusarrests via IKAROS und dessen dominant negative
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Splicevarianten, agiert. IKAROS unterstitzt zudem die Tumorsuppression druch die
Kooperation mit stromabwarts des Pra-BZRs liegenden Signalmolekilen. IKAROS ist in der
Lage, die BCR-ABL Signaltransduktion von der Src-Kinase-Aktivierung auf SLP65
umzuleiten. Dabei ist SLP65 ein kritischer Tumorsuppressor, der stromabwarts des Pra-BZR
Signalweges liegt.

Durch die retroviralen Integrationen kann eine gestdrte Pra-BZR Signaltransduktion
entstanden sein, die die Zellen vor der Apoptose schiitzt, sie aber auf der anderen Seite
auch nicht weiter differenzieren lasst, da ein positives Signal des Pra-BZR ausbleibt und
keine klonale Expansion der Pra-B Zellen im Sinne der Differenzierung stattfinden kann. Der
Ubergang von der frihen Pra-B Zelle zur spaten Pra-B Zelle stellt einen wichtigen
Kontrollpunkt in der B-Zell Differenzierung dar (Herzog et al., 2009). Wird kein Pra-BZR
Signal in den Zellen vermittelt, so gehen die Zellen in Apoptose oder verharren vorerst in
einem Prozess der Teilungsunfahigkeit (Melchers et al., 2003). Sollte der Pra-BZR
erfolgreich ein Signal vermitteln, so gilt dies als Uberlebenssignal und die Zellen kénnen in
eine Expansionsphase eintreten. Es gibt Hinweise darauf, dass es einen Mechanismus gibt,
der zwischen dem FLT3-Rezeptor und dem Pra-B Zellrezeptor auf beiden Seiten negativ
regulierend wirkt. Diese Regulation kénnte in unseren FLT3-ITD Zellen durch die retroviralen
Integrationsseiten blockiert oder gestort sein, sodass beide Rezeptoren zusammen auf der
Zelloberflache exprimiert werden. Dabei gibt FLT3-ITD durch die stromabwartsgelegene
Signalwirkung das fiir die Transformation notwendige Proliferationssignal, wahrend die
Differenzierung der FLT3-ITD Tumorzellen durch das Stéren des Kalzium-Flux mittels der
identifizierten Integrationsstellen blockiert wird (siehe Abb. 4.1).

Die hier identifizierten CIS sollten in diesem Zusammenhang mit FLT3 weiter untersucht

werden.
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Abbildung 4.1: Modellentwicklung von Mechanismen und Signalkaskaden, die bei der
Entstehung der B-Zell ALL eine Rolle gespielt haben kdnnten. Gezeigt sind die beiden
Rezeptoren FLT3-ITD und der Pra-BZR. Die Signaltransduktion des FLT3-ITD Rezeptors vermittelt
Proliferation, Proteinsynthese und die Hochregulation von anti-apoptotisch wirkenden Faktoren. Die B-
ALL Zellen sind in ihrer Differenzierung blockiert. Durch die mit FLT3-ITD kooperierenden Mutationen,
die durch die retrovirale Integration zustande gekommen sind, ist die Funktion des Pra-BZR gestort,
es kann keine Kklonale Expansion erfolgen; auch dies wirkt sich auf die Differenzierung der
Tumorzellen aus. Die roten Pfeile zeigen eine Hochregulation an, wéahrend die T-Enden eine Blockade
der entsprechenden Mechanismen anzeigen.

4.6 Kann diese Arbeit zur weiteren Therapie von B-Zell ALL-Patienten,
die eine FLT3-ITD Mutation aufweisen, beitragen?

Durch die Charakterisierung der FLT3-ITD Tumorzellen und deren Signaltransduktion fihrte
die Behandlung der Tumorzellen mit dem FLT3-Inhibitor PKC412 aber auch mit anderen
niedermolekularen Inhibitoren fir die RAS/RAF/MEK/ERK- und PI3K/AKT- Signalwege zum
stark reduzierten Wachstum der leukamischen Zellen in vitro. Das trifft auch auf die
Behandlung der Tumorzellen mit den dominant negativ wirkenden STAT5-Mutanten zu. Es

wurde gezeigt, dass die Signaltransduktion des FLT3-ITD mutierten Rezeptors in akuten
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myeloiden Leuk&mien sich nicht von der in dieser Arbeit vorliegenden akuten lymphatischen
Leukéamie unterschied. Somit kénnen moglicherweise die gleichen Inhibitoren in ALLs
eingesetzt werden, wie es zurzeit in AMLs der Fall ist. Alle hier analysierten Signalwege
waren fir die Proliferation der Tumorzellen wichtig. Dies deutet darauf hin, dass
wahrscheinlich die Behandlung der Patienten mit einem Inhibitor und einer klassischen
Chemotherapie ausreichen kénnte, um das leukdmische Tumorwachstum zu stoppen (Levis
et al., 2004). Durch die Identifikation verschiedener mit FLT3-ITD kooperierender Mutationen
kann in Zukunft eine bessere Therapieform entwickelt werden, die auch auf die sogenannten
,Zweiten Hits“ im Sinne des Models von Dash und Gilliland eingeht und so zu einer besseren

Prognose fiir Leukamiepatienten fiihren kdnnte.
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5 Anhang

5.1 LM-PCR Fragmente aus Experiment 15#6 und 18 #10

Diese LM-PCR wurde mit den DNAs der beiden FLT3-ITD Tumoren durchgefiihrt. Die in blau
gekennzeichneten Daten betreffen Maus #6 aus Experiment 15 und die in rot
gekennzeichneten Daten betreffen Maus #10 aus Experiment 18.

Fragment GroBRe Enzym Chromosom Gen Information LTR gefunden
1 1100 b Pstl Chr2;167,630,958 Ptpnl Ja

2 650 b Pstl Chr1:137,182,496 Timm61/Lmod1 Nein
3 500 b Pstl Chr14:73,304,550 CysLTR2 Nein
4 300b Pstl Chr1:52,068,755 STAT4 Ja

5 200 b Pstl Chr8:125,918,781 MELA Nein
6 180 b Pstl Chr5:118,486,822 Hrk Ja

7 100b Csp6l1 Chr5:118,825,006 repetitive Sequenz Nein
8 1100 b Pstl Chr12:16,877,147 zwischen Rock2 und E2F6 Nein
9 480 b Pstl Chr5:118,826,788 Thrap Ja
10 300 b Pstl Chr5:118,727,387 Thrap Ja
11 900 b Csp61 Chr12:16,876,565 E2F6 und Rock2 Ja
12 100 b Cspbl Chr4:14,431,015 Tmem61 Nein

5.1.1 Sequenzdaten der in Experiment 15 und 18 identifizierten
Integrationen

STAT4-Integration

Die LTR-Sequenz ist in rot gekennzeichnet. Der Pfeil kennzeichnet die Orientierung des
Provirus. Die genaue Position der Integration ist in der ersten Zeile angegeben.

STAT4 — Chromosom 1: 52,068,755 <===

TGGCGTTACTTAAGCTAGCTTGCCAAACCTACAGGTGGGGTCTTTCAGGTACCG
TCAAATGCATTCCCTAGAAGATGATGGGCAGATGATTTGTGTCCTTTTTGTGTCC
TAGTCATATATTCTATGGCCTGTTTTTGACTGAGTAGATGCATTCCTTTTGGTATA
TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTATTCAAG
GTTTTGGAAATGCATCTCAAAGGCAAAGGAACCATTTTTTTTTCTGGTTTTTATCT
ACTATAAAGGGGAAACTTAATGGTTCTGTCTGTAAGTAGCGGCCAGTGTGGATC
TCCCCCTAACTGCNNNTGCCACTAG
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Integration zwischen den beiden Genen Ptpnl und Cebpb

Die LTR-Sequenz konnte aufgrund der Sequenzierungsdaten nicht identifiziert werden. Die
genaue Position der Integration ist in der ersten Zeile angegeben.

Ptpn1l/Cebpb — Chromosom 2: 167,630,958

TCCTCAAACCCACACCAGCTTAANTCTGNCCCNCCCNNGGCACCCCCTGNCTG
GGGCCTTTTTATNGGCTGTCCTTCCCGGACATAGNCACTGGGCTTCCTCTGGTT
CTGAGCAGGCNTCTGCCTCCCTGCTCTAACATGCTCCCTGAAGCCTTGCCGTCT
CTGTTGAGCCTGTGTTTGCCACGGCTACTGCCCCTGTTNGACGCTACAGTTTGA
AGGAGACTATCTCACACCATCCACTGTGGGTTCGGAAGGGCAGAGACCAGAGT
TCAAGGCGGGCTTGCCAGGTTTGCTGCATGAATAGATGTGGAGTCCACGATAA
GGAAGGAGAGACATGGGTGTCACTGCAGCACAGGCAGGAAGCGCCTGGGCAT
TCCCCTGCCTCCTCGTCTTTGCCTAAGATGGAGCATGGTATGTTAAGTCACTTTG
ATAGGTGAAGCAGGCAAGGTGCCAAGGCTGCCAGCTCATGGTGGCTGAGTTTC
TAGTGTGCACCTATTGGAGTCCTGGCCTCCAACATCAAGGTGATGACATGCAGG
GAGCCGGGACAGACTGTTTTGGGATCTGGTT

Integration in der Nahe von Thrap

Die LTR-Sequenz ist in rot gekennzeichnet. Der Pfeil kennzeichnet die Orientierung des
Provirus. Die genaue Position der Integration ist in der ersten Zeile angegeben.

Thrap Chromosom 5: 118,826,788 bp —

CCGAACGACCGAGNGCAGNGAGTCANTNAGCGAGNAAGCGGAAGAGNGCCCA
ATACNCAAACCGCCTCTCCCCGNGCGNTGGCCGATTCATTAATGCAGCNGGCA
CGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGTGCGCAACGCAATTAATGTGA
GTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTAT
GTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCA
TGATTACGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCAGAGGATCCCAATACTAG
TGGCACAGCAGTTAGGCACACTTATATACAATCACGTAGTCACATACACACACTC
AAACACACACACACACACACTTGTACAGGTTTTCTATGGCCTTGCCAAGCTGGT
GACATATATTGAAAGACCCCACCTGTAGGTTNGGCAAGCTAGCTTAAGNNNACG
CCA
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Integration zwischen Rock2 und E2F6

Die LTR-Sequenz ist in rot gekennzeichnet. Der Pfeil kennzeichnet die Orientierung des
Provirus. Die genaue Position der Integration ist in der ersten Zeile angegeben.

Rock2/E2F6: Chr.12: 16,877,147

TGGTCCAGTTTNNTAAANGGGAGAGAGAGGGGGAGTGGGTGGGGCNGGTTTT

GANTTANGGGAATANGGGCTGGGGAAAATGTCTCACNNGNTANGGTGCTTTCC

ATAAAAGCATGAAGACCCGGGTTCAATTAATAAACTANCAATNTAGGCACGGTAT
TTCATGCTGTAATCCCAGTGCTGAAGAGGCAGAGACAGAGAGACTCCTGGAGT

CTGCCTGCTGCCTGGTCAGTCTAACCTGCTTGGCAAGCTCCAGGCCAATGAGA

GTCTATCTCAAAAAACCAAGGTGGACAGTGCTTGACAAACAACTGAGGGTGTCC
CTTGGCCTCTACCCGAGAACAAATGGCATGCACAGGAACGTGAAGGCAATGGA
GTCGGGGCACAGACATCCACATTCCTCTAGAAAGGTCTGCTTTCACATAGCAGA
GTTGCTGCTATGCTTTATCGTTCCCATGGTAACACCTACCCCTCTGTTTTAAGAG
AGACNNGCTGTNGGTCCANNGCACTNGGATTCCTCTTGGGATCTTGGTGAAAG

ACCCCACNNCTNTNGGNNANNNNN E—

5.2 LM-PCR Gelbild aus Experiment 35 #4, #5 und #6

Die Fragmente 1-4 wurden mit dem
Enzym Pstl geschnitten, die
Fragmente 5-7 wurden mit dem
5 (900 bp) Enzym Csp61 geschnitten.
1(600 bp)
2 (500 bp)
6 (350 bp)
3 (300 bp)
4 (200 bp)
7 (100 bp)
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Anhang

5.2.1 LM-PCR Fragmente aus Experiment 35 #4, #5 und #6

Fragment GroRe Enzym Chromosom Gen Information LTR gefunden
1 600 b Pstl Chrd; 148,401,953 Pex14 Nein
2 500 b Pstl repetitive Sequenzen Nein
3 500 b Pstl repetitive Sequenzen Nein
4 200 b Pstl Chr7:89, 980,497 Mus musculus adult male  Nein
testis cONA
5 900 b Csp6l Chr1:52,068,755 STAT4 Ja
6 350 b Cspb1 Chr12:16,586,680 zwischen Rock2 und E2F6  Ja
7 100 b Cspbl Chr5:118,825,006 repetitive Sequenz Nein

Die STAT4 Integration ist unter 5.1.1 zu finden.

5.3 Gelbild der LM-PCR von Experiment 20 Maus #11

A B

~N N P WNa

o

10

1"
12

Fragmentgdlen:

1: 700 bp 8: 500 bp
2: 600 bp 9: 400 bp
3: 500 bp 10: 300 bp
4: 400 bp 11: 200 bp
5: 300 bp 12: 150 bp
6: 200 bp

7:100 bp

Die Fragmente 1-6 wurden mit dem Enzym
Pstl geschnitten, die Fragmente 8-12 wurden
mit dem Enzym Csp61 geschnitten.
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Anhang

5.3.1 LM-PCR Fragmente aus Experiment 20 #11

Fragment Grole Enzym Chromosom Gen Information LTR gefunden
1 700h Pstl Chr7:118,097,851 Mrvil Ja

2 650 b Pstl Chr3:9,832,936 Pagl Ja

3 550h Pstl Chr9;72,314,590 Tex9 Ja

4 500b Pstl Chr10:20,803,336 Ahil Ja

5 300b Pstl Chr7:31,475,745 GAPDH Nein
6 200h Pstl Chr7:31,481834 GAPDH Nein
7 100hb Cspbl Chr10:20,803,566 Ahil Ja

8 500h Cspbl Chr7:123,573,194 Pic3c2a Nein
9 400hb Cspbl Chr7:118,097,522 Mrvil Ja

10 300b Cspbl Chr3:9,832,987 Pagl Ja

11 200b Cspb1 Chr2:152,870,000 Xkr7 Nein
12 150h Cspbl Chr9:41,279,138 repetitive Sequenz Nein

5.4 Gelbild der LM-PCR von Experiment 20 Maus #13
A B

{+— 8 (900 bp)
1 (750 bp}——>| ;

2 (650 bp
3 (520 bp
4 (500 bp)
5 (380 bp
6 (300 bp

<«—— 9 (480 bp)
10 (400 bp)

11 (120 bp)

7 (100 bp 12 (80 by

Die Fragmente 1-6 wurden mit dem Enzym Pstl geschnitten, die Fragmente 8-12
wurden mit dem Enzym Csp61 geschnitten.

151



Anhang

5.4.1 Sequenzdaten der in Experiment 20 #11 und #13 identifizierten
Integrationen

Die LTR-Sequenz ist in rot gekennzeichnet. Der Pfeil kennzeichnet die Orientierung des
Provirus. Die genaue Position der Integration ist in der ersten Zeile angegeben.

Mrvil — Chromosom 7: 117,997,350 ===

NAGTCANTNANCGAGGAANCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCC
CGCGCGTNGGCCGATTCNTNAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGA
AAGCGGNCAGTGAGCGCAAGCGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCA
CCCCAGGATTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGC
GGATAACAATTTCACACACGGAAACAGCTAGATTACGCCAAGCTTGCATGCCTG
CAGGTCGACTCTAGAGGATCCCAATACTGGCACAGCAGTTAGGAGAACGGTCA
TGACAGGCCACTGTCCATCTCTGCTGTCATTAGTGACATCCACTTAGCAGTAATA
GGCGCTTCTGCAAACAGAGCTGAGTGCCACCTCTTCTCCCAGAGTGCCAGGTG
TAGTTTGCTGCATGCTCTGAAGCTAGGCTAGCCTGGCTTTTATCCCTATCTGGT
GCACACAGAAGACTATCACCCTGGCTGTGAGCCTTCCAGTTGCCTTTAGACTGA
AAGACCCCACCTGTAGGTTNGGCAAGCTAGCTTAAGTAACGCCA

Ahil — Chromosom 10: 208,033,36 bp m====)>

CTACCTTCCCTTGGCATGCTTGTGGGGCCAGCGACCACTGTACAGTTTTAACAG
TCTGTTGCAAGCACAGTGAATGTTTCAGTTTGCCAGACCTGTCATGATAAATTAA
TTACAGGATGTTGAAATGGCCAGGCTCCAGCAGCATCTTGCATGGTTTAATATA
GACCCATTTCCCCATTTTCAATGTATTTTGTGGTTATAAATCCTCAGAAATTATAC
GAGCTGCTATAGACTAGTTTATTACGTAGTCTGCCTGCACACAGGAGAAGTATA
ATAAGAATTTGATGTTCTTAAAGTACGTAAATTTGACTGACATTCCTTTACCACAT
GAGATACTTCACTGCATCAACACAGAGCTCTCAGCACCGTGTGTAGCAGTCAGG
GTGAAAGACCCCACCTGTAGGTTTGGCAAGCTAGCTTAAGTAACGCCA
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Anhang

Pag 1- Chromosom 3: 98,329,36 bp )

GCCNNNAGNNNNNNNTCTAGANGNNNCCCAATACTAGTGGCACAGCAGTTAGG
TACTGGACTGTAAAGGATGGGGCATGGCATTCGAAGACTCAAGGCTGGAGTCT
AGGGCTGGCTCCTGCCTCTCCCGAATGTGCCAGCTGGAAATGTGCTAGGGGAG
ACAGGTGCTCCGAGGGCATTTGGCCCGCCGCTAAATTGCACATTCTGAGTGAAA
GACCCCACCTGTAGGTTTGGCAAGCTAGCTTAAGTAACGCCA

Tex9- Chromosom 9: 723,145,590 bp )

TAGTGGNNCAGCAGTTAGGGGTGGTTGTGAGCCCACATATGAATTCTGCGTACT
GAACCCAGATCCTGTGCAAGAGATCTCAACCTTTGAGCCATCTCTCCAGCTCCA
TTTTCTGTAGTTATTTAAAGTATATAAGCGATACCCAATCTGCCTTTTTTTCCTTC
ATTCTCTATGTTGGGTTCAATTTCTTTTTTCTTTTTGAGACAGGGTTTCTCTGTGT
AGCCCTGCTGTCCAGGAACTCACTCTGTAGACCAGGCTGGCCTCGAACTCAGA
AATCTGCCTGCCTCTGCCTCCCAAGTGCTGGGACTAAAGACGTGTGCCACCATT
GCCTGGCCAACTTCTTTTTTCAATTTTTTTCTTTTGTTAATTTTTCCACATGGACAT
GGAAACTGCACTGAAGCTTTTCCTTCTGTCTACTGNAAGAACTTACCTGGAAACT
TTATTGCGTGTATTCTGTTGGCTACTTCCTGAAAGACCCCACCTGTAGGTTTGGC
AAGCTAGCTTAAGTAACGCC
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Anhang

5.5 Gelbild der LM-PCR aus Experiment 42

FragmentgoRen:

1: 500 bp 8: 500 bp
2: 800 bp 9: 1000 bp
3:200 bp 10: 400 bp
4: 250 bp 11: 1100 bp
5: 700 bp 12: 600 bp
6: 550 bp

7:300 bp

Die Fragmente 1-5 wurden mit
dem Enzym Pstl geschnitten, die
Fragmente 6-12 wurden mit dem
Enzym Csp61 geschnitten.

I

Cspbl Pstl

5.5.1 LM-PCR Fragmente aus Experiment 42 Maus #6

Fragment  Gréfle  Enzym Chromosom Gen LTR gefunden
1 450bp Csp61 chr12:71,450,090 Trim19 Ja
2 750bp Pstl chr14:119,551,65 HsBst3 Nein

5.5.1.1Sequenzdaten der Trim19 Integration aus Experiment 42 Maus #6

Die LTR-Sequenz ist in rot gekennzeichnet. Der Pfeil kennzeichnet die Orientierung des
Provirus. Die genaue Position der Integration ist in der ersten Zeile angegeben.

Trim19-Chromosom12:71,450,090bp  mom)>
GTGTGGGAGGAAAATTCACATTGTTATTTAAAACTATGTTAGTCACAGATCCTAC
AGGGTTTATTCCTAACCCACATTTTAATTAGTTGAGACCGGAGCTGCTAATGTTA
TATGCAGTCCGTTTATAGGCAAAGTGTTTCTTAAGATTTGATTGGGGCATCATCT
ATATTAGTGCAGGATATATATGACTATTAGTCCAAAGACACTTTGCTCATGTTAA
GTAGTTAATTCTTAAGAAGAAAGGGGCATCCATGCCCTGTGTATGTTACAATCCT
TTCGTGTATTTTGTATTCACCTGCGCAAGTCAGAGAAACCTTGGCTAGCAAAGTA
AAGAGTCATTCTTCCCAAGTCTGGGTTTTGCCTGAAAGACCCCACCTGTAGGTT
NGGCAAGCTAGCTTAAGTAACGCCA
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Anhang

5.5.2 LM-PCR Fragmente aus Experiment 42 Maus #7

Fragment GréRRe Enzym Chromosom Gen LTR gefunden
1 750bp Csp61 chr5:124,501,431 Abcd9Nsp37b ja
2 300bp Pstl ¢hr10:86,255,040 repetitiv hein
3 950bp Pstl chr15:81,688,769 Tob2 ja

5.5.2.1Sequenzdaten der Integrationen aus Experiment 42 Maus #7

Die LTR-Sequenz ist in rot gekennzeichnet. Der Pfeil kennzeichnet die Orientierung des
Provirus. Die genaue Position der Integration ist in der ersten Zeile angegeben.

Tob2- Chromosom 15: 81,689,340 bp ===

GCCACGTCCTCAGCGGGGCTGCTCACCCTCGGAATCCTTNTGAGCGCCTTAGC
GCCGGATTTCTTCCCTTAAGACTCCAAAGCAGTCTGAGCTCGCCATGTACGTTT
TTCTTTTTTTAAACCGGTGTAGAGCCTCCCGGGGAGGGTAGGGACAGACCTGG
AACACAACAGGCCATTAGGAAGTAGCCTGGGACACAGTGGCTGTTGCTGGCAT
CACCGGGGCCCTGAGAACTCCAAACCCTAGCCCCAGCTCTCAAAGTTCCCTAA
GACCTAGACGGCATGACTCTTCAGTTTTGACGGTCCCCGTGACTTGAACCCCCG
GTCCCGATTTGTTCATTCTGAATTTGGGGAGACAGTGGCACGATGCCACCACCA
GGAAGGTCCTGGATCTGAGTGTAGGCTAACCTGTGAAAGACCCCACCTGTAGG
TTNGGCAAGCTAGCTTAAGNAACGCCA

Abcd9/Vsp37b:Chromosom 5: 71,450,090

GCCTGCAGGNNNACTCTAGAGGNNNCCCAATACTAGTGGCACAGCAGTTAGGT
ACGCATTCCTACATCTGCCGGAAGAGCTACAAGGTGGGCGCTCGCAGACTCTT

CTGTGTATGCAGTGGAAAAGAGTTCACGCCAGAGCATGGACTGCTTCTAAACTA
CGCAAGGGAGAGAGGCAGACACTAAGGCACTAGGCACAGAAAGTCACATATCC
TAGGACTGCCTCCGCCACCACCTCCCCCGACCTCCACCCCACC CCCACCCTCA
TCAACGCATCCTTCATACCTCCCAGGGCAGAGGACAGAACCCAGGGCCTTGAA

CATACTAGGCAAGTTTTGTTTTGTTTTGTTTTGTTTTTTGAGACAGTTTTTCTGTG

TTGCTAGCCCTGGTGGTCTTTGAACTCCATAAAACAGGTTGGTCTCAAATTCACA
GAGATCCTCCTGCCTCTGCTCCTGANTACTGGGATTAAAGATGTGTGCTACCAC
CAGTTTGGGCCNATTTTGTTTTGNTTGGAGATAGTGAAAGANCCCACCTGTAGG
TTTGGCAAGCTAGCNTNNNTAACGCCA pmm)>
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5.5.3 LM-PCR Fragmente aus Experiment 42 Maus #8

Fragment  Grolle Enzym Chromosom Gen LTR gefunden
1 250bp Csp6l chr2:18,877,153 Pip4k2a Ja
2 450bp Pstl chr15:4,501,915 Plexd3 Ja
3 1100bp Pstl chrl6:37,971,232 Gprl56 Nein

5.5.3.1Sequenzdaten der Integrationen aus Experiment 42 Maus #8

Die LTR-Sequenz ist in rot gekennzeichnet. Der Pfeil kennzeichnet die Orientierung des
Provirus. Die genaue Position der Integration ist in der ersten Zeile angegeben.

Pip4K2A — Chromosom 2: 18,877,153 bp

NNNNNNNNTCGGNCNCCGGGGNTCCNATACTAGTGGCACAGCAGTTAGGGCA
CAGAGACCTAGACAGGTAGACAGGGAGATCAGGACCAACAGACTGGAAGTGTG
GGGTGCTTTTTCAAGTTTAAGGAACTCAAACCTGAGTCAAGCGGACTTTGGGAT
GTCTTTCTCTAAAACGCTGTCAAACTGGAGAGAGAGAATGTCAACCCAATGAAA
GACCCCACCTGTAGGTTTGGCAAGCTAGCTTAAGTAACGCCA )

Plcxd3—Chromosom15:4,501,915bp >
CTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCT
ATGACCATGATTACGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCC
AAGACTAGTGGCACAGCAGTTAGGAGCCGCCAGCACAGTGGTCGATCGAGGG
GGGGCCCGCGATTAGTCCAATTTGTTAAAGACAGGATATCAGTGGCCCAGGCT
CTAGTTTTAACTCAACAATCTCACCAGCTGAAGCCTATAGAGTACGAGCCATAGA
TAGAATAAAAGATTTTATTTAGTCTCCAGAAAAAGGGGGGAATGAAAGACCCCAC
CTGTAGGTTNGGCAAGCTAGCTTAAGTAACGCCA
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5.5.4 LM-PCR Fragmente aus Experiment 42 Maus #9

Fragment Grolle Enzyme Chromosom Gene LTR gefunden
1 260bp Cspb1l chr5:110,330,262 repetitiv Nein
2 750bp Csp6l chr2:169,623,131 Tshz2 Nein
3 550bp Pstl chr1:89,752,631 Dgkd Ja

5.5.4.1Sequenzdaten der Dgkd Integration aus Experiment 42 Maus #9

Dgkd — Chromosom 1: 89,752,631 bp

CNTNNNNNCTCGNNNNCCGGGGNTCCNATACTAGTGGCACAGCAGTTAGGGTA
GCCTCAACTGACCTGGAACTCATTTTATAAACCAGGCCGGCCTCAAACTCAGAG

ATCTGCCTGCCTCTACCTCCCAAGTGTTGGAATAAAAGTCATGAGCCACCACAC

CCTGAAGAAATGTTTATATTTTTGATGTCAAATGTAAAGTGTTTTTTTTTTTTCCTT
TGCGAAATGAAAAGTAACAGAAAGTAAGTAAAGGGATCAGGTTTTATTTTTTATTT
TAGTGTTTGGAGGGAAATGGTTTCATGTAGTCCAGGCTGGCCTTGAACTAGCAG
TGCAGCTGAGCGTGACCTTGACCTTTTGATCTTTTGTGCTACCTCCTGAGTATAT
GCTATATGCCCTACCTCCTGAGTATATGCTATATGCCCTACCTCCTGAGTATGTG
CTATATGCCCTACCTCCTGAGTATATGCTATATGCCCTACCTCCTGAGTATATGC

TATATGCCCTGCCACGCCTAGTTTTTGCAATCCTGAAAATTGAATTCNNNTGAAA

NACCCCACCTGTAGGTTTGGCNAGCTAGCTNNNNNACGCCA

Die LTR-Sequenz ist in rot gekennzeichnet. Der Pfeil kennzeichnet die Orientierung des
Provirus. Die genaue Position der Integration ist in der ersten Zeile angegeben.
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