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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Fir den homdoostatisch sehr fein abgestimmten Prozess der Hamatopoese sind Trans-
kriptionsfaktoren von zentraler Bedeutung. Dysfunktionen oder Fehlregulationen dieser Proteine
kénnen zur malignen Transformation von Blutzellen filhren und so Leukamien induzieren. Das
fur den Transkriptionsfaktor RUNX1 codierende Gen, ist eines der am haufigsten mutierten
Gene in akuten Leukamien. Bei Patienten mit akuten myeloischen Leukamien liegt die Inzidenz
von Mutationen in diesem Genlocus bei Uber 30%. Da dennoch nur wenig Uber die Rolle von
Runx1 in der Myelopoese bekannt ist, sollte im Rahmen dieser Arbeit die Funktion des
Transkriptionsfaktors und dessen Zielgene in frihen myeloischen Zellen analysiert werden.

Zunachst wurde untersucht, ob die Aktivitat von Runx1 fir die myeloische Differen-
zierung wichtig ist. Sowohl in vitro als auch in vivo fuhrte die Inaktivierung von Runx1 zu einem
erhdhten Anteil unreifer Myeloblasten, sodass es zu einer Beeintrachtigung, nicht aber zu einer
Blockade der Differenzierungsvorgdnge kam. Weiterhin bestatigten diese Analysen, dass die
monozytare und die granulozytare Entwicklung in gleichem MaRe beeintrachtigt waren, sodass
das Gleichgewicht zwischen beiden myeloischen Entwicklungslinien von Runx1 nicht beeinflusst
wurde.

Mit Hilfe von gesamtgenomischen Expressionsanalysen myeloischer Progenitoren, die
entweder zur Uberexpression von RUNX1 manipuliert wurden oder in denen Runx1 konditional
ausgeschaltet wurde, konnten Gene, die fir Membran- und Adhasionsproteine codieren als
potentielle Runx1-Zielgene identifiziert werden. Viele dieser Gene stehen mit der Interaktion von
Stroma- und Stammzellen im Knochenmark in Verbindung. Stromazellen sind einerseits flir den
Erhalt der Quieszenz der Stammzellen, andererseits aber auch fir die Differenzierung und
Proliferation frilher Progenitoren essentiell. Somit ist es sehr wahrscheinlich, dass die Deregu-
lation dieser Proteine zur Akkumulation pra-leukamischer Progenitoren beitragt, die Zielzellen fir
sekundare Mutationen darstellen und schlief3lich zu einer Leuka&mie fihren kdénnen. Runx1-DNA
Bindungsanalysen bestatigten, dass es sich bei den meisten deregulierten Genen um direkte
Runx1-Zielgene handelt.

De novo-Motivanalysen Runx1-gebundener Regionen bestatigte eine potentielle Ko-
operation mit anderen Transkriptionsfaktoren (z.B. Ets, Cebp und Gata), die Bestandteile
komplexer Netzwerke zur Regulation des Selbsterhalts sowie der Differenzierung friiher hama-
topoetischer Vorlaufer sind. Dass die Abwesenheit von Runx1 nicht an allen Runx1-gebundenen
Genen auch Einfluss auf die Transkription nahm, spiegelt vermutlich die unterschiedlichen

Funktionen von Runx1 in Synergie mit anderen Faktoren wieder. Dementsprechend reicht das
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Funktionsspektrum von Runx1 von einem starken Pionierfaktor, der die Rekrutierung anderer
Schlisselfaktoren dirigiert, bis hin zu einem Gerustprotein, welches lediglich die transkriptionelle
Effizienz moduliert. Erstmals konnten, neben den bekannten Runx1 Interaktionspartnern, Co-
Lokalisationen mit Motiven der zytokininduzierten Stat-Transkriptionsfaktoren nachgewiesen
werden. Dieses legt die Vermutung nahe, dass Runx1 die transkriptionelle Aktivitat von Stat
steigert und somit auch Uberlebens und Proliferationssignale reguliert.

In-vivo-Mausexperimente sollten Aufschluss darliber geben, ob die Inaktivierung von
Runx1 und die damit einhergehenden Beeintrachtigung myeloischer Progenitoren zusammen
mit einem starken Proliferationssignal, induziert durch die konstitutiven Aktivierung der FLT3-
Rezeptortyrosinkinase ausreichend sind, um eine Leukamie zu induzieren. Interessanterweise
induzierte die FLT3-Aktivierung in Runx1-deletiertem Knochenmark eine Myeloproliferation, aber
keine Leukamie. Die Rekonstitution von RUNX1 hingegen induzierte eine aggressive Leukamie.
Dieses liefert einen Hinweis darauf, dass die Inaktivierung von Runx1 zwar die Voraussetzung
fur die Zelltransformation schafft, eine verbleibende onkogene Runx1-Aktivitat jedoch notwendig
ist um die Transformation letztlich auszulésen. Hierbei kénnte Runx1 mit Stat-Transkriptions-
faktoren zusammenwirken, die durch den FLT3-Signalweg aktiviert werden, und die Trans-
kription transformationsférdernder Gene induzieren. Aulerdem konnte das erhoéhte Runx1-
Niveau ein Milieu schaffen, dass die FLT3-induzierte Transformation begtinstigt.

Zusammengefasst unterstiitzen die Ergebnisse dieser Arbeit die Hypothese, dass der
Funktionsverlust von Runx1 ein pra-leukamisches Stadium induziert, vermutlich durch die
Akkumulation friher myeloischer Progenitoren mit einer beeintrachtigten, aber dennoch nicht
blockierten Differenzierung. Weitere Mutationen, wie z.B. die Aktivierung der FLT3-Kinase,
induzieren in Synergie mit Runx1 eine akute Leukadmie, gekennzeichnet durch eine vollstandige
Blockade der Differenzierung. Somit tragt sowohl der Funktionsverlust (Tumorsuppressor), als

auch der Funktionsgewinn (Onkogen) von Runx1 zur Leukdmogenese bei.
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2 Einleitung

2.1 Hamatopoese

Die Hamatopoese bezeichnet den Prozess der Bildung von Blutzellen. Man unter-
scheidet hierbei die primitive von der definitiven Hamatopoese. Die primitive Hamatopoese
findet ausschliellich wahrend der frihen embryonalen Entwicklung statt und flhrt in erster Linie
zur Generierung kernhaltiger Erythrozyten, die die Versorgung des Embryos wahrend der friihen
Entwicklung sicherstellt. Die definitive oder adulte Hamatopoese hingegen umfasst den
kontinuierlichen Prozess der Bildung reifer Blutzellen aus multipotenten hamatopoetischen
Stammzellen (HSZ). Im Folgenden soll zuerst kurz auf die einzelnen Bestandteile des Blutes
eingegangen werden und anschlieBend die Entstehung der reifen Blutzellen aus HSZ erlautert

werden.

2.1.1 Das Blut

Das Blut ist eine besondere Form von Bindegewebe, das zum einen darauf spezialisiert
ist Kérperzellen mit allen notwendigen Substanzen, wie Sauerstoff und Nahrstoffen zu versorgen
und den Abtransport von Stoffwechselendprodukten sicherzustellen. Zum anderen Gbernimmt es
die wichtige Funktion der Immunabwehr.

Das Blut des Menschen besteht zu etwa 55% aus proteinreichem, wassrigem Blut-
plasma. Hierin enthalten sind vor allem Salze, Nahrstoffe und geldste Gase zur Versorgung des
Stoffwechsels aller Korperzellen, aber auch die sogenannten Serumproteine, wie Immun-
globuline, Gerinnungsfaktoren und Proteine zum Transport von Lipiden, Vitaminen und
Hormonen. Die zelluldren Bestandteile des Blutes machen die restlichen 45% des Blutvolumens
aus. Sie lassen sich weiter in rote und weile Blutzellen - Erythrozyten und Leukozyten - sowie
Blutplattchen (Thrombozyten) differenzieren.

Mit 5-6 Millionen Zellen pro pl Blut machen die Erythrozyten den gréfiten zelluldren
Bestandteil des Blutes aus. lhre Aufgabe besteht vor allem darin Sauerstoff zu den Zellen zu
transportieren. Um dabei eine mdglichst hohe Effizienz zu erreichen besitzen reife Erythrozyten
keinen Zellkern aber grole Menge des sauerstoffbindenden Proteins Hamoglobin. AuRerdem
sind Erythrozyten fiir den Abtransport von Kohlenstoffdioxid aus dem Gewebe verantwortlich.
Thrombozyten, die fir die Gerinnung wichtig sind, bilden mit 250.000 — 400.000 Zellen pro pl
den zweitgréRten zelluldren Bestandteil des Blutes. Sie haben einen Durchmesser von 1,5 —

3 um und entstehen im Knochenmark durch Abschnirungen ausgehend von Megakaryozyten.

Wahrend der Blutgerinnung stllpen sie Pseudopodien aus und begiinstigen so die Thrombus-
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bildung. Mit 5.000-10.000 Zellen pro pl Blut bilden die Leukozyten zwar die kleinste Fraktion der
Blutzellen, vermitteln aber die fiir das Uberleben des Organismus wichtige Immunabwehr
(Campbell and Reece, 2003). Man unterscheidet myeloische Leukozyten, welche die
unspezifische (angeborene) Immunantwort induzieren und somit die erste Verteidigungslinie des
Korpers gegen Krankheitserreger darstellen, und lymphatische Leukozyten, die flr die adaptive
Immunantwort verantwortlich sind.

Die zellularen Bestandteile des angeborenen Immunsystems sind die im Blut
patrouillierenden Monozyten und Granulozyten. Granulozyten lassen sich anhand der
Zusammensetzung ihrer Granula und dem hierdurch bedingten Farbeverhalten des Zytoplasmas
in einer Pappenheimfarbung weiter in eosinophile, basophile und neutrophile Granulozyten
unterteilen. Basophile und eosinophile Granulozyten machen mit 1-5% nur einen kleinen Anteil
der Zellen im Blut aus und dienen der Abwehr von Parasiten. Neutrophile hingegen, machen
den groRten Teil der Leukozyten Uberhaupt aus (60-70%). Ihre Aufgabe besteht in erster Linie in
der Phagozytose von Bakterien und anderen Fremdkdrpern. Angelockt durch chemotaktische
Reize koénnen sie in Gewebe einwandern, Pseudopodien ausbilden und den Keim umschlingen.
Die so gebildeten Phagosomen verschmelzen im Innern der Zelle mit den enzymhaltigen
Granula, woraufhin das phagozytierte Material intrazellular verdaut wird. Werden Granulozyten
von sehr groRen Fremdkorpern aktiviert fihrt dieses zur Sekretion der lysosomalen Granula-
komponenten in das Interstitium (,frustrierte Phagozytose”) (Leffell and Spitznagel, 1974).

Monozyten sind ebenso wie Granulozyten in der Lage koérperfremde Stoffe durch
Phagozytose abzubauen. Wandern sie in Gewebe ein, so differenzieren sie innerhalb weniger
Stunden zu phagozytierenden Makrophagen aus. Monozyten haben neben der Aufnahme von
koérperfremden Stoffen eine weitere wichtige Aufgabe bei der Immunabwehr: Sie sind zur
Antigenprasentation befahigt, d.h. nach der Phagozytose prasentieren sie Antigene des Fremd-
korpers auf ihrer Oberflache. Neben den Monozyten ist es insbesondere die Aufgabe der
dendritischen Zellen Antigene aufzunehmen, zu prozessieren und zu prasentieren. Dendritische
Zellen sind als einzige Zellen in der Lage die Zellen des adaptiven Immunsystems zu aktivieren,
indem sie Zytokine ausschuitten und naive T-Zellen stimulieren. T- und B-Zellen machen die
restlichen 20-30% der Leukozyten im Blut aus und vermitteln die adaptive Immunantwort. T-
Zellen werden in zytotoxische T-Zellen und T-Helferzellen unterteilt. Zytotoxische T-Zellen
erkennen die, von dendritischen Zellen und Monozyten prasentierten, Antigene und induzieren
den Zelltod der antigenpasentierenden Zellen. T-Helferzellen sezernieren zahlreiche Zytokine
und kénnen so, abhangig von der Art der sezernierten Faktoren, die zellvermittelte Immun-
antwort der zytotoxischen T-Zellen oder die humorale Immunantwort der B-Lymphozyten

stimulieren. Im Gegensatz zu den T-Zellen, die die zellvermittelte Immunantwort induzieren,
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induzieren die B-Zellen die humorale Immunantwort. Wenn sie durch kdrperfremde Antigene
aktiviert werden, differenzieren sie entweder zur antikérperproduzierenden Plasmazelle oder zur
Gedachtniszelle. Plasmazellen produzieren und sekretieren spezifische Antikdrper um Patho-
gene gezielt zu bekampfen, Gedachtniszellen hingegen bleiben Gber Jahre erhalten, werden bei
erneutem Kontakt mit demselben Antigen sofort aktiviert und kénnen innerhalb weniger Stunden
eine Immunreaktion auslosen, die ein Ausbrechen einer Infektion verhindert (Murphy, et al.,
2008).

Die Uberlebensdauer der einzelnen Blutzellen, mit Ausnahme der B-Gedachtniszellen,
ist nur relativ kurz und variiert zwischen 3 Tagen (Granulozyten) und 4 Monaten (Erythrozyten).
Diese geringe Lebensdauer der verschiedenen Blutzellen und der sich daraus ergebende hohe
Umsatz im Organismus im Vergleich zur Lebensdauer eines Menschen verdeutlicht, dass der
Korper in der Lage sein muss, den Verlust an Blutzellen Gber den gesamten Lebenszeitraum

permanent auszugleichen.

2.1.2 Adulte Hamatopoese

Die adulte Blutbildung findet im roten Knochenmark des Beckens, des Brustbeins und
der Rippen, sowie in den langen Rdhrenknochen statt. An der Spitze des hamatopoetischen
Systems steht die hadmatopoetische Stammzelle (HSZ). Sie zeichnet sich durch zwei Eigen-
schaften aus. 1) Multipotenz, HSZ kdnnen in alle hdmatopoetischen Zelltypen ausdifferenzieren.
2) Selbsterhaltungskapazitat, eine besondere Form der Proliferation, die nur Stammzellen (SZ)
mdglich ist und fir den Erhalt der Stammzellpopulation notwendig ist. SZ kénnen sich auf zwei
verschiedene Arten teilen, durch symmetrische oder asymmetrische Zellteilung. Bei der
symmetrischen Teilung entstehen 2zwei identische multipotente Stammzellen. Bei der
asymmetrische Teilung hingegen entsteht aus einer Stammzelle eine neue SZ und eine weiter
differenzierte Zelle, die weitere Differenzierungsschritte durchlauft und so zur reifen Blutzelle
ausdifferenziert. Unter physiologischen Bedingungen teilen sich HSZ nur selten. Im Fall von
Blutartmut und Entzindungen kdnnen jedoch vermehrt Blutzellen produziert werden. Die
Regulation der Stammzellaktivitat erfolgt Gber extrinsische Stimuli. Im Knochenmark liegen HSZ
in zwei bestimmten Bereichen, den sogenannten Nischen, vor. Die endosteale Nische umfasst
das Endost der Knochen, die vaskulare Nische bezeichnet den Bereich im Knochen rund um die
BlutgefalRe. Innerhalb beider Nischen stehen die HSZ in Kontakt mit Stroma- und Endothel-
zellen, die Liganden flr bestimmt Rezeptoren auf der Oberflache der Stammzellen exprimieren
oder sezernieren. Die Faktoren der endostealen Nischenzellen bewirken, dass die HSZ

quieszent bleibt. Die vaskulare Nische bietet die geeigneten Bedingungen zur Proliferation und
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Differenzierung der Stammzellen. Im Bedarfsfall kdnnten HZS durch Zytokinstimulationen, wie
z.B. durch G-CSF (Granulocyte-Colony-Stimulating-Factor) aktiviert werden. So wird sicher-
gestellt, dass die Bildung neuer Zellen nur erfolgt, wenn sie auch bendtigt werden. Durch die
strenge Regulation des Gleichgewichtes zwischen Ruhestadium und Zellteilung wird die Zahl
der Zellen konstant gehalten.

Anhand von Transplantationsstudien im Mausmodell konnten zwei verschiedene
Stammzellpopulationen identifiziert werden: LT-HSZ (Long Term-HSZ) und ST-HSZ (Short
Term-HSZ). LT-HSZ sind Zellen mit einem uneingeschrankten Selbsterhaltungspotential. Sie
kénnen das hamatopoetische System einer Maus nach deren letaler Bestrahlung vollstandig
konstituieren und so das Uberleben (>16 Wochen) des Tieres sichern (Spangrude, et al., 1988).
Diese Zellen dienen vor allem dem Selbsterhalt der Stammzellpopulationen. Sie sind quieszent
und zeichnen sich durch eine niedrige Teilungsrate aus. Pro Tag treten nur 8 bis 10% der LT-
HSZ in den Zellzyklus ein, sodass sich jede Stammzelle nur einmal innerhalb von 1-3 Monaten
teilt (Bradford, et al., 1997; Cheshier, et al., 1999). ST-HSZ sind nur fir einen Zeitraum von 8
Wochen zum Selbsterhalt befahigt (Morrison and Weissman, 1994), dann entwickeln sie sich
weiter zu den starker determinierten multipotenten Progenitoren (multipotener Progenitor; MPP).
Diese Zellen haben ein stark eingeschranktes Selbsterhaltungspotential (Morrison, et al., 1997),
weisen aber eine hohe mitotische Aktivitat auf und differenzieren entweder in lymphatisch- oder
myeloisch-determinierte Progenitorzellen (Common Lymphoid Progenitor; CLP; Common
Myeloid Progenitor, CMP). CLPs differenzieren Uber unreife Zwischenstufen zu den, die
spezifische Immunreaktion vermitteinden B- und T-Zellen aus. Diesen gegenuber stehen die
CMPs, die Vorlaufer aller myeloischen Zellen. Unterhalb dieser Progenitoren gabelt sich der
Entwicklungszweig in die megakaryozytar-erthroiden (Megakaryozyten-Erythrozyten-Progenitor,
MEP) oder die granulozytar-monozytaren (Granulozyten-Monozyten-Progenitor, GMP) Progeni-
toren auf. MEPs kénnen entweder zu Erythrozyten oder zu Megakaryozyten ausdifferenzieren.
Letztere schnlren schlieBlich die Blutplattchen, Thrombozyten, ab. Aus den granulozytar-
monozytaren Vorlauferzellen entwickeln sich, Uber mehrere Vorlauferstadien, die fir die
unspezifische Immunantwort wichtigen Granulozyten und Monozyten/Makrophagen. Die
Herkunft dendritischer Zellen ist noch nicht endgultig geklart, jedoch scheinen sie sich aus
einem bipotenten Vorlaufer zu entwickeln, der in der Lage ist zu dedritischen Zellen oder zu
Makrophagen zu differenzieren (Fogg, et al., 2006). Mdglicherweise entstehen dendritische
Zellen jedoch auch aus einem T-Zell-Vorlaufer.
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Abb. 1: Schematische Ubersicht der adulten Hamatopoese. Dargestellt ist die Entwicklung reifer
Blutzellen aus der hamatopoetischen Stammzelle nach dem Akashi-Kondo-Weissman Modell. LT-HSZ:
long-term hamatopoetische Stammzelle; ST-HSZ: short-term hamatopoetische Stammzelle; MPP:
multipotenter Progenitor; CMP: common myeloid progenitor; CLP: common lymphoid progenitor; MEP:
Megakaryozyten-Erythrozyten-Progenitor;, GMP: Granulozyten-Monozyten-Progenitor

Das hier vereinfacht dargestellte Modell der Hamatopoese entspricht dem Akashi-Kondo-
Weissman-Schema, bei dem ein binarer Differenzierungsprozess angenommen wird, d.h.
Progenitoren und Vorlauferzellen haben die Mdoglichkeit in zwei verschiedene Zellen zu
differenzieren. Viele Studien der letzten Jahre lassen jedoch vermuten, dass der eigentliche
Prozess der Hamatopoese deutlich komplexer ist, weitere Zwischenstufen enthalt und dass
Querverbindungen zwischen den unterschiedlichen Entwicklungspfaden bestehen (zusammen-
gefasst in: Laiosa, et al., 2006 und lwasaki and Akashi, 2007).

2.2 Transkriptionsfaktoren in der Hamatopoese

Die Entstehung reifer Blutzellen aus hamatopoetischen Stammzellen ist durch zwei

fundamentale Prozesse gekennzeichnet: 1) dem Verlust der Selbsterhaltungskapazitat und 2)
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die Annahme einer spezifischen Linienidentitat. Gesteuert werden diese Ablaufe durch das
Zusammenspiel von zelltypspezifischen Transkriptionsfaktoren und extrazellularen Signalen, wie
Zell-Zell-Interaktionen, Wachstumsfaktoren oder Zytokinen. Hinsichtlich des Mechanismus, wie
diese beiden Faktoren zusammenwirken, bestehen zwei Hypothesen. Das stochastische Modell
geht davon aus, dass zelltypspezifische Transkriptionsfaktoren auf niedrigem Niveau bereits in
HSZ exprimiert werden und dass die verschiedenen linienspezifischen Transkriptionsfaktoren
durch stochastische Mechanismen hochreguliert bzw. abgeschaltet werden. In diesem Modell
ermdglichen die exogenen Faktoren lediglich das Uberleben und die Proliferation dieser, auf
eine Differenzierungsrichtung festgelegten, Zellen. Dem gegentiber steht das instruktive Modell.
Es basiert darauf, dass exogene Faktoren (Zytokine) durch rezeptorvermittelte Signale die
Differenzierung der Zellen in eine bestimmte Richtung lenken (zusammengefasst in: Zhu and
Emerson, 2002). Beide Mechanismen konnten anhand zahlreicher Experimente untermauert
werden, sodass vermutlich beide Modelle zutreffen und ein Hybridmodell den eigentlichen
Mechanismus am besten beschreibt (Just, et al., 1991).

2.2.1 Funktion der Transkriptionsfaktoren

Die Regulation der Promotoraktivitat eines Gens erfolgt durch die Interaktionen von
Transkriptionsfaktoren (trans-regulatorische-Elemente) und cis-regulatorischen Elementen. Zu
den cis-regulatorischen Elementen zahlen DNA-Sequenzen wie Promotoren, Enhancer und
Silencer. Promotoren liegen innerhalb von 1000 Basenpaaren stromaufwarts des Transkriptions-
startpunkts (Zhang, 1998) und beinhalten allgemeine Sequenzelemente, wie die TATA-Box und
die Initiatorsequenz zur Bindung der allgemeinen Transkriptionsfaktoren und der Polymerase.
Dieser, als Kernpromotor bezeichnete, Abschnitt des Promotors ist zwar ausreichend um die
Genexpression zu initiieren, die transkriptionelle Aktivitat ist jedoch in der Regel sehr schwach.
Die Bindung sequenzspezifischer Transkriptionsfaktoren an proximale Promotorbereiche kénnen
die Transkription jedoch verstarken, indem diese zur Rekrutierung oder Stabilisierung der
Interaktion der allgemeinen Transkriptionsfaktoren mit dem Kernpromotor beitragen (zusammen-
gefasst in: Farnham, 2009). Die Promotoraktivitdt kann noch weiter stimuliert werden, wenn
spezifische Faktoren an die Enhancer-Elemente eines Gens binden. Diese regulatorischen
DNA-Abschnitte beinhalten in der Regel Bindungsmotive fir mehrere spezifische Faktoren und
kénnen mehrere Tausende Basenpaare vom Promotor entfernt, vor oder hinter dem Trans-
kriptionsstartpunkt liegen. Sie werden als regulatorische Elemente definiert, die die Transkription
unabhangig von ihrer Entfernung und Orientierung zum Transkriptionsstartpunkt stimulieren

kénnen (Banerji, et al., 1981). Die Bindung spezifischer Faktoren an Enhancer-Elemente
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induziert eine Konformationsanderung der Nukleinsduren, das sogenannte Chromatin looping,
sodass Enhancer und Promotor in unmittelbare Nahe voneinander gebracht werden
(zusammengefasst in: Krivega and Dean, 2011). Die Aktivierung der Transkription erfolgt
anschlieBend entweder ebenfalls durch die Stabilisierung des Polymerasekomplexes oder durch
die Rekrutierung von Ko-Aktivatoren. Hierzu zéhlen Kinasen, die die Aktivitdt der Polymerase Il
durch deren Phosphorylierung stimulieren und Histon-Acetyltransferasen (HATs) (Dahmus,
1994). Die Rekrutierung von HATs an die DNA flhrt zur Acetylierung spezifischer Lysinreste der
Histone. Dadurch wird deren positive Ladung maskiert und die Affinitdt zu dem negativ
geladenen Rickgrat der DNA vermindert. Es kommt zu einer Auflockerung der
Chromatinstruktur, sodass die DNA fiir die Transkriptionsmaschinerie besser zuganglich ist und
die Transkription des Zielgens verstarkt wird. Im Gegensatz zu den Enhancer-Elementen an
denen die Faktorbindung eine transkriptionssteigernde Wirkung hat, flhrt die Bindung von
Transkriptionsfaktoren an distal gelegene Silencer-Elemente zu einer Suppression der
Transkription. Diese Faktoren agieren als Repressoren und rekrutieren Histon-Deacetylasen
(HDAC), die Gegenspieler der HATs an die DNA. HATs katalysieren die Deacetylierung der
Histone und bewirkten so die Kondensation des Chromatins und die Repression der
Transkription (zusammengefasst in: Haberland, et al., 2009). Viele Transkriptionsfaktoren

kénnen Kontext-abhangig sowohl als Aktivatoren, als auch als Repressoren fungieren.

2.2.2 Kooperation von Transkriptionsfaktoren

Damit in spezifischen Zellen nur ein eingeschranktes Repertoire an Genen exprimiert
wird, muss die Aktivitat der Tranksriptionsfaktoren sehr sorgfaltig reguliert werden. Zum einen
erfolgt dieses Uber die Chromatinstruktur und die relative Konzentration der Transkriptions-
faktoren in der Zelle. Zum anderen kann auch die Bindungsaffinitat einzelner Transkriptions-
faktoren an die DNA auf unterschiedliche Weise modifiziert werden. Neben der direkten
posttranslationalen Modifikation der Faktoren wie z.B. Phosphorylierung, SUMOylierung und
Ubiquitinierung, die Auswirkungen auf die Aktivitat und Stabilitdt der Faktoren haben, spielen
insbesondere die Interaktionen mit anderen Transkriptionsfaktoren eine grofle Rolle. Die
Bindung eines Faktors an die DNA kann beispielsweise die Bindungsaffinitdt eines weiteren
Faktors beeinflussen, man spricht von einer kooperativen Bindung. GemafR® dem klassischen
Modell einer kooperativen DNA-Bindung stehen zwei oder mehrere Faktoren Uber eine direkte
Protein-Protein-Interaktion in Verbindung und erhdéhen so die DNA-Bindungsaffinitat des jeweils
anderen Faktors. Dennoch kénnen Transkriptionsfaktoren auch kooperieren ohne dabei in

direktem physischem Kontakt zueinander zu stehen. Vier Beispiele solcher, nicht der
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klassischen Definition entsprechenden, kooperativen Bindungen sind beschrieben worden (Abb.
2). Zwei Faktoren kdnnen beispielsweise an entfernt voneinander liegende Motive binden und
dabei die gegenseitige Bindungsaffinitat durch die gemeinsame Interaktion mit einem
allgemeinen Kofaktor beeinflussen (Abb. 2A) (zusammengefasst in: Spitz and Furlong, 2012).
Weiterhin ist eine spezielle Klasse der Transkriptionsfaktoren in der Lage an nukleosomales
Chromatin zu binden und so bestimmte Enhancer-Elemente zu aktivieren. Solche Pionier-
faktoren bewirken die Remodulierung der Chromatinstruktur und machen so Bindungsstellen flr
weitere Faktoren zuganglich, die zuvor auf Grund der Interaktion mit den Histonen unzugéanglich
waren (Abb. 2B). Die Bindung eines Transkriptionsfaktors kann auch die Kondensation des
Chromatins verhindern oder die Verformung der DNA induzieren und so die Bindung weitere
Faktoren an deren Konsensusmotive erméglichen (assistierte Bindung; Abb. 2C). Letztlich ist es
auch moglich, dass Faktoren ohne eine direkte Bindung an die DNA, allein durch die Protein-
Protein-Interaktion, an regulatorische Elemente rekrutiert werden (Huckepackbindung; Abb. 2D;
zusammengefasst in: Spitz and Furlong, 2012).

In der Regel fiihrt die kooperative Bindung mehrerer Faktoren zu einer erheblichen
Steigerung der transkriptionellen Aktivitat, die starker ist als die blole Summe der Aktivitaten die
durch die Bindung der einzelnen Faktoren entstanden waren (Synergie). Allerdings kdnnen
kooperative Bindungen auch repressiv auf die Transkription wirken, z.B. durch die gemeinsame
Rekrutierung eines Repressors wie Groucho oder durch inhibitorische Protein-Protein-
Interaktionen. Pu.1 und Gata1 beispielsweise agieren als Antagonisten bei der Differenzierungs-
entscheidung zwischen der myeloischen und der erythroiden Linie. Die Aktivitdt von Pu.1 ist
entscheidend fiir die myeloische Differenzierung, wahrend Gata1 die erythroide Differenzierung
induziert. Pu.1 kann durch eine direkte Bindung an die DNA-Bindungsdomane von Gata1
dessen Aktivitat blockieren (Zhang, et al., 1999). Im Gegensatz hierzu verhindert Gata1 wahrend
der erythroiden Entwicklung die Komplexbildung zwischen Pu.1 und seinem Kofaktor Jun und
inhibiert so dessen Aktivitat (Zhang, et al., 1999).

10
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Abb. 2: Kooperrative Bindungsmechanismen. TF: Transkriptionsfaktor; PF: Pionierfaktor. Modifiziert
nach Spitz and Furlong, 2012.

2.3 Die TF in der Myelopoese

Wahrend der myeloischen Entwicklung sind einige Schllsselfaktoren flir die Regulation
der zelltypspezifischen Genexpression von grofer Bedeutung. Besonders deutlich wird ihre
Funktion in Mausmodellen in denen die gezielte Mutation oder Deletion einzelner Faktoren zum
kompletten Verlust ganzer hamatopoetischer Zweige flhrt. Die wichtigsten dieser myelo-

spezifischen Faktoren sollen im Folgenden kurz vorgestellt werden.

2.3.1.1 PU.1

Der erste, fur die myeloische Pragung entscheidende Faktor ist der zur ETS-Familie
gehodrende Transkriptionsfaktor Pu.1. Das Protein ist das Produkt des Onkogens Sfpi1 (murin)
bzw. SPI1 (human). Dieses enthalt, neben einem Helix-turn-Helix-Motiv zur DNA-Bindung, zwei
weitere Domanen zur Protein-Protein-Interaktion. PU.1 ist der wohl wichtigste Regulator der
Hamotopoese. Fast alle myelospezifischen und viele lymphospezifischen Gene weisen PU.1
Bindungsmotive innerhalb ihrer regulatorischen Elemente auf (zusammengefasst in: Tenen, et
al., 1997). Zudem flhrt eine Deletion von Pu.1 in der Keimbahn bei Mausen zu einem neonatal
letalen Phanotypen, wobei in der fétalen Leber weder B-Zellen noch Makrophagen gebildet
werden (Scott, et al, 1994; McKercher, et al., 1996). Eine Vielzahl konditionaler Knockout-
Mausmodelle in denen eine Deletion von Pu.1 in verschieden Differenzierungsstufen induziert
wurde, haben dazu beigetragen die Funktion des Faktors in unterschiedlichen hamato-

poetischen Linien zu analysieren und haben gezeigt, dass die Konzentration von Pu.1
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entscheidend ist. Hohe Konzentrationen von Pu.1 in MPPs bewirken die Differenzierung in die
myeloische Richtung (CMP), wahrend bei geringen Konzentrationen die Zelle zum CLP weiter
reift (DeKoter and Singh, 2000). Auch wahrend der Differenzierungsentscheidung zwischen der
granulozytaren und der monozytaren Linie scheint Pu.1 von Bedeutung zu sein. Hier bewirken
hohe Pu.1-Konzentration die Entwicklung von Monozyten/Makrophagen, eine geringe Pu.1-
Menge hingegen die Entstehung von Granulozyten (Rosenbauer, et al., 2004; Dakic, et al.,
2005).

2.3.1.2 CCAAT-Enhancer-Binding-Proteine (C/EBPs)

Die Familie der CCAAT-Enhancer-Binding-Proteinen besteht aus sechs Mitgliedern,
C/EBPa - ¢. C/EBPq, B, v, 6 enthalten keine Introns, wahrend C/EBP¢ und — C aus zwei bzw. vier
Exons bestehen (zusammengefasst in: Ramji and Foka, 2002). Alle sechs Faktoren gehoéren zu
den Leuzinzipperfaktoren und binden an dieselbe Konsensussequenz (RTTGCGYAAY, R= A
oder G, Y= C oder T), wobei allerdings erhebliche Variationen toleriert werden (Osada, et al.,
1996). Fir die DNA-Bindung ist eine vorherige Dimerisierung unbedingt notwendig. C/EBP-
Proteine kénnen sowohl mit anderen Familienmitgliedern Homo- oder Hetereodimere bilden, als
auch mit anderen Transkriptionsfaktoren mit oder ohne Leuzinzipper-Domane dimerisieren. Die
N-Termini der einzelnen C/EBP-Proteine sind relativ divergent, ausgenommen dreier kurzer
Abschnitte, die mit dem basalen Transkriptionsapparat interagieren und so die transkriptionelle
Aktivitat regulieren (zusammengefasst in: Ramji and Foka, 2002). Durch die Verwendung
unterschiedlicher Translations-Inititations-Codons und Promotoren sowie durch alternatives
Splicen kdnnen verkirzte Proteine entstehen, die keine Transaktivierungsdomane enthalten und
so als dominant negative Inhibitoren anderer C/EBPs wirken (Descombes and Schibler, 1991;
Pabst, et al., 2001). Drei Mitglieder der C/EBP-Familie, a, B und ¢, spielen wahrend der
myelosichen Differenzierung eine wichtige Rolle. Wahrend C/EBPa vor allem in frihen
myloischen Zellen exprimiert wird, Gbernehmen in der spateren myeloischen Ausreifung die -
und e-Proteine wichtige Funktionen.

C/EBPa: C/EBPa ist der zuerst beschriebene und am besten untersuchte Faktor der
C/EBP-Familie. Dieser Faktor wird im hamatopoetischen System vor allem in HSZ und in
myeloischen Progenitoren exprimiert. Im Laufe der granulozytaren Differenzierung nimmt die
Expression jedoch ab (Scott, et al., 1992). Durch die Verwendung unterschiedlicher
Translations-Inititations-Codons kénnen zwei C/ebpa Proteine gebildet werden, ein 42kDa
grolies Protein mit vollstandiger transkriptioneller Aktivitat und eine verkirzte 30kDa-Form, die

nur eine der drei Aktivierungsdomanen aufweist und als dominant-negatives Suppressor-Protein
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die Aktivitat der 42kDa-Form unterbinden kann (Calkhoven, et al., 2000; Pabst, et al., 2001). Die
transkriptionell aktive 42kDa-Form reguliert die Expression vieler, wahrend der myeloischen
Entwicklung wichtiger Gene, wie die Gene des M-CSF-Rezeptors (Zhang, et al., 1994; Zhang, et
al., 1996), des GM-CSF-Rezeptors a (Granulocyte-Monoyte-Colony-Stimulating-Factor a)
(Hohaus, et al., 1995) des G-CSF-Rezeptors (Smith, et al., 1996), von Pu.1 (Wang, et al., 1999;
Yeamans, et al., 2007), von C/ebpa selbst (Timchenko, et al., 1995), der Myeloperoxidase und
der neutrophile Elastase (Ford, et al., 1996; Oelgeschlager, et al., 1996). Im Mausmodell fihrt
die konditionale Deletion von Cebpa zu einer Blockade der myeloischen Entwicklung, sodass
weder GMPs noch Granulozyten entstehen und die Entwicklung monozytarer Zellen
verlangsamt ist (Zhang, et al., 2004). C/ebpa ist somit fir die Differenzierung von CMPs zu
GMPs unbedingt notwendig. Weitere Studien deuten auf eine zusatzliche Beteiligung von
C/ebpa bei der weiteren Differenzierungsentscheidung zwischen der granulozytaren und der
monozytaren Linie hin (Radomska, et al., 1998; Wang, et al., 1999; Wang and Friedman, 2002;
Wang, et al., 2006).

C/EBP: Die Expression von Cebpb wird wahrend der Makrophagendifferenzierung
verstarkt (Natsuka, et al., 1992), aber auch in Granulozyten wird Cebpb exprimiert (Antonson, et
al., 1996). Im Gegensatz zu C/EBPa ist -B flr die normale Hamatopoese nicht unbedingt
notwendig. So induziert die Inaktivierung von Cebpb im Mausmodell keine schwerwiegenden
hamatopoetischen Defekte. Dennoch sind diese Tiere aufert empfanglich fir bakterielle
Infektionen. Zum einen beruht dieses auf einem Defekt in der Makrophagenaktivierung (Tanaka,
et al., 1995), zum anderen ist C/EBPB fir die schnelle, Zytokin-induzierte Granulopoese
notwendig. So fiihren Pilzinfektion in Cebpb” Mausen innerhalb von 2-4 Wochen zum Tode, da
diese Tiere trotz der Anwesenheit von C/ebpa nicht in der Lage sind schnell genug ausreichend
Granulozyten zu produzieren um die Infektion zu bekdmpfen (Hirai, et al., 2006). In Cebpa™
Mausen kann Cebpb, wenn es in den Cebpa-Locus eingesetzt wird, die Differenzierung granulo-
zytarer Zellen induzieren und den Verlust von C/ebpa kompensieren (Jones, et al., 2002). Die
endogene Cebpb-Expression ist jedoch nicht ausreichend, um der blockierten Granulozyten-
reifung in Cebpa” Mausen entgegenzuwirken (Zhang, et al., 1997). Dieses verdeutlicht die
unterschiedliche Regulation beider Proteine. Auflerdem kann C/EBPB die Expression von
Cepbe verstarken, welche wiederum flr die terminale Differenzierung von Granulozyten wichtig
ist (Duprez, et al., 2003).

C/EBPe¢: Cepbe wird ausschliellich im hamatopoetischen System und hier insbesondere
in spaten granulozytaren, aber auch in einigen lymphoiden Zellen exprimiert (Yamanaka, et al.,
1997b). Die Deletion von Cebpe im Mausmodell induziert eine Blockade der granulozytaren

Entwicklung im Promyelozytenstadium, sodass keine funktionalen Granulozyten gebildet werden
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(Yamanaka, et al., 1997a). Dieses spiegelt die Notwendigkeit von C/EBP¢ fiir die terminale
Differenzierung granulozytarer Zellen wieder.

Alle weiteren C/EBP-Proteine werden in hamatopoetischen Zellen nur schwach
exprimiert und sind nur wenig untersucht (Network, 2013). Kirzlich konnte jedoch gezeigt
werden, dass in Leukamiepatienten mit verminderter C/EBPa-Aktivitat die Expression von
C/EBPy deutlich erhéht ist. C/EBPy besitzt keine Transaktivierungsdoméne, sodass postuliert
wird, dass er an Stelle von C/EBPa an dessen Zielgene bindet und diese reprimiert (Alberich-
Jorda, et al., 2012).

2.3.1.3 Weitere Transkriptionsfaktoren - IRF8, MafB, Gfi1 und RAR«a

Weitere Transkriptionsfaktoren sind fiir die terminale Differenzierung myeloischer Zellen
notig. Wahrend der Ausreifung monozytarer Zellen sind IRF8 (Interferon regulatory factor 8) und
MafB (V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B) von Bedeutung. So flihrt
die Inaktivierung von Irf8 in Mausen zu einer verminderten Anzahl von Makrophagen und einer
vermehrten Produktion reifer granulozytarer Zellen und deren Vorlaufer (Holtschke, et al., 1996).
Auch die Deletion des fir MafB codierenden Gens verhindert die vollstdndige monozytare
Ausreifung fotaler Leberzellen in in vitro-Differenzierungsanalysen (Moriguchi, et al., 2006). Die
exogene Uberexpression des Faktors hingegen induziert die monozytare Differenzierung
bipotenter myeloischer Zelllinien (Hegde, et al., 1999). Fir die granulozytare Ausreifung sind
neben C/ebpe auch Gfi1 (growth factor independent 1 transcription repressor) und der
Retinsaurerezeptor-a (RARa) wichtig. Der Aktivitatsverlust dieser Faktoren fiihrt zu einer
Blockade der granulozytaren Differenzierung im Promyelozytenstadium. Gfi1 ist ein transkrip-
tioneller Repressor, der wahrend der granulozytaren Diffenzierung die Expression monozytarer
Gene inhibiert (Zweidler-Mckay, et al., 1996). RARa hingegen ist ein nukledrer Rezeptor, der als
ligandeninduzierbarer Transkriptionsfaktor wirkt, indem er an spezifische Abschnitte in der
Promotorregion (RARE; retinoic acid response elements) seiner Zielgene (z.B. C/ebpe) bindet
(Park, et al., 1999). In Abwesenheit eines Liganden bildet RARa Heterodimere mit dem
Retinoid-X-Rezeptor und rekrutiert einen Korepressorkomplex mit HDAC-Aktivitat. Durch die
Bindung des Retinsaure-Liganden kann dieser repressive Komplex gelost werden und
Koaktivatoren rekrutiert werden, sodass die Transkription der Zielgene stattfinden kann.
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2.4 Leukamie
2.4.1 Akute Leukdmien

Geraten die fein abgestimmten Differenzierungsprozesse hamatopoetischer Zellen durch
genetische Veranderungen aus dem Gleichgewicht, kann dieses zu einer Leukamie fihren.
Leukamien sind Krebserkrankungen des blutbildenden Systems, die durch die stark vermehrte
Bildung von Leukozyten und insbesondere deren Vorlauferzellen gekennzeichnet sind.
Abhangig vom Verlauf der Erkrankung unterscheidet man zwischen chronischen und akuten
Leukamien.

Chronische Leukadmien bleiben oft tiber Jahre unbemerkt, da trotz der verstarkten Pro-
liferation der malignen Zellen reife Blutzellen gebildet werden. Akute Formen hingegen sind
lebensbedrohliche Erkrankungen, die unbehandelt innerhalb weniger Wochen bis Monate zum
Tode fuhren. Durch die starke Proliferation unreifer, funktionsunfahiger Vorlauferzellen (Blasten)
im Knochenmark werden die gesunden hamatopoetischen Zellen verdrangt und die Blutbildung
gestért. Es kommt zu einer verminderten Produktion von Erythrozyten und Thrombozyten,
sodass die zellulare Sauerstoffversorgung erschwert wird und auch die Gerinnung gestort sein
kann. Die Folge sind Symptome wie Erschépfungserscheinungen, Blasse und erhohte
Blutungsneigungen. Zudem bewirkt die verminderte Anzahl funktionsfahiger Leukozyten eine
erhohte Infektionsanfalligkeit der betroffenen Patienten. Je nachdem welche Linie der
Hamatopoese von der Transformation betroffen ist, unterscheidet man weiter zwischen
myeloischen (AML) und lymphatischen Leukamien (ALL). Letztere ist die bei Kindern
dominierende Form der Leukamie. Das altersspezifische Auftreten der ALL hat ihren H6hepunkt
im Alter von 2 bis 4 Jahren, nimmt wahrend des spaten Kindes- und frilhen Erwachsenenalters
ab und steigt bei alteren Erwachsenen erneut an. Akute myeloische Leukdmien hingegen treten
insbesondere im Erwachsenenalter auf. Die Inzidenz steigt ab dem 40. Lebensjahre linear an,
sodass das mittlere Alter beim Ausbruch der Erkrankung bei 65 Jahren liegt (zusammengefasst
in: Gillland and Tallman, 2002).

Akute Leukamien sind durch unterschiedliche Differenzierungsstadien, genetische
Aberrationen und schwankende Heilungschancen gekennzeichnet. Das in den 1970er Jahren
erarbeitete FAB-Klassifikationsschema (French-American-British) ermdglicht es akute Leuka-
mien anhand von morphologischen und zytologischen Kriterien zu kategorisieren (Bennett, et
al., 1976). Eine myeloische Leukamie des MO- Differenzierungsgrades entspricht hierbei sehr
undifferenzierten Blasten, wahrend M5-Leukdmien Monozytenleukdmien sind in denen die
akkumulierenden Zellen bereits weit differenziert sind. Auch heute kommt die FAB-Nomenklatur

in der Klinik noch zur Anwendung, wird aber zusehends durch die modernere WHO-

15



Einleitung

Klassifikation ersetzt, die neben zytologischen auch genetische und immunologische Aspekte in

die Einteilung einbezieht (zusammengefasst in: Brunning, et al., 2001).

2.4.2 Leukamogenese

DJB Ashley schlug 1969 ein Modell der Tumorgenese vor, dass davon ausgeht, dass
Krebs das Resultat mehrerer aufeinander folgender Mutation in der DNA der betroffenen Zelle
ist (Ashley, 1969). Auch fur die Transformation hamatopoetischer Zellen scheint dieses
zuzutreffen. Damit es zur Akkumulation leukamischer Blasten im Knochenmark kommt muss
zum einen das normale Differenzierungsprogramm dieser Zellen gestort sein und zum anderen
miissen diese Zellen einen deutlichen Proliferations- oder Uberlebensvorteil aufweisen, um in
der Lage zu sein die Ubrigen Zellen des Knochenmarks zu Uberwachsen (zusammengefasst in:
Warner, et al., 2004). Bereits im Jahre 1983 ging eine solche These aus Studien mit dem Vogel-
Erythroblastose-Virus (AEV, Avian Erythroboastosis Virus) hervor, in denen die vollstandig
transformierende Eigenschaft der Viren nur erfolgte, wenn zwei Gene zusammenwirkten (Graf
and Beug, 1983). Dash und Gilliland stellten 2001 ein Modell der Leukdmogenese vor, welches
besagt, dass Leukamien durch Kooperation zweier Klassen von Mutationen entstehen (two-hit-
model). Mutationen der Klasse | induzieren Proliferations- oder Uberlebensvorteile, haben aber
keinen Einfluss auf die Differenzierung der hamatopoetischen Vorlauferzellen. Klasse lI-
Mutationen hingegen beeintrachtigen das normale Differenzierungsprogramm der Zellen (Dash
and Gilliland, 2001). Die erhdhte Zellteilung, das verlangerte Uberleben und die blockierte
Differenzierung leukamischer Zellen ist also eine Konsequenz dessen, dass in diesen Zellen
Mutationen beider Klassen vorliegen (Gillland and Tallman, 2002). Unterstitzt wird die
Hyopthese der mehrstufigen Pathogenese auch durch Mausleukamiemodelle. Mutationen die
mit hohen Frequenzen in Leukamiepatienten auftreten, wie beispielsweise die Translokation
t(15;17) (90% aller AML-M3), fihren im Mausmodell erst nach einer langen Latenzzeit zu einer
Leukamie (Grisolano, et al., 1997).

Klasse I-Mutationen, die einen Proliferations- oder Uberlebensvorteil induzieren
bewirken dieses durch die aberrante Aktivierung von Signaltransduktionswegen. Diese kann
entweder durch die konstitutive Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen oder durch Mutationen
in den nachgeschalteten Singalproteinen erfolgen. Die mit Abstand am haufigsten mutierte
Rezeptortyrosinkinase ist FLT3 (FMS-like Tyrosin Kinase 3). Der FLT3-Locus ist bei ca. 30%
aller AML-Patienten mutiert und damit einer der am haufigsten mutierten Genloci in akuten
Leukadmien (zusammengefasst in: Gillland and Tallman, 2002). Die Mutationen kénnen in zwei

Gruppen unterteilt werden: (1) Interne Tandem-Duplikationen (ITD) betreffen die Juxtamembran-
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Domane des Rezeptors und flihren zur Insertion von 3 bis zu Gber 400 Basenpaaren, wobei der
Leserahmen des FLT3 Gens erhalten bleibt (Nakao, et al., 1996; Kiyoi, et al., 1998). Die Folge
dieser Mutationen ist der Funktionsverlust der autoinhibitorischen Domane, sodass es zu einer
stetigen Aktivierung des Rezeptors und der nachgeschalteten Signalwege kommt (Gilliland and
Griffin, 2002). Diese vermitteln z.B. durch die Phosphorylierung von STAT5 und die Aktivierung
des MAP-Kinase- und PI3-Kinase-Signalweges, die Zellteilungs- und Uberlebensvorteile
(Hayakawa, et al., 2000; Brandts, et al., 2005). (2) Mutationen innerhalb der Kinase-Domane
(KD) betreffen die Aktivierungsschleife und fiihren so ebenfalls zu einer dauerhaften Aktivierung
des Rezeptors in Abwesenheit des Liganden (Griffith, et al., 2004). Neben den ITD-Mutationen
und den Mutationen der Kinasedomane, die in 24% bzw. 7% aller AML-Patienten auftreten,
konnte in den Blastenzellen vieler AML-Patienten ein erhdhtes Expressionsniveau vom FLT3
nachgewiesen werden (Abu-Duhier, et al., 2001; Yamamoto, et al., 2001; Gillland and Giriffin,
2002; Kuchenbauer, et al., 2005).

Neben Mutation in FLT3 treten aktivierenden Mutationen auch in den Klasse IlI-
Rezeptor-Tyrosinkinasen Kit und dem PDGF(-Rezeptor a (platelet-derived growth factor) auf.
Wahrend der KIT-Locus bei rund 4% aller AML-Patienten durch Punktmutationen aktiviert wird,
erfolgt die Aktivierung des PDGFB-Rezeptors durch die Translokation t(5;12) (Golub, et al.,
1994; Carroll, et al., 1996). Auch die Translokation t(9;22), die durch die Fusion des fiir die Abl-
Tyrosinkinase codierenden Gens mit dem Aminoterminus von BCR (breakpoint cluster region)
zu dem sogenannten Philadelphia-Chromosom fihrt, induziert die kontinuierliche Aktivierung
von proliferationsfordernden Signalkaskaden. Auch in den RAS und PTPN11 Genen, die fur
nachgeschaltete Faktoren der Signallbertragung codieren, konnten aktivierende Mutationen
nachgewiesen werden (zusammengefasst in: Gilliland, et al., 2004). RAS kodiert flir eine Familie
von Nukleotid-bindenden Proteinen, die die Weiterleitung von Signalen regulieren, indem sie an
eine Reihe von Membranrezeptoren, wie beispielsweise FLT3 und KIT, binden (zusammen-
gefasst in: Renneville, et al., 2008). Der PTPN11-Locus kodiert fir SHP-2, eine fir die
Signaltransduktion wichtige Thyrosinphosphatase (Hou, et al., 2008).

Mutationen der Klasse Il blockieren die Differenzierung hamatopoetischer Zellen und
betreffen in der Regel Transkriptionsfaktoren oder deren Kofaktoren. Einer der Schllssel-
faktoren der myeloischen Differenzierung, C/EBPaq, ist bei 7-8% aller AML-Falle von einer
Mutation betroffen (Pabst, et al., 2001; Leroy, et al., 2005). Am haufigsten treten diese in
granulozytaren AMLs des M2-Subtypen auf. Dieses steht im Einklang mit der wichtigen Funktion
von C/EBPa wahrend der granulozytaren Differenzierung (Radomska, et al., 1998). Zwei
unterschiedliche Arten von Mutationen konnten im CEBPA-Locus nachgewiesen werden. (1)

Mutationen im Aminoterminus die zu einer Leserahmenverschiebung fiihren, sodass die 42 kDa-
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Form nicht translatiert wird, die Expression der dominant-negativ wirkenden 30 kDa-Form jedoch
erhalten bleibt und (Pabst, et al., 2001) (2) Mutationen in der bZIP-Domane, die die DNA-
Bindung des Transkriptionsfaktors beeintrachtigen (Gombart, et al., 2002; Preudhomme, et al.,
2002). In Patienten mit biallelischen Mutationen tritt in der Regel je eine der beiden
Mutationsarten auf, sodass vermutlich nicht allein der Funktionsverlust von C/EBPa zur
Entwicklung von Leuka@mien beitragt (zusammengefasst in: Nerlov, 2004).

Der Locus des ligandeninduzierbaren Transkriptionsfaktors RARa auf Chromosom 17 ist
bei 90% aller APL-Patienten (Acute promyelocytic leukemia; AML-M3) von einer Translokation
betroffen. Die am haufigsten nachgewiesene und am besten untersuchte Translokation ist
t(15;17), die fir das PML/RARa Fusionsprotein kodiert welches bewirkt, dass auch in
Gegenwart des Liganden die Interaktion mit dem Korepressorkomplex nicht gelést werden kann.
Die Expression granulozytenspezifischer Gene bleibt aus, sodass es zu einer Blockade der
granulozytaren Differenzierung im Promyelozytenstadium kommt (zusammengefasst in: Gilliland
and Tallman, 2002).

Auch im Sfpi1 Locus, der flr den in der myeloischen Differenzierung wichtigen Faktor
PU.1 kodiert, konnte in einer initialen Studie in 7% (9 von126) der analysierten AML-Patienten
Mutationen nachgewiesen werden. In erster Linie traten diese in AML-MO Patienten auf. Unter
den beschriebenen Mutationen waren sowohl Deletionen als auch Punktmutationen, innerhalb
der DNA-Bindungs- sowie der PEST-Doméane (Mueller, et al., 2002). In nachfolgenden
Untersuchungen konnte das Auftreten von PU.1 Mutationen jedoch nicht bestatigt werden
(Lamandin, et al., 2002; Vegesna, et al., 2002).

RUNXT1 ist ebenfalls das Ziel zahlreicher Mutationen. In fast 30% aller AMLs liegen
Translokationen und Punktmutationen im Gen dieses Transkriptionsfaktors vor. Auf diese soll
spater genauer eingegangen werden.

Neue Technologien haben es in den letzten Jahren ermdglicht ganze Genome zu
sequenzieren und auf Mutationen zu Uberprifen. Hierbei wurde deutlich, dass das oben
beschriebene two-hit-model nicht auf alle Leukamiepatienten anwendbar ist. Nur rund 60% aller
AML-Patienten weisen Mutationen der Klasse | auf, Mutation der Klasse Il konnten bei 40%
nachgewiesen werden und nur rund 20% aller AML-Patienten weisen tatséchlich Mutationen der
Klasse | und Il auf (Network, 2013). Allerdings zeigten diese Untersuchungen, dass Mutationen
in epigenetischen Regulatoren, wie DNA-methylierenden und Histon-modifizierenden Faktoren
in 74% aller analysierten AML-Proben auftraten (Network, 2013). Die DNA-Methyltransferase
DNMT3 (Ley, et al., 2010) ist in 26% aller AML-Falle mutiert und auch Tet2, ein Enzym, dass die
Hydroxylierung von Cytosinresten bewirkt, was wiederum die Bindung von DNA-Methylasen
blockiert und so ebenfalls zur DNA-Demethylierung fihrt, ist haufig mutiert (Valinluck, et al.,
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2004; Tahiliani, et al., 2009; Network, 2013). Mutation in der IHD1/2 (Isozitratdehydrogenase
1/2) konnten in 20% aller AML-Falle nachgewiesen werden (Mardis, et al., 2009; Network,
2013). Isozitratdehydrogenasen sind NADP-anhangige Enzyme die Isozitrat in a-Ketoglutarat
umwandeln, von dem die TET2- Aktivitdt abhangig ist. Die in AMLs auftretenden Mutationen im
IDH-Locus fihren zu einer veranderten enzymatischen Aktivitdt, sodass an Stelle von a-
Ketoglutarat 2-Hydroxyglutarate gebildet wird (Dang, et al., 2009). 27% aller AML-Patienten
weisen eine Mutation in dem fir NPM1 (Nucleophosmin) codierendem Gen auf. Die Funktion
des Proteins ist noch weitgehend unbekannt, aber es wird vermutet, dass NPM1 als
Histonchaperon fungiert, d.h. an Histonen bindet und so die Assemblierung von Nukleosomen
reguliert (Swaminathan, et al., 2005). Mutationen in epigenetischen Regulatoren stellen eine
neue Klasse von Mutationen in Leukdmien dar. Die vorhandenen Untersuchungen sind noch
nicht ausreichend um abzuschatzen, ob Deregulationen epigenetischer Faktoren Mutationen der
Klasse | oder der Klasse Il ersetzten kdnnen, ob sie allein ausreichend sind um Leukamien zu
induzieren oder ob hierzu weitere, z.B. anti-apoptotisch wirkende, Mutationen notwendig sind.
Fur die meisten Leukdmien ist noch unklar in welchen Zellen die Mutationen
stattgefunden haben, die zur Transformation geflihrt haben. Da leukdmische Blasten ebenso wie
HSZ die Kapazitat der Selbsterhaltung haben, wird haufig postuliert, dass es sich bei
leukdmischen Zellen um transformierte HSZ handelt. Eine weitere Moéglichkeit ware, dass es
sich um Progenitoren oder differenzierte Zellen handelt, die die Fahigkeit zu Selbsterneuerung
wiedererhalten haben. Fir ein HSZ-Hypothese spricht, dass Translokationen wie AML-ETO
sowohl in leukdmischen Blasten als auch in normalen HSZ von Patienten in Remission
nachgewiesen werden konnten. Dieses lasst vermuten, dass die Translokation in einer normalen
HSZ stattgefunden hat die dann weitere Mutationen angesammelt hat (Miyamoto, et al., 1996;
Miyamoto, et al., 2000). Neuere Studien unterstiitzen hingegen die Vorlaufer-Hypothese. Wenn
CMP, GMP und HSZ isoliert und mit dem Onkogenen MLL-ENL transduziert wurden, waren die
Progenitorpopulationen ebenso wie die HSZ in der Lage in Empfangertieren eine AML
auszulésen (Cozzio, et al., 2003). Ein weiteres Beispiel ist die bereits erwahnte Translokation
t(15;17) in APL-Patienten. Diese Translokation kann in den gesunden HSZ nicht nachgewiesen

werden, sondern nur in den leukdmischen Blasten (Turhan, et al., 1995).

2.5 Runx1

2.5.1 Proteinstruktur

Runx wurde zu Beginn der 1990er Jahre gleich von mehreren Wissenschaftlergruppen

als ein Transkriptionsfaktor identifiziert, der an spezifische Enhancer-Elemente des Moloney
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murinen Leukamievirus (Core binding factor; CBFa) und des Polyomavirus (Polyomavirus-
Enhancer-Binidng-Protein2; PEBP2a) bindet (zusammengefasst in: Ito, 2004). In Saugern
kommen drei hochkonservierte Runx-Faktoren vor, Runx1-3, die zusammen die Familie der
Runt-Transkriptionsfaktoren bilden. Alle drei Faktoren binden an dieselben DNA-Sequenzen,
unterschieden sich jedoch stark in ihrem Expressionsmuster. Wahrend Runx1 in erster Linie in
hamatopoetischen Zellen exprimiert wird, spielt Runx2 vor allem in der Osteogenese eine
entscheidende Rolle (zusammengefasst in: Komori and Kishimoto, 1998). Runx3 wird eine
Funktion in der neuronalen sowie der T-Zellentwicklung zugeschrieben. Das humane RUNX1-
Gen ist auf Chromosom 21 in Abschnitt g22 lokalisiert und besteht aus 10 Exons (1-6, 7A, 7B,
7C und 8) und zwei Promotoren, P1 und P2. Durch die Verwendung dieser beiden Promotoren
sowie durch alternatives Splicen entstehen sowohl im Menschen als auch in der Maus drei
unterschiedliche Isoformen des Proteins, RUNX1a, RUNX1b und RUNX1c (Levanon, et al.,
2001). Der P1 Promotor kodiert fiir das in der primitiven Hamatopoese bedeutsame AML1c, die
beiden anderen Isoformen werden von dem 160kb stromabwarts gelegenen P2 Promotor
transkribiert (Miyoshi, et al., 1995). Runx1b ist der wahrend der adulten Hamatopoese
transkriptionell aktive Faktor und anhand von Reportergenstudien konnte gezeigt werden, dass
Runx1 mit Ausnahme der erythroiden Linie, in allen hamatopoetischen Entwicklungszweigen
exprimiert wird (Lorsbach, et al., 2004).

Die N-terminal gelegenen Runt-Homologie-Domane besteht aus 128 hoch konservierten
Aminosauren und dient in erster Linie der DNA-Bindung (Konsensussequenz: PyGPyGGTP)
(Kamachi, et al., 1990; Melnikova, et al., 1993; Speck and Terryl, 1995). Neben der Nuklein-
saureinteraktion erfolgt Gber diese Domane die Heterodimersierung mit CBFB (core-binding-
factor ). Durch die Heterodimerisierung wird die DNA-Affinitat dieses sogenannten CBF-
Komplexes (Core-binding-factor) um ein Vielfaches verstarkt (Meyers, et al., 1993; Ogawa, et
al., 1993; Wang, et al., 1993) und der Komplex vor der Degradation geschiitzt (Huang 2001).
Die C-terminal lokalisierte Transaktivierungsdomane ermdglicht die Bindung vielfaltiger Co-
Aktivatoren, wie der Histonacetyltransferasen p300 und MOZ (Kitabayashi, et al., 1998;
Kitabayashi, et al., 2001). Jeweils C-terminal von diesen beiden charakteristischen Domanen
liegt eine Repressorbindungsdomane. Die vordere stellt die Interaktionsflache fir den
Korepressor Sin3a da (zusammengefasst in: Ito, 1999), die hintere ermdglicht die Bindung der
Histon-Deacetylasen HDAC1 und 3 (Durst, et al., 2003; Reed-Inderbitzin, et al., 2006; Guo and
Friedman, 2011). Interaktionen mit dem repressiven Groucho/TLE- Komplex erfolgen Uber das
am C-Terminus des Proteins lokalisiete VWRPY-Motiv (Aronson, et al, 1997;
zusammengefasst in: Ito, 1999).
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Abb. 3: Doménenstruktur von RUNX1. RUNX1 besitzt eine N-terminale DNA-Bindungsdomane, die
RUNT-Domane, die gleichzeitig fur die Heterodimerisierung mit dem Kofaktor CBF verantwortlich ist. Am
C-Terminus sind eine Transaktivierungsdomane (TAD), eine inhibitorische Doméane (ID) und das VWRPY-
Motiv lokalisiert. Die Region des Kernlokalisationssignales (NLS), des nukledren Matrixsignales (NMS),
sowie die Interaktionsflache mit einer Reihe von Kofaktoren sind gekennzeichnet. Modifiziert nach Ito,
1999.

2.5.2 Implikationen von RUNX1 in der myeloischen Entwicklung

Es gibt viele Hinweise darauf, dass Runx1 eine wichtige Funktion wahrend der
Entwicklung myeloischer Zellen einnimmt. (1) Der Verlust von Runx1 flhrt im Mausmodell zu
einer verstarkten Proliferation myeloischer Vorlauferzellen. (2) Runx1 reguliert eine Reihe von
Genen, die fir die myeloische Differenzierung essentiell sind. (3) Bei mehr als 18% aller AML-
Patienten liegen Mutationen im RUNX7-Locus vor. Im Folgenden soll auf diese drei Aspekte

naher eingegangen werden.

2.5.2.1 Runx1 in der murinen Hamatopoese

Die Bedeutsamkeit von Runx1 flir die hamatopoetische Entwicklung im Allgemeinen
konnte eindrucksvoll in Runx1 Knockout-Mausmodell nachgewiesen werden. Diese Tiere
versterben pranatal an E12,5 auf Grund von Hamorrhagien des zentralen Nervensystems.
Anhand unterschiedlicher Mausmodelle in denen Runx1 in verschiedenen embryonalen Entwick-
lungsstufen inaktiviert wurde, konnte gezeigt werden, dass Runx1 fir die Entwicklung definitiver
hamatopoetischer Zellen aus hdmogenen Endothelzellen, das sogenannte budding, notwendig
ist, danach fiir die Bildung und den Erhalt HSZ jedoch nicht mehr erforderlich ist (Chen, et al.,
2009). Die Bedeutung von Runx1 in der adulten Hamatopoese wird durch die Analyse
konditionaler Runx1-Knockout-Mause deutlich, die in fast allen Zelltypen des hadmatopoetischen

Systems Abnormalitaten aufweisen. Neben einem Block der lymphoiden und megakaryozytaren
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Entwicklung flhrt der Verlust von Runx1 zu einer deutlichen Expansion des Stammzell- und des
myeloischen Vorlauferkompartiments (Ichikawa, et al., 2004; Growney, et al., 2005; Putz, et al.,
2006; Ichikawa, et al., 2008). Sowohl die Funktionalitat der HSZ, als auch die Frage, ob es sich
bei der Myeloproliferation um einen intrinsischen Defekt dieser Zellen handelt, wird kontrovers
diskutiert. Auch die Deletion eines Runx71-Allels fiihrt im Mausmodell zu einer erheblichen
Vergrolkerung des Vorlauferkompartiments (Sun and Downing, 2004).

2.5.2.2 Regulation wichtiger myeloischer Gene durch Runx1

Die Transkription vieler in der Myelopoese wichtiger Gene wird durch Runx1 reguliert.
Darunter sind zum einen Gene deren Expression fir die Funktion myeloischer Zellen wichtig ist,
wie die Myeloperoxidase (Gen: Mpo), die neutrophile Elastase (Gen: Elane) (Nuchprayoon, et
al., 1994) und die Mastzellprotease 6 (Gen: Tpsb2) (Ogihara, et al., 1999) zum anderen aber
auch Gene die flir Wachstumsfaktorrezeptoren wie den Thrombopoetinrezeptor (Gen: Mpl)
(Satoh, et al., 2008) und der M-CSF Rezeptor (Gen: Csf1r) codieren (Zhang, et al., 1994). Da
die Runx-Faktoren relativ schwache Aktivatoren der Transkription sind (Zhang, et al., 1996;
Petrovick, et al., 1998; Elagib, et al, 2003) wechselwirken sie haufig mit weiteren
Transkriptionsfaktoren um die Transaktivierung zu verstarkten. Ein Beispiel hierfir ist der fir den
M-CSF-Rezeptor codierende Csf1r-Locus, der durch die gemeinsame Bindung von Runx1, Pu.1
und Cebpa an benachbarte Bindungsmotive in der Promotorregion reguliert wird. Alle drei
Faktoren wirken synergistisch und verstarken die transkriptionelle Aktivitdt des Promotors um
ein Vielfaches. RUNX1 und C/EBPa binden kooperativ an die DNA, verstarkten also die
Bindungsaffinitat des jeweils anderen Faktors. PU.1 hingegen steht zwar Uber direkte Protein-
Protein-Interaktion mit Runx1 in Kontakt, hat aber keinen Einfluss auf dessen Affinitat gegentber
der Konsensussequenz (Zhang, et al., 1994; Zhang, et al., 1996; Petrovick, et al., 1998). All
diese Gene werden in der Regel von Runx1 aktiviert. Abhdngig vom Promotorkontext kann
Runx1 durch die Wechselwirkung mit Korepressoren wie Sin3A oder TLE-Proteine die Expres-
sion seiner Zielgene aber auch unterdriicken. Beispielsweise wahrend der friihen T-Zellent-
wicklung ist die Bindung von Runx1 an den CD4 silencer erforderlich um die weitere
Differenzierung von CLPs zu CD4 CD8 (DN)-Stadium zu induzieren (Taniuchi, et al., 2002).

2.5.2.3 RUNX1-Mutationen in Erkrankungen des myeloischen Systems

RUNXT1 ist eines der am haufigsten deregulierten Gene in akuten myeloischen
Leukamien. Mutationen im CBF-Komplex treten bei ca. 40% aller AML-Patienten auf. Darunter

sind Translokationen, Punktmutationen und Deletionen. Die Translokation t(8;21) war die erste
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chromosomale Aberration des RUNX7-Locus, die beschrieben wurde. Sie induziert die Fusion
des RUNX1-Gens auf Chromosom 21 mit dem ETO-Gen auf Chromosom 8. Die Chromosomen
brechen hierbei in Intron 5 des RUNX1 und Intron 1a oder 1b des ETO-Gens (Tighe and Calabi,
1994; Tighe and Calabi, 1995; Zhang, et al., 2002), fusionieren und codieren fiir ein aus 752
Aminosauren bestehendes chimares Protein. Dieses Fusionsprotein besteht aus dem N-
terminalen Abschnitt des RUNX1 Proteins, inklusive der Runt-Homologiedomane und dem
nahezu kompletten ETO-Protein (Miyoshi, et al., 1993). Der ETO-Anteil des Proteins rekrutiert
Co-Repressoren, sodass das Fusionsprotein Uiber die Runt-Homologiedomane an regulatorische
Elemente von RUNX1 Zielgenen bindet und die Transkription inhibiert (Meyers, et al., 1995;
Gelmetti, et al., 1998; Lutterbach, et al., 1998; Zhang, et al., 2001; Liu, et al., 2006b). Mittlerweile
konnte gezeigt werden, dass die Translokation t(8;21) die in akuten myeloischen Leukdmien am
haufigsten auftretende chromosomale Aberration ist und in 12%-15% aller AMLs und 40% aller
M2-AMLs auftritt (zusammengefasst in: Peterson and Zhang, 2004). Mehr als 30 verschiedene
Translokationen des RUNX7-Locus konnten in Leukamiepatienten bereits nachgewiesen
werden, 12 davon in AMLs (zusammengefasst in: Speck and Gilliland 2002 und Blyth, et al.,
2005). Auch die B-Untereinheit des CBF unterliegt chromosomalen Veranderungen. Durch eine
Inversion des Chromosoms 16 (inv(16)) wird das CBFB-Gen mit dem MYH11-Gen (smooth-
muscle myosin heavy-chain) fusioniert. Das chimare Transkript Iasst sich bei 8-10% aller AML-
Patienten nachweisen und induziert dort eine akute myelomonozytare Leukamie mit Eosinophilie
(AML-M4Eo) (zusammengefasst in: Speck and Gilliland, 2002). Fir beide Fusionsproteine wird
eine dominant negative Wirkung gegeniber RUNX1 angenommen. Im Falle von RUNX1-ETO
auf Grund der Konkurrenz um RUNX1 Bindungsmotive, im Fall von CBF3-MYH11 durch eine
erhohte Affinitdt der RUNX1-Kofaktorbindung (Adya, et al., 1998; Lutterbach, et al., 1999).
Neben Translokationen des RUNX1-Locus, die in 20-25% aller de novo AML Patienten
vorliegen, treten bei weiteren 6-13% Punktmutationen im RUNX7-Gen auf (Tang, et al., 2009;
Network, 2013). Besonders in den sehr unreifen Leukdmien des AML-MO Subtyps liegen diese
haufig vor. In verschiedenen Studien konnten RUNX7-Mutationen in 13-40% aller AML-MOs
nachgewiesen werden (durchschnittlich 26%) (Osato, 2004; Roumier, et al., 2006; Silva, et al.,
2007; Silva, et al., 2009; Tang, et al., 2009). Diese Mutationen des RUNX7-Locus lassen sich in
zwei Kategorien unterteilen: (1) Nullmutationen, die dazu flhren, dass kein Protein gebildet wird,
weil entweder groRe Deletionen in der DNA vorliegen, oder weil durch eine nonsense-Mutation
oder eine Verschiebung des Leserahmens ein vorzeitiges Stoppcodon in der DNA-Sequenz
eingefligt wurde und das fehlerhafte Transkript durch die NMD-Maschinerie (non-sense-
mediated-dacay) abgebaut wird und (2) Mutationen innerhalb der Runt-Domane, die zu

Proteinen mit einer verminderten DNA-Bindungsaffinitdt fluhren (DBM; DNA-Bindungs-
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mutationen) (Cammenga, et al., 2007). Genauere Untersuchungen der auftretenden RUNX1-
Mutationen in AML-MO-Patienten wiesen darauf hin, dass diese haufig auf beiden Allelen
auftreten (biallelisch) und in der Regel heterozygot sind. Hierbei weist haufig ein Allel eine
Deletion auf, wahrende das zweite Allel fiir eine DBM codiert (Osato, et al., 1999; Preudhomme,
et al., 2000; Roumier, et al., 2006; Silva, et al., 2007; Silva, et al., 2009).

Die Funktion der DBMs wird noch kontrovers diskutiert. Einige Studien belegen, dass sie
aufgrund ihrer reduzierten DNA-Bindungsaffinitat und der erhalten bleibenden Affinitat zu CBFp
eine dominant negative Wirkung gegentber dem Wildtyp-Protein aufweisen (Imai, et al., 2000;
Tahirov, et al., 2001; Michaud, et al., 2002; Osato, 2004). Andere Untersuchungen hingegen
lassen vermuten, dass RUNX1 neben seiner Funktion als DNA-bindender Transkriptionsfaktor,
weitere, von der DNA-Bindung unabhangige, Aktivititen besitzt. DBMs wirden so das
Gleichgewicht zwischen DNA-bindungsabhangiger und DNA-bindungsunabhangiger Funktion
stéren (Cammenga, et al., 2007).

Eine weitere Erkrankung des myeloischen Systems ist durch das Auftreten von RUNX1-
Mutationen gekennzeichnet. Heterozygote Keimbahnmutationen im RUNX7-Locus fihrten zu
der autosomal dominant vererbten FPD/AML (Familial Platelet Disorder with propensity to AML)
(Song, et al., 1999). Die Erkrankung ist relativ selten, gegenwartig sind 36 Stammbaume
beschrieben. Die klinischen Symptome sind, trotz identischer RUNX7-Mutationen innerhalb
eines Stammbaums, unterschiedlich stark ausgepragte Thrombozytopenien (Mangel an reifen
Thrombozyten) und Thrombozytendysfunktionen, sowie bei 40% der Patienten einer
Progression zur AML (zusammengefasst in: Liew and Owen, 2011). Analog zu den de novo-
AMLs lassen sich auch die Keimbahn-RUNX7-Mutationen in Nullmutationen (Deletionen,
nonsense-Mutationen, Verschiebungen des Leserahmens) und DBM unterteilen (vgl. Abb. 4). Es
wird angenommen, dass die Auspragung der Erkrankung vom Malk des RUNX1-
Funktionsverlusts bzw. Funktionsgewinns abhangt. Keimbahnmutationen des RUNX7-Locus
allein scheinen dennoch nicht ausreichend zu sein um die Entwicklung einer Leukamie zu
induzieren, hierzu sind weitere kooperative Mutationen nétig. Haufig sind dieses somatische
Mutationen des zweiten RUNX7-Allels. Preudhomme et al, (2000) konnte in einer Untersuchung
von 8 FPD-Patienten, die eine AML entwickelten, in sechs Fallen biallelische RUNX1T-
Mutationen nachweisen. Nur bei einem Patienten kam es zur vollstandigen Deletion beider
Allele (Preudhomme, et al., 2000). Es liegt also nahe, dass die keimbahninduzierte RUNX1-
Haploinsuffizienz den Thrombozytendefekt induziert (Song, et al., 1999) und so zu einer
Pradisposition der Leukamie fiihren kann. Der homozygote Verlust des Transkriptionsfaktors

induziert letztlich die Leukamie (Preudhomme, et al., 2009).
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Abb. 4: RUNX1-Keimbahnmutation in Stammbaumen mit familidrer Plattchen Dysplasie (FPD/AML).
DBM-Mutationen sind in rot, Nullmutation sind in blau dargestellt, wobei non-sense Mutation als

gestrichelte Pfeile und Verschiebungen des Leserahmens als durchgezogene Pfeile dargestellt sind.
Modifiziert nach Nickels, et al., 2013

25



Fragestellung

3 Fragestellung

Die Hamatopoese ist ein komplexer Prozess, bei dem durch Zellteilungen und Differen-
zierung aus hamatopoetischen Stammzellen reife Blutzellen entstehen. Damit diese Ablaufe
geordnet erfolgen ist die Funktion von Transkriptionsfaktoren von groer Bedeutung. Treten
Fehlregulationen dieser wichtigen Faktoren auf, so kann dieses zur malignen Entartung von
Blutzellen, und in der Folge zu Leukamien fuhren. Eines der am haufigsten mutierten Gene in
akuten Leukdmien ist RUNX1. Bei mehr als 30% aller Patienten mit akuten myeloischen
Leukdmien ist der RUNX7-Locus von Translokationen, Deletionen oder Punktmutationen
betroffen. Dennoch ist bis jetzt nur wenig Uber die Rolle dieses Proteins in der myeloischen
Entwicklung bekannt.

In der vorliegenden Arbeit sollte, mit Hilfe eines Mausmodells, zunachst die Funktion von
Runx1 in der gesunden Myelopoese untersucht werden. Hierzu sollte die Differenzierung friiher
Knochenmarkzellen analysiert werden, in denen Runx1 konditional ausgeschaltet war, und mit
Runx1-exprimierenden Zellen verglichen werden. Zum einen sollten, anhand von in vitro-
Experimenten die Differenzierungseigenschaften untersucht werden. Zum anderen sollte
analysiert werden, ob die Inaktivierung von Runx1 Einfluss auf die Differenzierungsentscheidung
zwischen der monozytaren und der granulozytaren Entwicklungslinie nimmt.

Zur besseren Charakterisierung der Funktion von Runx1 sollten weiterhin Zielgene des
Transkriptionsfaktors identifiziert werden. Hierzu sollten Genexpressionsprofile primarer
myeloischer Progenitoren mit, ohne oder mit einer erhéhten Runx1-Expression erstellt werden.
Fir diese Experimente sollte zum einen ein konditionales Runx1 Knockout Mausmodell
verwendet werden und auBerdem ein in vivo-Modell etabliert werden, in dem die Uber-
expression von RUNX1 induziert werden kann. Potentielle Runx1-Zielgene sollten anschlief3end
mittels der Analyse genomweiter Runx1-Bindungsstellen bestatigt werden.

Neben der Funktion von Runx1 wahrend der normalen Hamatopoese sollte weiterhin die
Implikation des Transkriptionsfaktors in der Leukdmogenese untersucht werden. In humanen
Leukamien treten RUNX1-Mutationen haufig zusammen mit aktivierenden Mutationen der FLT3-
Rezeptor-Tyrosinkinase auf. Daher sollte ein Mausmodell entwickelt werden, im dem FLT3-ITD
allein, zusammen mit einer RUNX1-DNA-Bindungsmutante oder gemeinsam mit dem wilttyp-
RUNX1 in Runx1-defizienten Knochenmarkzellen tberexprimiert wird. Anhand dieses Models

sollte die Rolle von Runx1 wahrend der Leukdmogenese charakterisiert werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

411 Chemikalien

Sofern nicht anders vermerkt wurden alle Reagenzien und Chemikalien von BD Beckton-
Dickinson (Heidelberg), Invitrogen (Karlsruhe), Life Technologies (Darmstadt), MERCK (Darm-
stadt), Serva (Heidelberg), Sigma (Taufkrichen) oder Thermo Scientific (Darmstadt) bezogen.

41.2 Kits
Amersham ECL Western Blotting Detection Kit GE Healthcare (Freiburg)

Decalabel DNA Labeling Kit Thermo Scientific (Darmstadt)

Easy SepMouse Hematopoietic Progenitor Stem Cell Technologies (KdIn)
Cell Enrichment Kit

EZ-ChIP Chromatin Immunoprecipitation Kit Millipore (Schwalbach)

High Sensitivity DNA Kit Agilent Technologies (Bbblingen)
innuPREP DNA Mini Kit Analytik Jena (Jena)

Light Cycler 480 SYBR Green | Master Roche Applied Science (Mannheim)
NEXTflex™ ChIP Seg-Kit Bioo Scientific (Austin, Texas, USA)
PeqGOLD TriFast Peqlab Biotechnologie GmbH (Erlangen)
Plasmid Maxi Kit Qiagen (Hilden)

ProFection Mammalian Transfection System Promega (Mannheim)

Taq PCRCore Kit Qiagen (Hilden)

TrueSeq RNA Kit lllumina (San Diego, CA, USA)

41.3 Bakterienstamme

Fur diese Arbeit wurde der Escherichia coli Laborstamm XL10-Gold (ultrakompetent, blau/weil’
Selektion) verwendet (Stratagene, La Jolla, USA). Die Herstellung kompetenter Bakterien mit
Ca*, die Transformation, die Kultivierung und die Stammhaltung erfolgten nach
Standardmethoden (Sambrook and Russell, 2000).
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4.1.4 Mausstamme

4.1.4.1 Konditionaler Runx1 Knockout

Der konditionale Runx? Knockout-Stamm (B6-Runx1"-VavCre) wurde durch die
Verpaarung von homozygoten B6-Runx1™"
Weibchen, beide im C57BL/6-Hintergrund, generiert (Stadtfeld and Graf, 2005; Putz, et al.,

2006). Die Zucht der Tiere erfolgte schlieBlich durch Verpaarung zweier Runx1™ VavCre+

Mannchen mit heterozygoten, transgenen VavCre-

Tiere. Zichtung sowie Genotypisierung der Mause wurden von U. Miller (Molekulare
Pathologie, Heinrich-Pette-Institut) durchgefiihrt. Vor Versuchsbeginn wurde der Genotyp der
Mause durch eine erneute Analyse des entnommenen peripheren Bluts am Hemavet (niedrige
Thrombozytenzahl) bestatigt.

Fur die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurden Tiere verwendet, die
homozygot fiir das mit loxP-Sequenzen flankierte Runx1-Gen waren (B6-Runx1""-VavCre),
sodass das Exon 4 von Runx1, deletiert und das Gen somit inaktiviert wurde. Als Kontrollen
dienten Wurfgeschwister ohne Verdnderung des Runx1-Gens (B6-Runx1"""-VavCre). Die
verwendeten Tiere waren 3 - 4 Monate alt.

41.4.2 C57BL/6J

Als Empfangermause fir die Transplantation der transduzierten Stamm- und
Vorlauferzellen wurden ausschliefdlich Weibchen des C57BL/6J-Stammes (Jackson Laboratory,
Maine, USA) im Alter von 3-6 Monaten verwendet, deren Zucht ebenfalls von U. Miiller
(Molekulare Pathologie, Heinrich-Pette-Institut) durchgefuhrt wurde.

4.1.5 Zellen

4.1.51 Primére Zellen

Zum einen wurden Stamm- und Vorlauferzellen, isoliert aus Femur und Tibia 5-FU
behandelter C57BL/6 Mause, verwendet. Zum anderen wurden Knochenmarkzellen aus
konditionalen B6-Runx1""-
(negative Selektion von Zellen, die CD5, CD45R(B220), CD11b, Gr1, 7-4 oder Ter119

exprimieren) und die verbleibenden Zellen fir die Experimente verwendet.

VavCre Mausen isoliert, auf frihe unreife Zellen selektioniert
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4.1.5.2 Murine Zelllinien

Phoenix-gp Derivat der aus humanen, embryonalen Nierenzellen gewonnenen
Zelllinie 293T mit stabiler Expression der gag und pol
Genprodukte
ATCC #3514

Kultivierung in DMEM mit 10% FCS-Lonza (Basel, CH)

FDC-P1 murine Knochenmarkzellen aus B6D2F1-Mausen mit geblockter
Differenzierung (Dexter et al., 1980). Die Zellen wachsen IL-3*
abhangig in Suspension.

DSMZ-#ACC368
Kultivierung in RPMI1640 mit 10% FCS-Biochrom

SC-1 Zelllinie etabliert aus Mausembryo-Fibroblasten (Hartley und
Rowe,1975)
ATCC #CRL-1404
Kultivierung in DMEM mit 10% FCS-Biochrom

*Uberstand von IL3 produzierenden Zellen, X63-AG8-653 Plasmazytomzellen, transfiziert mit dem Vektor BMGNeo-
IL-3 (Karasuyama and Melchers, 1988)

4.1.6 Medien

4.1.6.1 Bakterienkulturmedien
Alle Zusatze fir die Bakterienmedien wie Bacto-Trypton und Hefeextrakt stammen von

Becton-Dickenson (Heidelberg).

Luria-Bertarni-Medium (LB) 10 g/l Bacto-Trypton
5 g/l Bacto-Hefeextrakt
10 g/l NaCl; pH 7,5

LB-Agar LB Medium
15 g/l Agar

Die Medien wurden 20 min bei 121°C (1,1 kg/cm?) autoklaviert. Dem LB-Fliissigmedium
wurde vor Gebrauch 100 pg/ml Ampicillin (Amp) zugesetzt. Dem Agar (Difco-Laboratories,
Hamburg) wurde nach Abkuhlen auf 55°C ebenfalls 100 pg/ml Ampicillin zugesetzt und dieser
anschlieend in sterile Petrischalen gegossen.

4.1.6.2 Zellkulturlésungen und Medien

Lésungen und Medien fir die Zellkultur wurden von Biochrom (Berlin), Lonza (K&ln),

PAA (Pasching, Osterreich), Sigma (Traufkirchen) und Stem Cell Technolonies (KéIn) bezogen.
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Losungen

BSA-Ldsung
Chloroquine-Lésung
FACS-Puffer

FCS

HBSS-Ldsung

2% BSA, Zellkultur getestet, geldst in PBS

25 mM Chloroquine in PBS

PBS mit 0,5% FCS

Fotales Kalberserum (Lonza, Kéin; Biochrom, Berlin)

HBSS versetzt mit 20 mM HEPES

(Z)-4-Hydroxytamoxifen 1 mg/ml (Z)-4-Hydroxytamoxifen (Sigma, Traufkirchen) geldst in

(>98% Z-lsomer)

abs. Ethanol

PBS 140 mM NaCl, 3 mM KCI, 10 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4;
pH 7.4

PBS/FCS/Pen/Strep PBS, 2% (v/v) FCS, 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin

PBS/FCS/EDTA PBS, 2% (v/v) FCS, 1 mM EDTA

Penicillin/Streptomycin 10.000 U/ml Penicillin, 10.000 pug/ml Streptomycin

Polybren-Lésung

Lyse-Puffer

Trypsin/EDTA
Zellkulturmedien

DMEM -293T

DMEM -SC-1

IMDM

IMDM-Medium
Einfriermedium
RPMI

SFEM

8 mg/ml Polybren in PBS

10% (v/v) BD PhramLyse 10x Konzentrat in Wasser (Becton
Dickinson, Heidelberg)

0,05% (w/v) Trypsin, 0,02% EDTA (w/v)

DMEM, 10% (v/v) FCS-Lonza, 4 mM Glutamin, 1 mM Natrium-Pyruvat,
20 mM HEPES

DMEM, 10% (v/v) FCS-Biochrom, 4 mM Glutamin, 1 mM Natrium-Pyruvat

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

IMDM, 5% FCS, 1% PenStrep, 2% Glutamin
90% (v/v) FCS, 10% (v/v) DMSO
RPMI1640, 10% (v/v) FCS, 4 mM Glutamin, 1 mM Natrium-Pyruvat

Serum Free Expansion Medium (Stem Cell Technologies), 4 mM
Glutamin, 1 mM Natrium-Pyruvat, 1% Penicillin/Streptomycin, 100 ng/m
hFIt3L, 100 ng/ml hiL11, 10 ng/ml mIL3, 100 ng/ml mSCF
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Methylzellulose MethoCult GF M3434 (StemCell Technologies, Kéin)

Zytokine

Alle Zytokine wurden nach Herstellerangaben geldst.

Muriner Stammzellfaktor (mSCF)

Murines Interleukin-3 (mlL-3)

Humanes Interleukin-11 (hIL-11)

Humaner FIt3-Ligand (hFIt3-L)

Peprotech (Hamburg)
Peprotech (Hamburg)
Peprotech (Hamburg)

Peprotech (Hamburg)

Losungen und Reagenzien fiir Mausversuche

Baytril®,
orale Ldsung,
Wirkstoff: Enrofloxacin

5-FU medac 50 mg/ml,
Injektionslésung
Wirkstoff: 5-Flourouracil

ProTags CALfix
ProTags CALless

Tamoxifen (>99%)

4.1.7 Puffer

Immunfluoreszenzfiarbung

Fixierldsung
Permeabilisierungslésung
Blockierlésung

PBS/Tween

DNA-Methoden

Gelelektrophorese

1x TAE

1x TBE

BayerVital GmbH (Leverkusen)

Medac (Hamburg)

BIOCYC GmbH & Co (Luckenwalde)
BIOCYC GmbH & Co (Luckenwalde)

Sigma, Traufkirchen

4% Paraformaldehyd in PBS
1% Triton-X in PBS
0,5% BSA in PBS

0,1% Tween in PBS

40 mM Tris, 1 mM EDTA, 20 mM Essigsaure

40 mM Trisacetat (pH 8,0), 0,1 mM EDTA
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Tris-EDTA (TE) 10 mM TrisHCI (pH 7,5), 1 mM EDTA (pH 8,0)

DNA-Isolation aus Geweben

Natriumazid-Lésung 1 ml 0.1 M Natriumcitrat in 10 % Ethanol

Southern Blot

20 x SSC 3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat; pH 7,0

50 x Denhardt 1% (w/v) Ficol, 1% (w/v) Polyvinylpyrrolidon, 1% (w/v) BSA

Denaturierungspuffer 0,5 M NaOH, 1 M NaCl

Neutralisierungspuffer 1,5 M NaCl, 0,5 M Tris/HCI; pH 7,5

Hybridisierungspuffer 6 x SSC, 0,5 M deionisiertes Formamid, 0,5% (w/v) SDS, 2,5 x

Denhardt, 8% (w/v) Dextransulfat, 100 ug/ml Lachssperma-DNA

Aquilibrierungspuffer 0,2 M Tris /HCI (pH 7,5), 2 x SSC

Waschlésung |

Waschlésung li

Proteinmethoden

TCA-Lysepuffer
10 x TBS
TBS/Tween

10 x Laufpuffer
1 x Laufpuffer

Sammelgel (5%ig)

Trenngel (8,5%ig)

2 x Probenpuffer
3 x Probenpuffer

Transferpuffer

1x SSC

0,1% (w/v) SDS, 0,1 x SSC

10 mg Trichlorscetat in 100 ml 150 mM NaCL-Ldsung
1,5 M NaCl, 0,1 M Tris/HCI (pH 8)

1 x TBS, 0,1% Tween

2 M Glycin, 250 mM TrisBase

10 x Laufpuffer, 0,1% SDS

500 mM Tris (pH 6,7), 5% Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1), 0,1%
SDS, 0,5% APS, 0,05% TEMED

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

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

1 x Laufpuffer, 20% (v/v) Methanol
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Blockpuffer 1 x TBS, 0,5% Tween, 5% Magermilchpulver

Waschpuffer 1x TBS, 0,5% Tween, 2% Magermilchpulver

4.1.8 Antikorper

Chromatinimmunprézipitation

Anti-Runx1 freundlicherweise zur Verfligung gestellt von D. Levanon und
Y.Groner (Aziz-Aloya, et al., 1998)

Rabbit IgG- ChIP Grade unspezifischer Antikérper; abcam (Cambridge, UK), #ab37415

Proteinbiochemische Methoden

Die Antikdrper fur proteinbiochemische Methoden wurden von Santa Cruz Biotechnology
(Heidelberg) bezogen und wie unten beschrieben eingesetzt. Primarantikdrper wurden in
Blockpuffer, versetzt mit 1,5 mM Natriumazid, verdiinnt. Sekundarantikérper waren Meerrettich-

Peroxidase-konjugiert (HRP, horseradish peroxidase) und wurden in Waschpuffer verdinnt.

primare Antikorper

Anti-Runx1 (N-20) polyklonaler Antikdrper aus der Ziege, 200 ug/ml; #sc8563
(1:1000)

Anti-ERa (F-10) monoklonaler Antikorper aus der Maus, 200 pg/ml; #sc-8002
(1:500)

Anti-GAPDH (6C5) monoklonaler Antikorper aus der Maus, 100 pg/ml; #sc-32233
(1:2000)

sekundare Antikorper
Anti-Ziege IgG-HRP Sekundarantikérper aus dem Esel, 100 ug/ml; #sc-2020 (1:5000)

Anti-Maus 1gG-HRP Sekundarantikérper aus der Ziege,100ug/ ml: #sc-2005 (1:5000)

Indirekte Immunfluoreszenz

Antikorper fur Immunfluoreszenzfarbungen wurden 1:200 in 0,5% BSA in PBS verdiinnt.

Anti-Runx1  (N-20) polyklonaler Antikdrper aus Ziege, Santa Cruz (Heidelberg);
200 pg/ml; #sc8563
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Anti-Ziege-Alexa 555

Durchflusszytometrie

Sekundarantikérper aus Esel, Molecular Probes, Life Technologies
(Darmstadt); 2 mg/ml; #A-21432

Tab. 1: Fluoreszenzmarkierte Antikorper fiir Durchflusszytometrie. Die Antikdrperklone, sowie die
konjugierten Flurorochrome, der Hersteller und die Bestellnummer sind angegeben.

Antigen Klon Fluorochrom Hersteller Katalog-
nummer

CD3e 145-2C11 APC BioLegend 100312
CD4 RM4-5 APC BioLegend 100516
CD4 GK1.5 Biotin BioLegend 100404
CD5 53-7.3 Biotin BioLegend 100604
CD8a 53-6.7 Biotin BioLegend 100704
CD8a 53-6.7 PE/Cy7 BioLegend 100722
CD11b M1/70 FITC BioLegend 101206
CD11b M1/70 APC BioLegend 101212
CD11b M1/70 PE/Cy7 BioLegend 101216
CD11c N418 APC BioLegend 117310
CD16/32 93 FITC BioLegend 101198
CD16/32 93 PE BioLegend 101308
CD19 6D5 APC BioLegend 115512
CD41 MWReg30 FITC Becton Dickinson 553848
CD41 eBioMWReg30 Biotin eBioschience 13-0411-82
CD105 MJ7/18 PE/Cy7 Becton Dickinson 120410
CD117 (kit) 2B6 APC BioLegend 105812
CD150 TC15-12F12.2 PE/Cy7 BioLegend 115914
CD150 TC15-12F12.2 PerCP/Cy5.5 BioLegend 115922
B220 RA3-6B2 APC BioLegend 103212
F4/80 Cl:A3-1 PE BioLegend 122616
Gr1 RB6-8C5 PE BioLegend 108408
Gr1 RB6-8C5 APC BioLegend 108412
Ly6c AL-21 APC Becton Dickinson 560595
Ly6g 1A8 PE Becton Dickinson 551461
MHCII (I-A/I-E) M5/114.15.2 FITC BioLegend 107606
Sca E13-161.7 FITC BioLegend 553335
sca (Ly6A/E) D7 PE/Cy7 BioLegend 108114

34




Material und Methoden

Sca E13-161.7 Biotin Becton Dickinson 553334
TER-119 TER-119 PE/Cy7 BioLegend 116222
Antikorper fiir

Kompensationen

CD45 LCA 30-F11 FITC BioLegend 103108
CD45 LCA 30-F11 PE BioLegend 103106
CD45 LCA 30-F11 APC BioLegend 103112
CD45 LCA 30-F11 PerCP/Cy5.5 Becton Dickinson 550994
Zweitantikorper

Streptavidin (SA) APC/Cy7 BioLegend 405208

4.1.9 Plasmide

Angegeben sind die laboriblichen Bezeichnungen mit einer genaueren Beschreibung

der Plasmide. Plasmide, die mit R gekennzeichnet sind, wurden in der Arbeitsgruppe

.Molekulare Pathologie“ hergestellt. Plasmide, die mit # gekennzeichnet sind, stammen aus

anderen Quellen.

Retrovirale Konstrukte

R1484

R1485

R1494

R1586

pMIG-Strep-RUNX1-R135G-hERt2-eGFP
pMIG-Strep-RUNX1-hERt2-eGFP
pMIG-Strep-hERt2-eGFP

pRMys-FIt3ITD-iBFP-2a-puro+

Helferplasmide fiir die Virusproduktion

R690 pSV40-gag/pol

#522 pEcoenv-I-puro

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

tragt das okotrope MoMLV-env-Gen unter Kontrolle der EF1a-
Promotors (Morita, et al., 2000)
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4.1.10 Oligonukleotide

Tab. 2: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide. Die Oligonukleotide sind mit ihrer Orientierung,
dem Verwendungszweck, der Gro3e des amplifizierten Fragments, der jeweiligen Annealingtemperatur
und ihrer Sequenz dargestellt. F: forward; R: reverse

Primer Amplifi- FragmentgroBe | Annealing- | Sequenz 5’ >3’

kation von temperatur
gRT-PCR
cs1818 (F) Jam3 200 bp 60°C ttg cat cat tac gga ctc aca
cs1819 (R) caa cga cct cac agc gat ag
cs1840 (F) DIk1 196 bp 60°C tce cct ctg tga caa gtg tg
cs1841 (R) tgt gca gga gca ttc gta ct
cs1848 (F) Ly6c1 188 bp 60°C gac ttc ctg ccc agc agt ta
cs1849 (R) aga ggt ctt cgc tgc aac ag
cs1850 (F) Mpl 200 bp 60°C agc aac aag acc gca cta gc
cs1851 (R) cgc tgt ggt cac ctc tac aa
cs1858 (F) Treml1 161 bp 62°C gga gga cac agg gga gta tg
cs1859 (R) aga ctt ccg gtt ccg att ct
MKF35 (F) Hprt 250 bp 62°C gct ggt gaa aag gac ctc t
MFK36 (R) cac agg act aga aca cct gs
Genotyp-PCR
cs507 (R) Runx1 260 bp (wt/wt) 55°C gcc ggg tgc aat att aag tc
cs508 (F) 382 bp (a/4) tag gga gtg ctg ctt gct ct
cs509 (R) ctc tgg gaa acc agg gag tc

4.1.11 Gerite

Genannt werden hier nur die fiir die Datenerhebung relevanten Gerate. Weitere Gerate
wie Zentrifugen, Pipetten, Waagen und Brutschranke entsprechen heutigen Laborstandards und
werden nicht gesondert aufgefihrt.

Bioanalyzer Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Boblingen)

Durchflusszytometer BD FACS Canto Flow Cytometer mit der FACS Diva Software
Version 5.1.3 (Becton Dickinson, Heidelberg)

BD FACS Canto Il Flow Cytometer mit der FACS Diva Software
Version 6.0.1 (Becton Dickinson, Heidelberg)

Durchflusszytometer BD FACS Aria Flow Cytometer mit Sortierfunktion und FACS
mit Sortierfunktion Diva Software Version 6.1.2.3 (Becton Dickinson, Heidelberg)
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ELISA-Reader

Light Cycler

Konfokalmikroskop

PippinPrep
Qubit

Sequenzierplattform

Tecan Sunrise Remote (Tecan, Austria GmbH, Grodlig, Oster-
reich)

LightCycler 480 Il mit der LightCycler 480 Software Version 1.5.0
SP4 (Roche, Mannheim)

Zeiss-LSM 510 Confo Cor 2 mit der LSM-FCS Software Version
3.2 SP2

Sage Science (Beverly, MA, USA)
Invitrogen (Life technologies, Darmstadt)

Genome Analyzer lIx (lllumina, San Diego, CA, USA
HiSeq2500 (lllumina, San Diego, CA, USA)

4.1.12 Software-bioinformatische Analysen

Aligner / Readmapper

Peakcaller

Motivdatenbank

Bowtie Version 0.12.8 (ChlP-Seq) (Langmead, et al., 2009)
Bowtie2 Version 2.1.0 (RNA-SEq) (Langmead and Salzberg, 2012)

MACS Version 1.4.1 (Zhang, et al., 2008)
MEME Suit Version 4.8.1 (Bailey, et al., 2009)
MEME (Multiple Em for Motif Elicitation)

TOMTOM (Motif ComparisonTool)

37



Material und Methoden

4.2 Methoden

421 Zellkulturmethoden
Alle Zellen wurden bei 37°C und einer relativen Luftfeuchte von 95% in einer 5%igen
CO,-Atmosphare kultiviert. Wenn nicht anders beschrieben, wurde mit vorgewarmten Losungen

gearbeitet.

4.2.1.1 Kultivierung von adharenten Zellen

Adhéarent wachsende Zellen wurden in beschichteten Gewebekulturschalen subkonfluent
gehalten. Je nach Dichte der Zellen und Wachstumsgeschwindigkeit wurden diese alle 2-3 Tage
passagiert und hierbei im Verhaltnis 1:3-1:6 verdlinnt. Zum Abldésen der Zellen wurden diese
einmal mit PBS gewaschen, anschlieiend 2 min bei Raumtemperatur in Trypsin/EDTA inkubiert

und in frischem Medium suspendiert.

4.2.1.2 Kultivierung von Suspensionszellen
Die suspendiert wachsenden Zellen (FDC-P1) erfolgte in nicht beschichteten
Gewebekulturschalen. Die Zellen wurden abhangig von Zelldichte und Wachstumsgeschwindig-

keit 1:8 bis 1:10 in frischem Medium verdinnt.

4.2.1.3 Kryokonservierung von Zellen

Fir die Kryokonservierung wurden adharerente Zellen durch Trypsin/EDTA-Behandlung
abgeldst, bzw. Suspensionszellen direkt aus der Kultur entnommen und 1 x 10° Zellen
abzentrifugiert (5 min, 300 x g, Raumtemperatur). Das Zellpellet wurde in 1 ml Einfriermedium
resuspendiert und in ein Einfrierréhrchen Uberfihrt. Diese wurden anschlielend einen Tag im
Einfriercontainer (Nalgene Cryo 1°C Freezing Container, Rochester, USA) bei -70°C gelagert
und zur Langzeitlagerung in flissigen Stickstoff Gberflhrt.

Zur Rekultivierung von Zellen wurden diese bei 37°C aufgetaut und tropfenweise
vorgewarmtes Kulturmedium hinzupipettiert. Nach Zentrifugation (5 min, 300 xg, Raum-
temperatur) wurden die Zellpellets in Kulturmedium resuspendiert und wie oben beschrieben
kultiviert.

4.2.1.4 Herstellung infektioser Viruspartikel
Die Herstellung infektidser Viruspartikel erfolgte durch Kotransfektion von drei Plasmiden
in die Produzentenzelllinie 293T mittels Calciumphosphat. In einem gamma-retroviralen Vektor

wurden die fur die Virusbildung essentiellen gag-, pol- und env-Sequenzen durch die cDNA-
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Sequenz des Zielgenes ersetzt. Diese fir die Strukturproteine, Enzyme und Hiullproteine
codierenden Sequenzen wurden mittels zweier weiterer Vektoren kotransfiziert. Nur solche
Zellen, die alle zuvor genannten Plasmide enthielten waren in der Lage infektdse Viruspartikel
zu sezernieren. Da diese Viruspartikel die cDNA-Sequenz des Zielgenes, nicht aber die gag-,
pol- und env-Sequenzen enthielten, waren sie replikationsinkompetent, induzierten aber nach
Integration des Proviurs in die DNA der Zielzelle die Expression des Zielgens (Zufferey et al,
1998). Als env-Gen wurden das Ecoenv verwendet. Dieses kodiert fiir ein 6kotropes Hiillprotein,
das die Infektion muriner Zellen tber den CAT-1 Rezeptor erméglicht.

Die Transfektion erfolgte mit dem Profection Mammalian Transfection Kit. Etwa
12 Stunden vor der Transfektion wurden 3 x 10° 293T-Zellen ausgesat. Unmittelbar vor der
Transfektion wurde das Medium gewechselt und mit 25 uM Chloroquin versetzt. Fir die
Herstellung von Gammaretroviren wurden 5 ug retroviraler Vektor, 10 ug pSV40-gag/pol und
3 ug pEcoenv in 500 pl 0,25 mM Calciumchlorid-Lésung aufgenommen und tropfenweise zu
500 pl 2 x HEPES-Puffer hinzupipettiert. Gleichzeitig wurden, mit Hilfe einer Pasteurpipette,
Luftblasen im Prazipitationspuffer erzeugt. Zur Bildung des Calciumphosphat/DNA-Prazipitats
wurde der Ansatz 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend tropfenweise auf
die Zellen gegeben. Nach 8 Stunden wurde das Medium abgenommen und durch 6 ml DMEM
ersetzt. Viermal in Folge wurde alle 8-14 Stunden virushaltiger Uberstand abgenommen, filtriert

(Millex-GP Filter, 0,2 um, Millipore) und den Zellen 6 ml frisches Medium zugegeben.

4.2.1.5 Titerbestimmung

Um die Anzahl der infektidsen Einheiten pro Milliliter produziertem Virusliberstand - den
Virustiter - zu kalkulieren, wurden SC-1 Fibroblasten mit einem determinierten Volumen des
infektidsen Virusuberstands infiziert. 20ul oder 100ul. Je Loch einer 24-Loch-Platte wurden
5 x 10* SC-1 Zellen in 500 ul DMEM ausgesat. Nach dem Absetzen der Zellen wurden dem
Medium 8 pg/ml Polybren (Sigma, Traufkirchen) und 20 uyl bzw. 100 upl Virusiberstand
zugesetzt. Anschlielend wurde die Platte eine Stunde bei 700 x g und Raumtemperatur
zentrifugiert. Als Negativkontrolle dienten Zellen, denen kein Virusliberstand zugegeben wurde.
24 Stunden nach der Infektion wurde das Medium ausgetauscht. Weitere 48 Stunden spater
wurden die Zellen abgel6st, gewaschen und durchflusszytometrisch der Anteil infizierter Zellen
bestimmt. Fir die Berechnung des Virustiters sollte die Infektionsrate unter 10% liegen um
Mehrfachinfektionen zu vermeiden. Die infektidsen Einheiten pro Milliliter (IE/ml) konnten mit
Hilfe folgender Formel berechnet werden: T = Z x A/NV (T: Titer, Z: Anzahl der ausgesaten
Zellen, A: Anteil der infizierten Zellen, V: Volumen des bei der Infektion eingesetzten

Virusiiberstands)
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4.2.1.6 Transduktion von adhérenten Zellen

Um die adhérent wachsenden SC-1 Fibroblasten zu infizieren wurden ca. 3 x 10° Zellen
in 2 ml Kultivierungsmedium in einer beschichten 6-Lochplatte ausgesat. Nach der Zugabe von
2 ml Virusiberstand sowie 8 ug/ml Polybren wurde die Platte eine Stunde bei 750 x g

zentrifugiert.

4.2.1.7 Transduktion von Suspensionzellen

Zur Infektion der suspendiert wachsenden FDC-P1 Zellen wurden 2 — 3 x 10° Zellen in
2 ml Kultivierungsmedium in einer 6-Loch-Platte ausgesat. AnschlieRend wurden diese mit 2 ml
Viruslberstand versetzt und 100 pl IL-3-haltiger Uberstand hinzugefiigt, um eine Endkonzen-
tration von 5% IL-3 zu gewahrleisten. Um die Infektion zu beglinstigen wurden der Zellsus-
pension 8 ug/ml Polybren zugesetzt und die Platte eine Stunde bei 750 x g und Raum-
temperatur zentrifugiert. Am folgenden Tag wurde die Infektion wiederholt. Zur Anreicherung

infizierter Zellen wurden diese durchflusszytometrisch sortiert (vgl.: 4.2.1.15).

4.21.8 Tamoxifeninduktion

Um in den transduzierten SC-1 und FDC-P1 Zellen die Translokation des RUNX1-
(R135G)-ERt2 Fusionsproteins vom Zytoplasma in den Zellkern zu induzieren wurden
transduzierte Zellen flr 24 Stunden mit 1 yM Hydroxytamoxifen (4-OHT) behandelt. Dieses

wurde direkt dem Kulturmedium zugegeben.

4.2.1.9 Isolierung muriner Knochenmarkzellen

9-12 Wochen alte Mause wurden in Narkose versetzt und anschlieBend durch zervikale
Dislokation getoétet. AnschlieRend wurden die Tiere in 70%igem Ethanol semi-sterilisiert und
Femora und Tibiae unter der sterilen Werkbank freigelegt. Zum Ausspulen der Knochen-
markzellen wurden die Knochen mittels einer 1 mI-Spritze mit einer 23 Gauge-Kanile mit IMDM-
Medium durchspult und die Zellen durch mehrfaches Aufziehen der Suspension vereinzelt.
AnschlieBend wurde die Knochenmarkzellen in PBS/FCS/Pen/Strep aufgenommen und flr

5 Minuten bei 300 x g und 4°C gewaschen.

4.2.1.10 Anreicherung von Progenitorzellen aus dem Knochenmark zur durchfluss-
zytometrischen Analyse oder zur Transduktion

Die Anreicherung moglichst undifferenzierter Progenitorzellen aus dem isolierten

Knochenmark erfolgte anhand des EasySep” Mouse Hematopoietic Progenitor Cell Enrichment

Kits nach Angaben des Herstellers. Alle Arbeitsschritte wurden mit vorgekihlten Reagenzien
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durchgeflhrt. Zunachst wurden die isolierten Zellen mit einem Gemisch biotinylierter Antikorper
(CD5, CD11b, CD19, CD45R (B220), 7-4, Ly-6G/C (Gr-1) und Ter119) und anschlieRend mit
bispezifischen, tetrameren Antikdrper-Komplexen (bispecific Tetrameric Antibody Complexes;
TAC), die sowohl Biotin, also auch Dextan binden, inkubiert. Durch die Zugabe Dextran-
konjugierter, magnetischer Partikel und die Inkubation des Gemisches in einem starken
Magneten fand eine Negativselektion unreifer Knochenmarkzellen statt, welche die oben
beschriebenen Oberflachenantigene nicht exprimierten.

Die so isolierten Stamm- und Progenitorzellen wurden entweder direkt durchfluss-
zytometrisch analysiert/sortiert (vgl.: 4.2.1.15) oder in vitro mit gammaretroviralen Partikeln

transduziert (vgl.:4.2.1.7) und weiter analysiert.

4.2.1.11 Transduktion muriner Progenitorzellen zur in vitro-Kultivierung

Vor der Transduktion der Progenitorzellen wurden unbeschichtete 6-Loch-Platten Gber
Nacht bei 4°C oder 2 Stunden bei Raumtemperatur mit 2 ml Retronektin (50 ug/ml, TaKaRa,
Cambrex Bioscience, Verviers, Belgien) beschichtet. Nach dem Entfernen des Retronektins
wurden die Platten 30 min mit 2 ml PBS/2%BSA pro Loch blockiert und anschlieRend mit 3 ml
HBSS/HEPES gesplilt. Zur Beschichtung der Platten mit Viren wurden 1,5 ml Virusiiberstand
pro Loch auf die Platten gegeben und diese 20 Minuten bei 700 x g und 4°C zentrifugiert.
AnschlieRend wurde 1 ml Virusiiberstand entfernt, verworfen, durch frischen Uberstand ersetzt
und die Platte erneut zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde viermal wiederholt. Parallel hierzu
wurden die zuvor angereicherten Progenitoren durch Zentrifugation (5 min, 300 x g) pelletiert
und zur in vitro Kultivierung in SFEM resuspendiert. Nachdem der letzte Virusiiberstand entfernt
worden war, wurden die Zellen in einer Dichte von 2 — 3 x 10° Zellen pro ml auf den Virus-
beschichteten Platten ausgesat. Diese Infektionsprozedur wurde am folgenden Tag wiederholt.
Nach 48 Stunden in vitro-Kultur wurden durchflusszytometrisch die GMP-Populationen isoliert

und das Differenzierungspotential dieser Zellen in colony-forming-Assays Uberpruft.

4.2.1.12 Colony-Forming-Assays
Um die Differenzierungseigenschaften und die Selbsterneuerungskapazitat von
Granulozyten-Monozyten-Progenitoren zu untersuchen wurden B6-Runx1**-, B6-Runx1*"- oder

transduzierte B6-Runx1"

-Progenitorzellen immunhistochemisch angefarbt, durchflusszyto-
metrisch anhand der Expression spezifischer Oberflachenantigene sortiert und in halbflissigem
Methylzellulosemedium kultiviert. Die halbflliissige Konsistenz der Methylzellulose ermdglicht es
einzeln ausgesaten Progenitorzellen sich zu teilen und so Kolonien auszubilden. Fur diese

Versuche wurde eine Methylzellulose verwendet, die durch ihre Zytokinzusammensetzung die
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myeloische Entwicklung unterstiitzt. Die durchflusszytometrisch sortierten Zellen wurden in
IMDM/Glutamin/Pen/Strep aufgenommen, in einer Dichte von 2-5x 10 Zellen proml in
kleinen, unbeschichteten Zellkulturschalen (Durchmesser 35 mm) ausgesat. Diese Ansatze
wurden in Triplikaten durchgefiihrt. Die Kultivierung erfolgte in einer humiden Umgebung nach
Standardmethoden. Nach 7 Tagen in vitro Kultur wurde die Anzahl der entstandenen Kolonien,
sowie deren Linienzugehorigkeit (CFU-G, CFU-M, CFU-GM) bestimmt. Zur genaueren Analyse
der unterschiedlichen Kolonien aus der Methylzellulose, wurden je ca. 5 Kolonien gleichen
Phanotyps in 300 ul PBS geldst, auf einen Objekttrager zentrifugiert und nach Pappenheim mit
Giemsa und May-Griinwald Lésung angefarbt (vgl.: 4.2.2.10). Weiterhin wurden das semi-solide
Methylzellulosemedium durch Zugabe von 2 ml PBS verdinnt, in 15 ml PBS aufgenommen und
10 Minuten bei 300 x g sedimentiert. Die Zellen wurden erneute 10 Minuten bei 300 x g in 15 ml
PBS gewaschen, bevor sie mit fluoreszenz-gekoppelten Antikérpern angefarbt wurden (vgl.:
4.2.1.14).

4.2.1.13 Pappenheimfarbung

Alle angefertigten Blutausstriche und Zytospinpraparate wurden mit einer panoptischen
Farbung nach Pappenheim angefarbt. In einem ersten Farbeschritt wurden die Objekttrager 5
Minuten mit May-Grinwald-Lésung (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) bedeckt und diese anschlie-
Bend mit deionisiertem Wasser abgespult. Nachfolgend wurde fir 20 Minuten eine 1:25 in
Wasser verdiinnte Giemsa Losung (AppliChem, Darmstadt) appliziert und ebenfalls mit deioni-
siertem Wasser grindlich abgewaschen. Nachdem die Praparate an der Luft getrocknet waren,

wurden sie mit Roti-Mount (Roth, Karlsruhe) eingedeckelt.

4.2.1.14 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

FACS (fluorescence activated cell sorting)-Analysen ermdglichen es Zellen nach Grole,
Struktur und Fluoreszenz zu unterscheiden. Hierzu werden die Zellen in einem Flissigkeitsstrom
einzeln, mit hoher Geschwindigkeit an mehreren Lasern vorbeigeleitet. Das von den Zellen
emittierte Licht gibt Aufschluss Uber deren Eigenschaften und wird von mehreren Detektoren
analysiert. Das Vorwartsstreulicht (FSC = Forward Scatter) ist ein Mal® flr die Beugung des
Lichts im flachen Winkel und hangt vom Volumen der Zelle ab, wohingegen das Seitwarts-
streulicht (SSC = Side Scatter) ein Mal fiir die Brechung des Lichts im rechten Winkel darstellt
und von der Granularitat der Zelle, der GréRe und Struktur ihres Zellkerns und der Menge der
Vesikel in einer Zelle beeinflusst wird. Zusatzlich kénnen Fluoreszenzen detektiert werden, die
entweder von Reportergenen ausgehen oder mittels Antikdrper an die Zellen gekoppelt wurden.

Bei der gleichzeitigen Analyse von zwei oder mehr Fluoreszenzsignalen, wurde die auto-
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matische Kompensationsfunktion der Durchflusszytometer verwendet, um die Uberlappung der
Emissionsspektren zu berechnen und bei der Darstellung der Ergebnisse zu bertcksichtigen.
Zur durchflusszytometrischen Analyse von Zellen oder Organen wurden Einzelzell-
suspensionen hergestellt und diese 5 min in PBS bei 300 x g gewaschen. Fur Antikorper-
farbungen wurden je 1 x 10° Zellen in einem Volumen von 300 pl FACS-Puffer aufgenommen
und mit 0,2 - 0,5 ug fluoreszenz-gekoppeltem Antikdrper mindestens 30 min bei 4°C im Dunkeln
inkubiert. AnschlieRend wurden der Ansatz mit PBS auf 1,5 ml aufgefllt und 5 min bei 300 x g
zentrifugiert. Die sedimentierten Zellen wurden in 300 yl PBS aufgenommen und durchfluss-

zytometrisch analysiert.

4.2.1.15 Durchflusszytometrische-Sortierung

In Durchflusszytometern mit Sortierfunktion wird der Flissigkeitsstorm im Anschluss an
die Detektion der Lichtbrechung und Fluoreszenzsignale durch Vibrationen der FlieRzelle in
Tropfen unterteilt. Die TropfengroRe wird dabei so gewahlt, dass jeder Tropfen nur eine Zelle
beinhalt. Durch die elektrische Aufladung der Tropfen werden diese im dahinter geschalteten,
elektrischen Feld abgelenkt und kénnen so in verschiedene Auffanggefal’e sortiert werden. Die
Vorbereitung von Zellen fiir den Sortiervorgang erfolgte analog zu den zuvor beschriebenen
FACS-Analysen. Nach dem Waschen der Zellen wurden je 3—4x10° Zellen in 1ml
PBS/FCS/Pen/Strep resuspendiert und diese durch ein steriles Sieb filtriert. Die Sortierung
erfolgte am BD FACS Aria. Zellen die weiter kultiviert werden sollten, wurden in Kulturmedium
sortiert, gewaschen und anschlielend entsprechend ihrer Zellzahl in Kulturmedium versetzt mit
0,5 mg/ml Ciprobay (Bayer Schering Pharma, Leverkusen) ausgesat. Die durchfluss-
zytometrische Sortierung von Zellen fiir Genexpressionsstudien (Mikroarray, RNA-Extraktion)

erfolgt unter Kiihlung in vorgekulhltes PBS.

4.2.1.16 Vorbereitung von Zellen fiir Genexpressionsanalyse

Genexpressionsanalysen wurden zum einen von B6-Runx?™* und B6-Runx1** GMP-
Fraktionen und zum anderen von B6- Runx1**-RUNX1-ERt2 und B6-Runx1*Strep-ERt2 GMP-
Fraktionen durchgefiihrt. Hierbei wurden die Knochenmarkzellen von 5- 10 (Deletionsmodell)
bzw. 3 -6 Mausen (Uberexpressionsmodell) vereinigt, die Progenitorzellpopulationen ange-
reichert und die GMP-Population unter Kiihlung durchflusszytometrisch isoliert. Im Anschluss
hieran wurden die Zellen durch Zentrifugieren 5 min bei 300 x g und 4°C pelletiert und in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zum Versand an Miltenyi Biotec wurden die Proben bei
—80°C gelagert. Die RNA-Isolation (NucleoSpin® RNA 1I; Agilent Technologies), Cy3-Markierung
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und Hybridisierung der RNA zum Agilent Whole Mouse Genome Microarray 4x44K one color
(Cy3) wurden durch Miltenyi Biotec (Moénchengladbach) durchgefihrt.

4.2.1.17 Indirekte Imnmunfluoreszenz

Zur Analyse der zellularen Lokalisation des RUNX1-ERt2-Fusionsproteins in
transduzierten Zellen wurden Immunfluoreszenzfarbungen durchgefihrt. Hierbei werden zuerst
Antigene mittels eines primaren Antikdrpers detektiert, im zweiten Schritt erfolgt die Markierung
durch einen fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérper. Alle Arbeitsschritte erfolgten bei
Raumtemperatur, die Blockierung, wie auch die nachfolgenden Farbeschritte wurden in einer
dunklen, mit angefeuchtetem Filterpapier ausgelegten Kammer durchgeflhrt. Zunachst wurden
transduzierte SC-1 Fibroblasten auf Deckgldschen bis zu einer Konfluenz von ~80% kultiviert
und wie zuvor beschrieben mit 4-OHT oder Ethanol behandelt. Die so behandelten Zellen
wurden vorsichtig mit PBS gespult und unter Schwenken fir 10 Minuten in einer 4%
Paraformaldehydldsung fixiert. Um die Zellemembran zu permeabilisieren wurden die Praparate
10 Minuten in Permeabilisierungslosung inkubiert und im Anschluss dreimal mit PBS
gewaschen. Unspezifische Bindestellen wurden durch Inkubation in einer BSA-LOsung fir
30 Minuten abgesattigt. Anschlie@end wurden 10 ug des Primarantikdrpers auf die Zellen
pipettiert und das benetzte Deckglaschen fir eine Stunde in einer feuchten Kammer inkubiert.
Nach der Farbung mit dem Primarantikérper wurden die Zellen dreimal fur 5 Minuten unter
Schwenken in PBS/Tween gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit 200 ug des
fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérpers flr mindestens 30 Minuten analog zur Inkubation
mit dem Primarantikérper. Ungebundene Antikérper wurden durch dreimaliges Waschen in
PBS/Tween entfernt und die Bindung der Antikdérper durch inkubieren der Praparate fir
10 Minuten in Fixierungslosung fixiert. AbschlieRend wurden die Deckglaschen erneut in
PBS/Tween gespllt, getrocknet und mit Vectashield (Vector Laboratories Inc., Burlingame,
Kalifornien, USA) eingebettet. Die Analyse der Praparate erfolgte am Konfokalmikroskop.

4.2.2 Tierexperimentelle Methoden

4.2.2.1 Identifikation transgener Mause

Allen Tiere der B6-Runx1-VavCre Zucht wurden 3 Wochen nach der Geburt eine
Ohrmarkierung gesetzt und das Stanzenmaterial fir die Genotypisierung genutzt. Die
Aufreinigung der genomischen DNA erfolgte mittels des innuPREP DNA Mini Kits (Analytik
Jena, Jena). 2 yl DNA wurden fir eine Standard-PCR mit den Primern ¢s507, ¢s508 und ¢s509
(binden an das gefloxte bzw. an das Wildtyp(wt)-Allel von Runx1) eingesetzt (Abb. 5;
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vgl.:4.2.3.2) In den B6-Runx 1" Tiere filhrt die Amplifikation mittels der Primer cs508 und cs509
zu einem 382 bp groRen PCR-Produkt. Das wt-Allel wird durch die Primer c¢s507 und cs508
amplifiziert, welches zu einem Fragment von 260 bp flhrt (Putz, et al., 2006).

260 bp
cs508 ¢s507
ildt
wildtyp R
(+) —————— Exon4
325 bg
cs508 cs507 cs509
—_— - -
gefloxt
(fl) 4’ Exon 4 -’- neo }
loxP loxP loxP
382 bp
) cs508 cs509
deletiert —_ ’ -
(4)

loxP

Abb. 5: Schematische Darstellung der Primerbindungsstellen zur Genotypisierung konditional
Runx1-deletierter Mause. Runx1": die Primer cs508 und c¢s507 amplifizieren ein 260 bp Fragment.
Runx1" durch die Insertion der LoxP-Sequenz filhrt die Amplifikation mit cs508 und ¢s507 zu einem 325
bp Fragment. Runx1": durch die Primer cs508 und cs509 wird ein 382 bp grolRes Fragment amplifiziert.

4.2.2.2 Fluorouracil-Behandlung von Spenderméusen

5-Fluorouracil (5-FU) ist ein Antimetabolit, der aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit
zu den Pyrimidinbasen Cytosin und Thymin bzw. Uracil anstelle derer in die Nukleinsauren
eingebaut wird. Es kommt zur Synthese fehlerhafter RNA und zur Hemmung die Protein-
Biosynthese. Daher sind proliferierenden Zellen sensitiv fur die Wirkung des 5-FUs, ruhende
hamatopoetische Stammzellen jedoch nicht. Die 5-FU-Behandlung von Versuchstieren fiihrt
dazu, dass die reifen Zellen absterben, was wiederum eine Aktivierung der Stammzellen zur
Folge hat (Radley und Scurfield, 1979; Spangrude et al., 1988; Lerner und Harrison, 1990). Zur
Anreicherung frilher hamatopoetischer Zellen wurden B6-Runx7** Spendermausen 150 pg 5-
FU pro Gramm Korpergewicht intraperitoneal injiziert. Nach drei Tagen wurden die Knochen-

markzellen, wie zuvor beschrieben, steril entnommen (vgl. 11.2.1.9).

4.2.2.3 Kultivierung von Stamm- und Progenitorzellen fiir Transplantationen
Die mit 5-FU behandelten B6-Runx1” Spendermause wurden nach einer Ethernarkose
durch zervikale Dislokation getdtet und in 80%-igem Ethanol semisteril gehalten. Unter einer

Sterilwerkbank wurden Tibiae und Femora entnommen und das Knochenmark durch Durch-
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spulen mit einer 1 ml Spritze mit einer 23 Gauge-Kantile in IMDM/FCS/Glutamin ausgesplilt.
Anschlieend wurden die Knochenmarkzellen vereinzelt und Erythrozyten durch die Zugabe von
1 ml Lysepuffer (Pharmalyse, 10x, Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) lysiert. Zum
Abstoppen der Reaktion wurden 15 ml PBS hinzugefligt und die Zellen 5 Minuten bei 300 x g
gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen in einer Dichte von 2 — 3 x 10° Zellen pro ml in
SFEM aufgenommen und 3 ml Zellsuspension pro Loch in einer unbeschichteten Kulturplatten
ausgesat. Die Kultivierung erfolgte flr 72 Stunden, bevor es zur Transduktion der hamato-

poetischen Vorlauferzellen kam.

4.2.2.4 Transduktion isolierter und kultivierter Stamm- und Progenitorzellen
Die Transduktion der Stamm- und Progenitorzellen nach der 5-FU-Behandlung erfolgte
wie in 4.2.1.11 beschrieben. 24 Stunden nach der zweiten Transduktion wurden die Zellen

gezahlt und fir die Transplantation vorbereitet.

4.2.2.5 Transplantation transduzierter Stamm- und Progenitorzellen

Um das Anwachsen der transduzierten Stammzellen in den C57BL/6J-Ly5.1
Empfangertieren zu ermdéglichen wurden diese zunachst letal, mit einer Dosis von 9 Gray, in
einer offenen Casium-137-Strahlungsquelle (Heinrich-Pette-Institut) bestrahlt. Die Transplan-
tation erfolgte 16 — 18 Stunden nach der Bestrahlung intravenés Uber die Schwanzvene. Hierzu
wurden die transduzierten Zellen zweimal in IMDM ohne Zusatze gewaschen (5 min, 300 x g)
und anschlieRend 2,5 — 3 x 10° transduzierte Knochenmarkzellen sowie 5 x 10* Milzzellen einer
C57BL/6J-Ly5.1-Maus in 300 yL IMDM ohne Zusatze suspendiert und injiziert. Fir die
nachfolgenden 21 Tage wurde dem Trinkwasser der transplantierten Mause zur Infektions-
prophylaxe Baytril (Wirkstoff Enrofloxacin, Bayer Health Care, Leverkusen) in einer

Konzentration von 0,1 mg/ml zugesetzt.

4.2.2.6 Tamoxifenbehandlung in vivo
Damit es in vivo zu einer transkriptionalen Regulation durch die transduzierten
RUNX1(?'3%¢)-ERt2-Fusionsproteine kommt, wurde den Tieren Tamoxifen appliziert.

Tiere, die mit transduzierten Runx1*

-Zellen transplantiert wurden um Progenitor-
populationen fiir Genexpressionsstudien zu isolieren wurden 7 Wochen nach der Trans-
plantation Uber einen Zeitraum von einer Woche mit tamoxifenhaltigen Pellets (LASCRdiet
CreActive TAM400, 400 mg/kg Tamoxifen-Citrate, LASvendi, Soest) geflittert. Nach 4 Tagen
oraler Tamoxifenapplikation wurde taglich zusatzlich jeweils Tamoxifen in einer Dosierung von

49,5 ug pro Gramm Korpergewicht interperitoneal injiziert. Hierzu wurde eine 66 mg/ml Tam-
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oxifenlésung in abs. Ethanol hergestellt, mehrfach sonifiziert, und 1:10 in Sonnenblumendl
verdunnt. Kontrolltieren wurden die entsprechende Menge Ethanol, verdiinnt in Sonnenblumendl
injiziert.

Anderen Versuchstieren hingegen, anhand derer das Zusammenwirken von FLT3-ITD
und RUNX1 bzw. RUNX1R'3€ yntersucht werden sollten, wurde ab Woche 3 nach der Trans-

plantation bis zur Analyse der Tiere tamoxifenhaltiges Futter verabreicht.

4.2.2.7 Analyse erkrankter Tiere

Tiere, die mit retroviral veranderten Knochenmarkzellen transplantiert waren, wurden
regelmaflig auf Krankheitssymtome, wie buckelige Haltung, Hecheln/Atemnot, struppiges Fell,
Blutarmut, oder das Auftreten vergréRerter Organe hin untersucht. Traten eindeutige Krankheits-
symtptome auf, so wurden die Tiere zunachst in eine Ethernarkose versetzt und eine
retroorbitale Blutentnahme in ein EDTA-haltiges Kapillarréhrchen (Kabe Labortechnik,
Nuimbrecht-Elsenroth) vorgenommen. Anschlielend wurden die Tiere durch eine zervikale
Dislokation getotet. Durch Bespriihen mit Ethanol wurde der Kérper semisterilisiert.

Die Obduktion kranker Tiere begann mit einem doppelten Y-Schnitt der Dermis zur
Freilegung von Hal, Thorax und Peritoneum, sodass die peripheren, axialen und zervikalen
Lymphknoten gut beurteilt werden konnten. Nach Offnen des Peritoneums konnten Auffallig-
keiten an Darm und mesenterialen Lymphknoten ermittelt werden. AnschlieRend wurden Milz,
Nieren, Leber sowie die lumbalen Lymphknoten untersucht. Die Milz wurde routinemafig
entnommen und gewogen. Teile von Leber und Milz wurden in IMDM-Medium Uberfihrt, um
durchflusszytometrische Analysen (vgl.: 4.2.1.14) durchfihren zu kénnen. Zudem wurde eine
Niere, sowie ein Leberlappen und ein Teil der Milz fur spatere histologische Analysen in 4%-iger
Formaldehydldsung fixiert (vgl.: 4.2.2.10). Um zu einem spéateren Zeitpunkt gegebenenfalls DNA
oder RNA (vgl.: 4.2.3.1) isolieren zu kénnen, wurden Teile von Leber und Milz in Kryoréhrchen
Uberfuhrt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Nach Eréffnen des
Thorax wurden Herz, Lunge und Thymus sowie die mediastinalen und thymusassoziierten
Lymphknoten untersucht und gegebenenfalls schockgefroren oder fir durchflusszytometrische
Analyse aufbewahrt. Zur Knochenmarkisolierung wurden Tibiae und Femora der Maus
prapariert und das Knochenmark wie oben beschrieben, isoliert. Flir eine spatere histologische
Aufarbeitung des Knochenmarks wurde das Sternum entnommen und in 4 ml CALfix-Lésung bei

4°C aufbewahrt. Die Kadaver der getéteten Mause wurden zentral entsorgt.
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4.2.2.8 Analyse der Blutparameter

Alle Blutparameter wurden mit Hilfe des Hemavet 950FS (Drew Scientific Inc., Oxford,
Connecticut) analysiert. Vor der Analyse erfolgte die Messung des Leerwertes, sowie eines von
der Firma bereitgestellten Kontrollreagenz. Fiir diese Analyse wurden 20 ul Blut benétigt. Fir die
morphologische Bewertung des peripheren Blutes wurden von allen Mausen Blutausstriche
erstellt. Hierzu wurden 2 pL Blut mittels im 45° Grad Winkel gehaltenen Objekttragers entlang
der Langsachse gleichmalig auf einem weiteren Objekttrager ausgestrichen. Die Ausstriche

wurden Uber Nacht getrocknet. Am nachsten Tag erfolgte eine Farbung nach Pappenheim.

4.2.2.9 Vorbereitung der Organe zur durchflusszytometrischen Analyse

Fir die durchflusszytometrische Analyse entnommener Organe wurden Einzelzell-
suspensionen hergestellt. In IMDM aufgenomme Teile von Milz, Leber und Thymus wurden mit
Hilfe eines Spritzenstempels durch ein Drahtsieb mit einer Maschenweite von 160 um gepresst
und diese mehrfach mit Kulturmedium gesplilt. Die vereinzelten Zellen wurden in ein Eppendorf-
Reaktionsgefal® Uberfuhrt und 5 Minuten bei 300 x g sedimentiert. AnschlieRend erfolgte die
Lyse der Erythrozyten durch Resuspendieren der Zellen in Lysepuffer (BD PharmLyse, Becton
Dickinson, Heidelberg). Nach mehrfachem Invertieren wurden die Zellen erneut durch
Zentrifugation (5 Minuten bei 300 x g) sedimentiert und fir die anschlieBende Farbung mit
floureszenz-gekoppelten Antikorpern der Zellzahl entsprechend in PBS resuspendiert. Die
Erythrozyten des submandibular entnommenen Bluts wurde vor der Antikdrperfarbung ebenfalls
lysiert, Knochenmarkzellen wurden lediglich durch wiederholtes Ausziehen in einer Spritze
vereinzelt. Unmittelbar vor der durchflusszytometrischen Analyse wurden alle Einzelzell-

suspensionen durch sterile Siebaufsatze in Polystyrenréhrchen filtriert.

4.2.2.10 Histologische Methoden

Die Aufarbeitung sowie Farbung der histologischen Proben wurde freundlicherweise von
G. Pilnitz-Stolze (Abteilung Tumorvirologie, Heinrich-Pette-Institut) durchgefiihrt. Die folgenden
Arbeitsanleitungen geben nur die Prinzipien der jeweiligen histologischen Aufbereitung
beziehungsweise Markierung der nachzuweisenden Gewebestrukturen wieder. Die aus den
Versuchstieren entnommenen, fixierten, Sterna wurden vor der Einbettung in Paraffin in
CAlLless-Lésung dekalzifiziert. Praparierte, in 4%iger Formaldehydldsung fixierte Organe
wurden in Einbettkassetten (DiaPath, Minchen) Uberfuhrt, mit 55%igem Ethanol behandelt,
stufenweise entwassert (Vakuumgewebeinfiltrationsautomat Leica ASP300, Nussloch) und
schliellich in Paraffinblécke eingebettet (ParaffinausgieRstation Leica EG1160, Nussloch).
Mittels eines Mikrotoms wurden 3 —4 um dicke Schnitte angefertigt und auf SuperFrost/Plus
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Objekttrager (Assistent, Sodenheim) Uberfiihrt. Es folgte ein Trocknungsschritt iber Nacht bei
37°C bevor die Farbung der Gewebeschnitte mit Hamatoxilin/Eosin bzw. nach Pappenheim

erfolgte.

4.2.3 Nukleinsdure-analytische Methoden

4.2.3.1 Extraktion von Nukleinsduren aus priméren Zellen

Die Isolation von RNA und genomischer DNA (gDNA) aus sortierten Progenitor- oder
Milzzellen erfolgte mittels des peqGOLD TriFast Kits (Peglab). 1 —4 x 10° Progenitorzellen
wurden 5 Minuten bei 300 x g und 4°C sedimentiert und in 500 ul peqGOLD TriFast resus-
pendiert. Zur lIsolation von Nukleinsduren aus Geweben wurden, in flissigem Stickstoff
schockgefrorene Organe (~100 mg), in 1 ml peqGOLD TriFast aufgenommen und mittels eines
elektrischen Homogenisators (Polytron-Aggregate, Kinematica, Luzern, Schweiz) auf Stufe 3 fir
eine Minute zerkleinert. Die weitere Extraktion der Nukleinsauren (RNA und DNA) erfolgte nach
den Herstellerangaben des peqGOLD TriFast Kits.

4.2.3.2 Excision-PCR

Die spezifische Amplifikation von gDNA erfolgte durch die PCR-Methode (Saiki et al.,
1988) unter Verwendung des Taq Polymerase Core Kits in einem Volumen von 20 ul. Dazu
wurden 200 ng gDNA mit 0,4 ul dNTPs (je 10 mM), 1/10 Volumen 10 x PCR-Puffer, jeweils
0,2 uyM forward- und reverse-Primern, 4 yl Q-Solution sowie mit 2 U Tag-Polymerase versetzt.
Das PCR-Programm entsprach dem Standardprogramm (initiale Denaturierung (5 min, 95°C),
35 Zyklen Denaturierung (30 sec, 94°C), Annealing (30 sec,55°C) und Elongation (60 sec,
72°C), gefolgt von einer finalen Elongation (5 min, 72°C)).

4.2.3.3 Reverse Transkription

Zum Umschreiben der zellularen RNA-Transkripte in cDNA wurde 1 ug der isolierten
RNA fiir eine reverse Transkriptionsreaktion eingesetzt. Diese erfolgte unter Verwendung eines
Random-Primers (Primer random p(dN)s, Roche Applied Science, Mannheim) mit der AMV-

Reversen Transkriptase (New, England Biolabs, Frankfurt) nach dem Herstellerprotokoll.

4.2.3.4 Quantitative Real-time-PCR
Mit der quantiativen real-time PCR (qRT-PCR) kann die relative Menge spezifischer
Transkripte in verschiedenen Proben gemessen und miteinander verglichen werden. In dieser

Arbeit wurden Transkripte mittels des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR-Green detektiert. Dieser
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lagert sich unspezifisch in doppelstrangige DNA ein und emittiert dann ein starkes
Fluoreszenzsignal, sodass bei steigenden DNA-Mengen wahrend der PCR auch das
Fluoreszenzsignal zunimmt.

Zur Bestimmung der relativen Transkriptmenge wurde neben den zu analysierenden
Proben stets eine Verdinnungsreihe einer unbehandelten Probe gemessen. Mittels der hieraus
resultierenden Standardreihe, konnte die relative Konzentration des Amplifikats in den Proben
bestimmt werden. Die Normalisierung der Messergebnisse erfolgte anhand der Expression
eines Referenzgenes (housekeeping gene), das in allen Zellen gleich stark exprimiert und mit
derselben Effizienz amplifiziert wird. Die relative Transkriptmenge des Zielgens ergab sich aus
folgender Formel:

normalisiertes Ergebnis = realtive Konz.Zielgen

relative Konz.Referenzgen

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten qRT-PCR-Analysen dienten ausschlieBlich der
Verifizierung der durch Miltenyi Biotec ermittelten Mikroarray-Daten und wurden mit dem Light
Cycler 480 SYBER Green | Master Kit entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
Als Referenzgen diente die Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (Hprt). Die Ampli-
fikation der Proben erfolgte in zwei unabhangigen Laufen jeweils als Duplikat. Hierzu wurde ein
Standardprogramm (initiale Denaturierung (10 min, 95°C), 40 Zyklen - Denaturierung (10 sec,
95°C), Annealing (10 sec, 60-62°C) und Elongation (10 sec, 72°C), gefolgt von einer finalen
Denaturierung (95°C->37°C) genutzt. Die verwendeten Primer sind in Tab. 2 aufgefinhrt.

4.2.3.5 Southern Blot-Analyse

Mittels Southern Blot-Analysen ist es moglich, spezifische DNA-Sequenzen innerhalb
des Genoms zu detektieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Southern Blot Analyse
durchgefiihrt, um die Integration retroviraler Vektoren in dem Genom erkrankter Mause zu
Uberprifen. Hierbei wird die genomische DNA der Zellen restringiert, gelelektrophoretisch
aufgetrennt, alkalisch denaturiert und auf eine Membran transferiert. Durch die Bindung einer
radioaktiv markierten Sonde kénnen spezifische DNA-Sequenzen nachgewiesen werden.

Als Sonden verwendete DNA-Fragmente wurden aus entsprechenden Vektoren mittels
Restriktionsverdau isoliert und mit Hilfe des Decalabel™ DNA Labeling Kits (Fermentas, St.
Leon-Rot) radioaktiv markiert. Anschlieend wurden diese Uber Sephacryl-Saulen (MobiSpin
S300, MoBiTec, Géttingen) durch Zentrifugation (1 min, 800 x g) aufgereinigt. Genomische DNA
wurde enzymatisch restringiert (EcoRV; Hindlll, Life Technologies, Darmstadt) und

anschlieBend einer GrofRentrennung mittels eines 0,8%-igen Agarosegels unterzogen. Als
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GroRenstandard wurden 2 x 10°cmp einer mit Hindlll gespaltenen A-Phagen-DNA (Life
Technologies, Dramstadt) aufgetragen, die analog zur Sonde radioaktiv markiert und
aufgereinigt wurde. Die Elektrophorese erfolgte tiber Nacht bei einer konstanten Spannung von
25 V. Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurde das Gel zunachst 30 min in Lésung |
und anschliefiend 30 min in Lésung |l geschwenkt. Der Transfer der DNA-Fragmente aus dem
Agarosegel auf eine Nylonmembran (0,45 um Biodyne B Transfer Membran, PALL, Pensacola,
USA) erfolgte Uber Nacht bei Raumtemperatur im Kapillarblotverfahren unter Verwendung von
10 x SSC-Puffer. Am nachfolgenden Tag wurde die Membran je 30 Sekunden in Lésung | und
Lésung b geschwenkt und anschlieRend durch eine Inkubation fir 2 Stunden bei 80°C mit der
Membran vernetzt. Zur Prahybridisierung der Membran wurde diese eine Stunde bei 55°C in
10 ml Hybridisierungspuffer in einem Rotator (Perfect Blot, Peqlab, Erlangen) inkubiert.
Mindestens 1,5 x 10’ cpm der radioaktiv markierten Sonde wurden zunachst 5 Minuten bei 90°C
denaturiert und anschlieRend Uber Nacht bei 55°C mit der Membran hybridisiert. Am folgenden
Tag wurde die Membran kurz mit Waschlosung | gespdilt, in Waschlésung Il Uberfihrt und far
eine Stunde bei 65°C gewaschen. Anschlielend wurde die Membran in Folie eingewickelt, und
die radioaktive Sonde durch Auflegen eines Réntgenfiims (RP New Medical X-Ray screen film
blue sensitive, CEA, Hamburg) detektiert. Flr die Entwicklung der Filme wurde eine Entwickler-

maschine (AGFA, Classis EOS, Siemens, Erlangen) verwendet.

4.2.3.6 Chromatinimmunprazipitation-DNA-Sequenzierung (ChIP-Seq)

Mittels Chromatinimmunprazipitationen wurden genomweit die Runx1 DNA-Bindungs-
stellen in hamatopoetischen Progenitoren analysiert. Hierzu wurden entweder unbehandelte
FDC-P1-Zellen oder mit RUNX1-ERt2-exprimierenden Retroviren transduzierte FDC-P1 Zellen
verwendet. Transduzierte Zellen wurden vor der Analyse 48 Stunden mit 1 yM 4-OHT
behandelt. Die Vernetzung von Proteinen und Chromatin erfolgte durch 1%iges Formaldehyd.
AnschlieRend wurden die Zellen lysiert, das Chromatin isoliert und durch Sonifikation in 200-
500 bp groRe Fragmente geschert. Das Material von 1 x 10" Zellen wurde mittels Protein-G-
Agarose beads gereinigt und flr die Chromatinimmunprazipitation wurde entweder ein Runx1-
spezifischer Antikorper oder ein unspezifisches IgG verwendet. Protein-DNA-Komplexe wurden
durch Protein G Sepharose 4 Fast Flow-Agarosebeats (GE Healthcare, Freiburg) gebunden und
nach Herstellerabgaben eluiert.

An die aufgereinigten DNA-Fragmente wurden unter Verwendung des NEXTflex™ ChlIP
Seqg-Kits Adaptermolekiile ligiert. DNA-Fragmente einer GréRe von 200 - 400 bp wurden mittels
PippinPrep isoliert und durch PCR amplifiziert. AbschlieRend wurden die fertigen Sequenzier-
bibliotheken quantifiziert (Qubit), sowie die FragmentgréRe mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer
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und einem High Sensitivity DNA Kit bestimmt. Mehrere Sequenzierbibliotheken wurden vereinigt
und im Genome Analyzer lIx sequenziert. Die erhaltenen reads der Runx1-Immunprazipitation
und der IgG-Kontrolle wurden jeweils mit dem Programm Bowtie mit dem murinen Genom
(mm9/UCSC) aligniert. Um Runx1 gebundene Regionen zu identifizieren, wurde die Software
MACS verwendet. Putativ regulierte Gene wurden mittels der Annotationen der UCSC Genom
Datenbank bestimmt. Die MEME-Software wurde genutzt um de novo DNA Bindungsmotive zu
identifizieren. Hierzu wurde der summit (DNA-Abschnitt mit der héchsten Coverage) 500 zufallig
ausgewahlter peaks in jede Richtung um 75bp erweitert und dieser Bereich auf Uber-
reprasentierte Motive hin untersucht. Detektierte Motive wurden mit Hilfe der TOMTOM-Software
gegen die Datenbanken JASPER Core 2009 vertebrates und UniPROBE-mouse abgeglichen.

4.2.3.7 RNA-Sequenzierung

Um das Differenzierungsstadium der Blasten leukdmischer Mause analysieren zu
kénnen, wurden mittels des peqGOLD TriFast Kits RNA aus der Milz einer erkrankten Maus
extrahiert. 1ug dieser RNA wurde verwendet, um mittels des TrueSeq RNA Kits (lllumina, San
Diego, CA, USA) eine cDNA-Bibliothek herzustellen. Hierfir wurde zunachst die mRNA mittels
oligo(dT) beads isoliert, fragmentiert und revers transkribiert. An die cDNA Fragmente wurden
Adaptermolekiile ligiert und die Fragmente durch PCR amplifiziert. Die Sequenzierung erfolgte
auf einem HiSeq 2500 (lllumina, San Diego, CA, USA). Die erhaltenen reads wurden mit dem
Programm Bowtie I mit der murinen cDNA (mm9/UCSC) aligniert. Die Anzahl der mit einem
bestimmten Transkript alignierten reads wurde jeweils Uber die Anzahl aller alignierten Reads
und die Lange des entsprechenden Transkripts normalisiert (FPKM; fragments per kilobase per

million sequenced reads).

4.2.4 Protein-analytische Methoden

4.2.41 Zelllyse und Probenaufbereitung

Zum Nachweis der Uberexpression des RUNX-ERt2-Fusionsproteins in FDC-P1-Zellen
wurden Western Blot Analysen durchgefiihrt. Die Zelllyse erfolgte mit saurer 10%iger TCA-
Lésung, um die wahrend der Proteinisolation freigesetzten Proteasen mdglichst inaktiv zu
halten. Neben dem Zellaufschluss bewirkt diese Saure eine sofortige Denaturierung und Fallung
der freigesetzten Proteine. Alle Isolationsschritte wurden auf Eis durchgefihrt. Zunachst wurden
0,5-1x 10" Zellen geerntet und in 450 pl einer kalten, 15 mM Natriumchlorid-Lésung resus-
pendiert. Zur Fallung der Proteine wurde 1/10 Volumen 100% TCA zugeflgt und das Préazipitat
fur 5 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation des Ansatzes fir 5 min bei 16.000 x g und 4°C
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wurde das geféllte Proteinpellet in 160 ul 2 x Probenpuffer aufgenommen, zur Neutralisation des
restlichen TCA mit 40 yl 1 M Tris-LOsung versetzt und erneut 5 min auf Eis inkubiert. Das
zurlickgebliebene Prazipitat wurde schlieRlich durch zweifaches Sonifizieren bei einem Puls von
40-50% (Bandelin Sonoplus HD 270, Bandelin, Berlin) geldst.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden 1:10 Verdinnungen der Lysate in
2 x SDS-Probenpuffer hergestellt und diese anschliefend mit dem BioRad DC-Protein Assay
nach Angaben des Herstellers aufgearbeitet. Zur Berechnung der Proteinkonzentrationen wurde
zusatzlich eine BSA-Eichreihe in 2 x SDS-Probenpuffer mit bekannten BSA-Konzentrationen
vermessen. Die Messung der Extinktion erfolgte bei 620 nm im ELISA-Reader. Die Lysate
wurden bei -80°C gelagert, unmittelbar vor der elektrophoretischen Auftrennung wurde 50 ug
Proteinlysat mit einer 1:3 Mischung aus Dithiothreitol (DTT; zur Oxidation von Disulfidbrucken
und weiterer Denaturierung der Proteine) und 3 x SDS-Probenpuffer fir 5 Minuten bei 95°C

aufgekocht.

4.2.4.2 Diskontinuierliche SDS-PAGE

Die isolierten Proteine wurden durch eine diskontinuierliche SDS-PAGE (Sodium
DodecylSulfate Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis) aufgetrennt. Im Sammelgel werden die
Proteine aufgrund eines neutralen pH-Werts aufkonzentriert, im basischen Trenngel erfolgt
schliellich die Auftrennung entsprechend des Molekulargewichts. Die Elektrophorese erfolgte in
einer mit Elektrophoresepuffer geflllten Vertikalelektrophoresekammer (SE 260, Hoefer
Scientific, San Francisco, USA) bei einer konstanten Spannung von 120V fir ca. 2h. Zur
Abschatzung der Proteingrolien wurde ein gefarbter GroRenstandard (Spectra Multicolor Broad

Range Prtoein Lasser, Thermo Sientifc, Darmstadt) mitgefihrt.

4.2.4.3 Western Blot und immunologische Detektion

Im Anschluss an die elektrophoretische Auftrennung kénnen Proteine auf eine PVDF-
Membran transferiert und mittels einer Immundetektion identifiziert werden (Towbin et al., 1979;
Burnette, 1981).

Die verwendete PVDF-Membran Membran (Immobilon Transfer Membrans, Millipore,
Schwalbach) wurde zunachst 15 Sekunden in Methanol aktiviert und nach Abspllen mit
deionisertem Wassser mindesten 2 Minuten in Transferpuffer aqulibriert. AnschlieRend wurden
die Proteine 60 Minuten bei konstanten 100 V unter Kiihlung im Tankblot-Verfahren (Mini-Trans
Blot Cell, Bio-Rad, Minchen) auf die Membran transferiert. Nach dem Transfer wurden die
proteingebundene Membran eine Stunde in Blockierungslésung geschwenkt um unspezifische
Bindestellen abzuséattigen und anschlieRend Uber Nacht bei 4°C mit einem spezifischen
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Primarantikoper inkubiert. Am nachfolgenden Tag wurde die Membran dreimal flr zehn Minuten
mit TBS-Tween gewaschen und danach eine Stunde mit einem zur Bindung an den
Erstantikérper geeigneten Meerrettich-Peroxidase-konjugierten Sekundarantikérper inkubiert.
Ungebundene Sekundarantikérper wurden durch dreimaliges Waschen der Membran fir
10 Minuten in T-TBS entfernt. Antiképerbindungen wurden schliellich mittels einer Chemi-
lumineszenzreaktion unter Verwendung des Amersham ECL Western Blotting Detection Kits
(GE Healthcare, Freiburg) detektiert.

Zur Weiterverwendung der Membran wurde diese erneut in T-TBS gewaschen und vor

Zugabe eines weiteren Primarantikdrpers flir mindestens 30 Minuten in Block-Puffer inkubiert.

54



Ergebnisse

5 Ergebnisse

5.1 Welche Funktion hat Runx1 in der myeloischen Differenzierung?

RUNX1 ist eines der am haufigsten deregulierten Gene in akuten myeloischen
Leukdmien. Neben der in 15-20% aller AMLs auftretenden Translokation t(8;21), weisen auch
AMLs mit minimalen Differenzierungszeichen (Subtyp MO) mit einer hohen Inzidenz von 24%,
eine Mutation im RUNX7-Locus auf. Im Mausmodell konnte die Bedeutung von Runx1 wahrend
der Myelopoese bestatigt werden. So flihrt die konditionale Deletion von Runx1 zu einer
Myeloproliferation, sowie zu einem Defekt der Megakaryozytendifferenzierung (Ichikawa, et al.,
2004; Growney, et al., 2005; Putz, et al., 2006).

Ausgehend von diesen Beobachtungen sollte im ersten Teil dieser Arbeit die Funktion
von Runx1 im myeloischen Progenitorkompartiment analysiert werden. Hierzu wurde ein
konditionales Runx1 Knockout-Mausmodell (B6-Runx1""-Vavcre) verwendet in dem das Exon 4
des Runx1-Genes von lox-P-Sequenzen flankiert ist (gefloxt). Durch die zusatzliche Expression
der transgenen Cre-Rekombinase kommt es zum Ausschneiden des gefloxten Exons, was
wiederum eine Verschiebung des Leserahmens zur Folge hat, sodass kein funktionales Runx1-
Protein gebildet wird (Putz, et al., 2006). Da die Rekombinase unter der Kontrolle des Vav-
Promotors steht, der nahezu ausschlief3lich in adulten hdmatopoetischen Zellen aktiv ist, erfolgt
eine gewebsspezifische Deletion des Exons. Im Folgenden werden die konditionalen Runx{

+/+

knockout-Mause als Runx1** bezeichnet, wahrend Kontrollmause mit Runx? abgekuirzt
werden. In diesen Kontrolltieren ist das Exon 4 des Runx1 Gens nicht gefloxt, die Mause sind

jedoch transgen fir die Cre-Rekombinase.

51.1 Der Verlust von Runx1 fiihrt zu einer Vermehrung der myeloischen

Progenitorzellen

In einem ersten Experiment wurde analysiert, welche Bedeutung Runx1 in den einzelnen
Progenitorpopulationen hat. Dies ist von groRer Bedeutung, da hamatopoetische Stammzellen
und frihe myeloische Progenitorzellen die Zielzellen fiir transformierende, Leukamie-
induzierende Mutationen sind.

Hierzu wurden Knochenmarkzellen aus konditionalen Runx1

+/+

Mausen, sowie aus
Runx1”" Mausen isoliert und die Progenitorzellen angereichert. Diese wurden anschlieend mit
spezifischen, fluoreszenz-gekoppelten Antikdrpern gegen die Oberflachenmarker unter-
schiedlicher myeloischer Progenitorpopulationen gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert.

+/+

In Abb. BA ist beispielhaft eine durchflusszytometrische Analyse einer Runx1™" und einer
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Runx1** Maus dargestellt, anhand derer alle friihen myeloiden Differenzierungsstadien
unterschieden werden konnten (Abb. 6A+B). Bemerkenswert waren die unterschiedlichen Ex-
pressionsniveaus der Oberflachenantigene CD16/32 und CD150, bei Verwendung gleicher
Parameter flr die Analysen. Dies kdnnte auf eine Beeintrachtigung der Differenzierung durch die
Deletion von Runx1 hinweisen, oder dadurch begriindet sein, dass die Expression dieser
membranstandigen Proteine durch Runx1 reguliert wird.

Die Auswertung der durchflusszytometrischen Analysen ergab, dass der Verlust von
Runx1 zu einer deutlichen Vergrélerung des gesamten myeloischen Progenitorkompartiments
fuhrte. Alle myeloischen Progenitoren (MP, Myeloid-Progenitors) sind durch die Expression des
Kit-Rezeptoren gekennzeichnet. Die Gesamtzellzahl der Kit-exprimierenden Zellen lag in Runx1-
defizienten M&usen bei 9,9 x10°. Im Vergleich hierzu exprimierten nur 2,5 x 10° Progenitorzellen
im Knochenmark der Kontrollmause das Oberflachenantigen Kit (Abb. 6C). Die ersten, sich im
Verlauf der Differenzierung entwickelnden, myeloisch gepragten Progenitoren sind die Common-
Myeloid-Progenitors (CMPs). Diese stellen jedoch vermutlich nur ein transientes Entwicklungs-
stadium dar und konnten anhand der hier analysierten Oberflachenantigene nicht differenziert
werden. Diese multipotenten Progenitoren differenzieren entweder zu Granulozyten-Monozyten-
Progenitoren (GMP), deren Gesamtzellzahl in den Runx1-defizienten Mausen um den Faktor 2,2
erhdht war, oder zu Megakaryozyten-Erythrozyte-Progenitoren (MegE), die eine 5-fache
Erhéhung zeigten. Die Entwicklung reifer Megakaryozyten und Erythrozyten erfolgt Gber das
Zwischenstadium des megakaryozytaren (MegP) bzw. erythroiden Progenitors (EryP). Wahrend
erstere in den Runx1** Mausen im Durchschnitt um den Faktor 13,6 erhoht waren, ergab sich
fur die Progenitoren der Erythrozyten eine 3-fache Erhéhung (Abb. 6C+D).

Zusammengefasst zeigte diese Analyse, dass der Verlust von Runx1 in vivo eine
Expansion des myeloischen Progenitorkompartiments im Knochenmark zur Folge hat. Hierbei
waren sowohl die Granulozyten-Monozyten-Progenitoren, als auch die Eyrthrozyten-Mega-
karyozyten-Progenitoren signifikant vermehrt. Ferner deutet die verminderte Expression
myeloischer Oberflachenmarker in Runx1-deletierten myeloischen Progenitoren, verglichen mit
Kontrollzellen, entweder auf einen Beeinflussung der normalen Differenzierung dieser Zellen hin,

oder aber auf eine Regulation dieser Proteine durch Runx1 hin.
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Abb. 6: Die Deletion von Runx1 fithrt zu einer Expansion des myeloischen Progenitor-
kompartiments. A) Strateg|e zur Detektion von MP (lin", sca’, kit"), MEP (CD41,CD150" CD16/32) GMP
(CD41°,CD150,CD16/32"), EryP (CD41", CD16/32"%"°, CD105") und MegP (CD150", CD41* ) Dargestellt
sind exemplarlsch die Analysen angereicherter, sca-negativer Progenitoren einer Runx1™ und einer
Runx1** Maus. B) Schematische Darstellung der frihen myeloischen Differenzierung, beginnend mit der
Hamatopoetischen Stammzellen (HSZ) C) Quantifizierung der einzelnen, myeloischen Progenitor-
populationen in Runx1”* und Runx1"® Méausen. Die absolute Zellzahl der in A) charakterisierten
Populationen ist fir jede analysierte Maus (zwei Femora) als ein Punkt dargestellt, der Mittelwert flr die
angegebene Stichprobengrofle (n) mit Standardfehler ist als Balken abgeb|ldet. D) Relative
Quantifizierung der Expansion myeloischer Progenitor in Runx1 M Mausen. Runx1™* Mausen zeigten
relative zu Runx1”* Mause eine Expansion aller analysierten Progenitorstadien. HSZ: hamatopoetische
Stammzelle; MPP: multipotenter Progenitor; CMP: Common myeloid progenitor;, GMP: Granulozyten-
Monozyten-Progenitor; MEP: Megakaryozyten-Eryhtrozyten-Progenitor; EryP: Erythrozyten-Progenitor;
MegP: Megakaryozyten Progenitor; CLP: Common lymphoid progenitor
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5.1.2 Charakterisierung von Granulozyten-Monozyten-Progenitoren mit und ohne Runx1

Erste Analysen des Knochenmarks Runx1-exprimierender und Runx1-defizienter Mause
haben gezeigt, dass der Verlust von Runx1 eine Expansion aller Progenitorpopulationen zur
Folge hat. RUNX1-Mutationen treten allerdings mit einer hohen Inzidenz bei AML-MO Patienten
auf, einer Leukadmieform, bei der die Differenzierung der frihen Myeloblasten in reife
Granulozyten und Monozyten blockiert ist. Aus diesem Grund wurde die Bedeutung von Runx1

in frihen myeloischen Zellen, den Granulozyten-Monozyten-Progenitoren, detaillierter analysiert.

5.1.2.1 Runx1 ist fiir die Regulation der Selbsterneuerungskapazitit und Differenzierung

myeloischer Progenitoren wichtig

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Deletion von Runx1 zu einer Vergrof3erung
der GMP-Population fihrt, wurde anschlielend die Differenzierungskapazitat dieser

Progenitorzellen mittels eines colony-forming-assays naher untersucht. Hierzu wurden zunachst

+/+

und Runx1*

Knochenmarkzellen aus Runx1 Mausen entnommen, die friihen Progenitorzellen
angereichert und die GMP-Fraktion durchflusszytometrisch isoliert. AnschlieRend wurden
2 x 10* dieser Zellen in einem Methylzellulosemedium ausplattiert, welches die myeloische
Entwicklung der Zellen unterstitzt. Nach sieben Tagen wurde die Anzahl der entstandenen
granulozytaren (Colonie-Forming-Unit-granulocyte; CFU-G), monozytaren (Colonie-Forming-
Unit-monocyte; CFU-M) und friihen granulozytar-monozytaren Kolonien (Colonie-Forming-Unit-
granulocyte-monocyte; CFU-GM) bestimmt (Abb. 7). Es wurden drei unabhangige Experimente
jeweils in Triplikaten durchgefihrt.

Grundsétzlich konnte in allen Runx1** Ansatzen eine um mehr als 25% erhohte

+/+

Koloneinzahl gegenliber den Runx1™" Ansatzen beobachtet werden. Wahrend die Kultivierung
von 2 x 10* Runx1** GMP-Zellen durchschnittlich zur Bildung von 167 Kolonien fiihrte und somit
einer Klonierungsfrequenz von 0,835% (1/120) fuhrt, lag die mittlere Kolonienzahl in den Runx1-
exprimierenden Anséatzen nur bei 123 Kolonien. Dieses entspricht einer Klonierungsfrequenz
von 0,615% (1/163) (Abb. 7B). Die nahere zytologische Analyse der einzelnen Kolonien zeigte,
dass alle drei Kolonietypen (CFU-G, CFU-M, CFU-GM) in den Runx1-exprimierenden Kontroll-
ansatzen mit etwa gleicher Haufigkeit auftraten. Hingegen konnten in den Runx1-defizienten
Ansatzen nur zwei Typen von Kolonien unterschieden werden, CFU-G* und CFU-GM*. Diese
wiesen ein blastenartiges Erscheinungsbild auf und lagen im Verhaltnis 1:2 vor (Abb. 7C).

Zur weiteren Charakterisierung der Kolonien wurden Zytospins der suspendierten Zellen
unterschiedlicher Kolonientypen angefertigt. Wahrend die granulozytdren Kolonien (CFU-G)

+/+

Runx1 Ansatze fast ausschliellich aus terminal differenzierten, segmentkernigen
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Granulozyten bestanden, zeigten Runx1-defiziente granulozytare Kolnonien (CFU-G*) eine
deutliche Linksverschiebung der Granulopoese (Abb. 7 D, links). Gekennzeichnet war diese
durch das vermehrte Auftreten von Myeloblasten und Myelozyten innerhalb der Kolonie. Auch
die gemischten CFU-GM*-Kolonien der Runx1** Kulturen wiesen einen geringeren
Differenzierungsgrad auf als die gemischten, Runx1™* Kolonien (CFU-GM). So waren in den
Runx1**-Kulturen keine reifen Makrophagen vorhanden, wahrend diese in den Kontrollkulturen
deutlich zu erkennen waren (Abb. 7D). Neben der zytologischen Analyse erfolgte zusatzlich eine
Farbung aller Zellen aus den Methylzellulosekulturen mit fluoreszenzgekoppelten Antikérpern
gegen die Oberflachenantigene CD11b und Gr1, deren Expression mit zunehmender
Differenzierung myeloischer Zellen ansteigt. Die durchflusszytometrische Analyse zeigte, dass
76% der Runx1** Zellen stark positiv fiir die Marker CD11b und Gr1 waren, wohingegen die

1~2 Zellen reduziert war, sodass nur 48% der Zellen beide Marker in

Gr1-Expression in den Runx
hohem Male exprimierten (Abb. 7E).

Um zu bestitigen, dass in dem analysierten Knochenmarkkompartiment der Runx1**
Mause das Ausschneiden des gefloxten Runx7-Allels stattgefunden hatte, wurden Granu-
lozyten-Monozyten-Progenitor durchflusszytometrisch sortiert, die genomische DNA dieser
Zellen isoliert und mit Hilfe einer Multiprimer-PCR analysiert. Ein Agarosegel der amplifizierten
DNA-Fragmente ist in Abb. 7F beispielhaft dargestellt und bestatigt die erfolgreiche Deletion des
Exons 4.

In der Summe konnten in diesen in vitro-Differenzierungsversuchen zwei wichtige
Eigenschaften Runx1-defizienter GMPs beschrieben werden. Zum einen deutet das erhéhte
Potential zur Kolonienbildung auf eine gesteigerte Selbsterhaltungskapazitdt der Runx1-
defizienten Zellen hin. Zum anderen konnte nachgewiesen werden, dass der Verlust von Runx1
zu einer Beeintrachtigung der myeloischen Differenzierung fihrt, welches durch die fehlende
Ausreifung sowohl granulozytarer, als auch monozytarer Zellen gekennzeichnet ist. Allerdings
deutet das vollige Fehlen monozytarer Kolonien (CFU-M) in den Runx1-defizieten Kulturen
darauf hin, dass die monozytare Reifung durch die Deletion von Runx1 starker beeintrachtigt

wird als die granulozytare Differenzierung.
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Abb. 7: Der Verlust von Runx1 beeintrachtigt die myeloische Differenzierung. A)Schematische
Darstellung der Versuchsdurchfiihrung. Aus dem Knochenmark Runx1"*und Runx1** Mausen wurde die
GMP-Population isoliert und in Methylzellulosemedium komplettiert mit SCF, IL3, IL6 und Epo ausgesat.
B) Quantifizierung der Gesamtkolonienzahl 7 Tage nach Ausplattieren von 2x10° GMP-Zellen in
Methylzellulose. Dargestellt sind die Gesamtkolonienzahlen zweier unabhangiger, in Triplikaten
durchgefuhrten Experimente (e, =). In allen Runx1** Kulturen war die Gesamtkolonienzahl leicht erhdht.
C) Phanotypische Charakterisierung der in Methylzellulose entstandenen Kolonien. In Runx1** Kulturen
waren keine typischen CFU-GM, CFU-G und CFU-M erkennbar. Stattdessen traten zwei blastenartigen
Kolonientypen (CFU-GM* und CFU-G*) auf. Gezeigt sind die Analysen zweier, unabhangiger
Experimente. D) Zytospins der CFU-G/CFU-G* und CFU-GM/CFU-GM* zeigen eine linksverschobene
Myelopoese in den Runx1™*  Kulturen. Pappenheimfarbung; Die Bilder wurden in 630-facher
VergréRerung aufgenommen. 63x Objektiv; 10x Okular E) Durchflusszytometrische Analyse suspendierter
Zellen aus Methylzellulose. Runx1** Kulturen zeigten eine verminderte Expression des Ober-
flachenmarkers Gr1. F) 2%iges Agarosegel der PCR-Amplifikate zum Nachweis der Excision von Runx1.
Die angegebenen Zellfraktionen wurden isoliert, gDNA isoliert und per PCR amplifizert. Das Amplifikat des
wt-Allels resultiert in einer 260 bp Bande, das durch CRE-Aktivitat veranderte Allel hingegen in einer 382
bp Bande.
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Einen weiteren Hinweis auf eine Beeintrachtigung der myeloischen Differenzierung durch
die Inaktivierung von Runx1 lieferten durchflusszytometrische Analysen der gesamten Zell-
population des Knochenmarks Runx1-exprimierender und -defizienter Mause. Um dendritische-,
sowie B-Zellen von der Analyse auszuschlieBen, wurde hierbei die B220-negative
Knochenmarkpopulation auf die Expression der myeloischen Oberflachenantigene CD11b und
Gr1 hin untersucht. Die in Abb. 8A dargestellte, durchflusszytometrische Analyse verdeutlicht
den groRen Anteil unreifer myeloischer Zellen mit einer schwachen Gr1-Expression in Runx1**

+/+

Mausen gegenuber Runx1™" Mausen.

Bezogen auf die CD11b-exprimierenden Zellen lag der durchschnittliche Anteil unreifer
Zellen (schwache Gr1-Expression) gegenulber den reifen Zellen (starke Gr1-Expression) in den
Runx1** Mausen bei 17% vs. 83% und bei 49% vs. 51% in der Runx1** Kohorte. Hieraus ergab
sich ein signifikanter Unterschied, der in Abb. 8B anhand des Koeffizienten unreifer/reifer Zellen
dargestellt ist.

Im Einklang mit den in vitro erzielten Ergebnissen konnte somit auch in vivo bestéatigt

werden, dass der Verlust von Runx1 die terminale Differenzierung myeloischer Zellen

beeintrachtigt.
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Abb. 8: Der Knockout von Runx1 fuihrt zu einer Vermehrung unreifer myeloischer Zellen im
Knochenmark. A) Reprasentative, durchflusszytometrische Analysen der Knochenmarkzellen einer
Runx1”*und einer Runx1**-Maus. In der Runx1“*- Maus ist der Anteil unreifer myeloischer Zellen
(schwache Gr1-Expression) gegenuber der Kontrollmaus deutlich vergréRRert. B) Quantifizierung der Ratio
unreifer/reifer myeloischer Zellen (CD11b+ Gr1°™**"/CD11b+ Gr1™®"). Die Ratio jeder analysierten Maus
ist als ein Punkt dargestellt, der Mittelwert mit Standardfehler fir die angegebene Stichprobengréfie (n)
mit Standardfehler ist als Balken dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde anhand eines einfachen T-
Tests berechnet.
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5.1.2.2 Runx1 hat keinen Einfluss auf das Gleichgewicht zwischen monozytirer und

granulozytarer Differenzierung

Durch die zuvor beschriebenen Experimente konnte bereits gezeigt werden, dass Runx1
eine wichtige Funktion wahrend der Differenzierung myeloischer Zellen hat. Weiterhin deuteten
die in-vitro-Differenzierungsanalysen auf eine starkere Beeintrachtigung der myeloischen-, im
Vergleich zu der granulozytaren Linien hin.

Um den Effekt der Runx1-Inaktivierung auf diese beiden myeloischen Kompartimente
genauer zu analysieren, wurden Knochenmark- und Blutzellen aus Runx?”* und Runx1**
Mausen immunhistochemisch auf den Anteil monozytéarer und granulozytarer Zellen hin
untersucht. Wahrend das Oberflachenantigen CD11b sowohl von Granulozyten als auch von
Monozyten, nicht aber von anderen h@matopoetischen Zellen exprimiert wird, kdbnnen diese
beiden myeloischen Populationen im Knochenmark anhand der Glykoproteine Ly6g
(granulozytar exprimiert) und Ly6c (monozytar exprimiert) unterschieden werden. Im Blut erfolgt
die Unterscheidung durch das ausschliel3lich monozytar exprimierte Oberflachenantigen F4/80
(Abb. 9A).

Die Analyse des Knochenmarks Runx1-exprimierender und Runx1-defizienter Mause
ergab keinen signifikanten Unterschied in der Monozyten/Granulozyten-Ratio (M/G) (Abb. 9C).
Durchschnittlich lag der Anteil monozytarer (Ly6c*) gegeniiber granulozytarer (Ly6g*) Zellen in
der Runx1"* Kohorte bei 16% vs. 74%, in der Runx 1" Kohorte bei 13% vs. 77%. So ergab sich
eine M/G-Ratio von 0,20 bzw. 0,16. Allerdings wiesen die Runx1-defizienten Granulozyten ein
deutlich reduziertes Expressionsniveau der Oberflachenantigene Ly6g und Ly6c auf, was erneut
auf eine fehlende Ausreifung dieser Zellen hinweisen koénnte. Es ist allerdings nicht
auszuschlieRen, dass die Expression der, fir diese Oberflachenproteine codierenden Gene von
Runx1 reguliert wird.

Anhand von Zytospins knochenmarkstammiger Granulozyten und Monozyten konnte der

+/+

undifferenzierte Phanotyp der Runx 1

Zellen im Vergleich zu Runx1™" Zellen jedoch zusatzlich
bestatigt werden (Abb. 9B). Im Vergleich zu den Kontrolimausen wiesen die Knochenmarkzellen
Runx1-deletierter Mause deutlich mehr Monoblast auf, aber auch die Anzahl der Myeloblasten
war vermehrt.

Auch im peripheren Blut der Mause sollte das Verhaltnis von Monozyten zu
Granulozyten analysiert werden. Hierfir wurde aus submandibular entnommenen Blut die
Erythrozyten depletiert und die verbleibenden Zellen auf die myeloische, CD11c-negative,
MHCII-negative, CD11b-positive Fraktion hin analysiert. Diese Population I&sst sich anhand der

F4/80-Expression in Granulozyten (F4/80°) und Monozyten (F4/80%) unterteilen. Da der Verlust
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von Runx1 eine Blockade in der B-und T-Zellreifung zur Folge hat, war der prozentuale Anteil

1~ Mausen gréRer als in den Runx1-exprimierenden

myeloischer Zellen (CD11b") in den Runx
Wurfgeschwistern (Abb. 9D links). Dennoch war, bezogen auf den Anteil CD11b-positiver Zellen,
kein Unterschied in der Monozyten/Granulozyten-Ratio zu beobachten. Der durchschnittliche
Anteil monozytarer gegeniiber granulozytarer Zellen betrug in der Runx1** Kohorte 25% vs.
75%, in der Runx1** Kohorte 27% vs.73%, sodass sich eine M/G-Ratio von 0,34 bzw. 0,36 und
somit kein signifikanter Unterschied ergab. Dennoch war deutlich ersichtlich, dass im Vergleich
zu den Runx1-exprimierenden Monozyten/Makrophagen, ein Teil der Runx1-deletierten Zellen
eine verstarkte F4/80-Expression aufwies.

Zusammenfassend belegen diese Untersuchungen, dass Runx1 keinen Einfluss auf die
Differenzierungsentscheidung zwischen der monozytaren oder der granulozytaren Linie hat.
Weder im Knochenmark noch im Blut der analysierten Mause flhrte der Verlust von Runx1 zu
einer Verschiebung des Gleichgewichts zwischen Monozyten/Makrophagen und Granulozyten.
Bedingt durch das Fehlen reifer lymphatischer Zellen in den Runx1 knockout-Mausen war der
relative Anteil myeloischer Zellen gegentiber den Runx1-exprimierenden Mausen jedoch erhoht.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der Verlust von Runx1 in den Granulozyten zu einer
verminderten Expression der Oberflichenmarker Ly6g und Ly6c¢c fihrt. Dagegen war die
Expression des Monozyten/Makrophagenmarkers F4/80 erhéht. Grinde hierflr kénnte zum
einen eine beeintrachtigte Differenzierung oder zum anderen die Regulation dieser Gene durch

Runx1 sein.
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Abb. 9: Runx1 hat keinen Einfluss auf die G vs. M Differenzierungsentscheidung A) Schematische
Darstellung der Oberflachenantigenexpression knochenmarkstandige und peripherer Granulozyten und
Monozyten. B) Zytospins monozytarer SCD11b+, Lyec”, Ly6c) und granulozytirer (CD11b", Ly6c*”,
Ly6g") Knochenmarkzellen von Runx1”* und Runx1** Mausen indizieren eine linksverschobene,
myeloischen Differenzierung in Runx1** Mausen, gekennzeichnet durch das vermehrten Auftreten von
Myelozyten und Promonozyten. Pappenheimfarbung; Die Bilder wurden in 630-facher VergroRerung
aufgenommen. 63x Objektiv; 10x Okular. C)+D) Links: Reprasentative, durchflusszytometrische Analysen
der Knochenmark- (C) und Blutzellen (D) einer Runx1”*- und einer Runx1**-Maus. Runx1~*-Mause
zeigen ein vermindertes Expressionsniveau der Oberflachenantigene Ly6c und Ly6g. Rechts:
Quantifizierung der M/G-Ratio. Die Ratio jeder analysierten Maus ist als ein Punkt dargestellt und der
Mittelwert mit Standardfehler fir die angegebene Stichprobengrofle (n) ist als Balken dargestellt. Ein
einfacher t-Test ergab keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen beiden Kohorten. hi: high
(starke Expression); lo: low (schwache Expression)
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Aus den bisherigen Experimenten geht hervor, dass der Verlust von Runx1 zu einer
Expansion des myeloischen Progenitorkompartiments im Knochenmark flhrt; wobei sowohl die
Progenitoren der megakaryozytischen-erythroiden Linie, als auch jene der granulozytar-
monozytaren Linie signifikant vermehrt sind. Weiterhin flihrte die Inaktivierung von Runx1 in in
vitro-Differenzierungsversuchen zu einem erhohten Kolonienbildungspotential, sowie zu einer
fehlerhafte Ausreifung der Zellen. Eine verminderte Differenzierung myeloischer Zellen bei dem
Knockout von Runx1 konnte auch in vivo bestatigt werden. Letztlich konnte gezeigt werden,
dass Runx1 keinen Einfluss auf die granulozytare vs. monozytare Differenzierungsentscheidung
nimmt. Aus diesen Ergebnissen lasst sich der Schluss ziehen, dass in Abwesenheit von Runx1
die myeloische Differenzierung zwar eingeschrankt, nicht aber blockiert ist. Dieses kénnte die

Expansion der myeloischen Progenitoren erklaren.

5.2 Identifikation von Runx1-Zielgenen in friihen myeloischen Zellen

Die bisher gezeigten Experimente deuten darauf hin, dass Runx1 in der Regulation der
Differenzierung myeloischer Progenitorzellen eine wichtige Funktion hat. Da bis heute nur
wenige Runx1 Zielgene beschrieben wurden, war es das Ziel des zweiten Teils dieser Arbeit
Zielgene zu identifizieren, deren Deregulation die fehlerhafte Myelopoese bedingt.

Hierzu wurden Genexpressionsanalysen myeloischer Progenitorzellen durchgefiihrt die
entweder defizient fir Runx1 waren oder manipuliert wurden, sodass sie ein induzierbares
RUNX1-Protein Uberexprimierten. Direkte Runx1-Zielgene sollten zusatzlich durch die genom-
weite Analyse von Runx1-DNA-Bindungstellen identifiziert werden.

5.2.1 Der Verlust von Runx1 induziert eine gesteigerte Expression HSZ-spezifischer

Gene

Zur ldentifikation potentieller Zielgene von Runx1 wurden in einem ersten Schritt
gesamtgenomische Genexpressionsanalysen Runx1-defizienter und -exprimierender friher

+/+

myeloischer Zellen durchgefiihrt. Hierzu wurden die GMP-Populationen aus Runx7™ und
Runx1** Mausen durchflusszytometrisch isoliert und bei -80°C schockgefroren (Abb. 10A). In
vier Ansatzen wurden jeweils die Zellen von 5-10 Mausen vereinigt. Die Extraktion der RNA

sowie alle weiteren Arbeitsschritte wurden von Miltenyi Biotec durchgefiihrt. Die Ubermittelten

1A/A +/+

normalisierten Daten der Expressionsstarke einzelner Gene in Runx und Runx1™" Zellen
wurden anschlieRend miteinander verrechnet, wodurch signifikant deregulierte Gene identifiziert
wurden. Als Schwellenwerte flr diese Auswertung wurde zum einen eine Expressionsstarke von

mindestens 1 und zum anderen eine dreifache Regulation der Expression zwischen beiden
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Proben festgelegt. Die Ergebnisse dieser Auswertung sind in Abb. 10 in Form eines
Streudiagramms dargestellt. Der Logarithmus des Quotienten, der sich aus der Verrechnung der
mittleren Expressionsstarke jedes untersuchten Genes der beiden GMP-Populationen ergibt, ist
in einem logarithmischen Koordinatensystem jeweils als Kreuz dargestellt. Hierbei symbolisieren

+/+

rote Kreuze in Runx1**/Runx1”*GMPs hochregulierte Gene, wahrend griine Kreuze fiir Gene
stehen, deren Expression reduziert war. Mit grauen Kreuzen sind jene Gene gekennzeichnet,
die unter dem oben beschriebenen Schwellenwert lagen. In der Summe ergab diese
Auswertung eine signifikant erhdhte Expression von 351 Genen und eine verminderte
Expression von 216 Genen in der Runx1** GMP-Population im Vergleich zur Runx1** GMP-
Population.

Zur Validierung der Mikroarraydaten wurden qRT-PCR-Analysen durchgefiihrt. Hierzu
wurden finf, im Mikroarray stark regulierte Gene ausgewahlt und deren Transkriptmenge in
Runx1** GMP und Runx1** GMP analysiert (Abb. 10B). Sowohl fiir die vier Gene die laut

Mikroarray in der Runx1**

GMP-Population eine verstarkte Expression aufwiesen (Mpl, DIk1
Jam3 und Treml1), als auch flr das herunterregulierte Gen Ly6c1 konnte ein analoges
Expressionsmuster via gqRT-PCR nachgewiesen werden (Abb. 10 C).

Funktionale Analysen der GMP-Populationen hatten zuvor bereits gezeigt, dass der
Knockout von Runx1 einen negativen Einfluss auf die Differenzierung dieser Zellen hat. Infolge-
dessen wurden die potentiellen Zielgene naher auf ihre Implikation in der Differenzierung

+/+

untersucht. Die 567 zwischen der Runx1** und der Runx1”* GMP-Population signifikant
regulierten Gene wurden mit jenen 150 Genen verglichen, deren Expression wahrend der
Differenzierung von der HSZ zum GMP am starksten variiert (Heng and Painter, 2008). Dieser
Vergleich ergab, dass 13% der im Verlauf der Differenzierung regulierten Gene in der Runx1**
GMP-Population einer reziproken Regulation unterlagen. Insbesondere Gene membran-
standiger Faktoren und Zelladhasionsfaktoren, deren Expressionsniveau im Laufe der normalen
Differenzierung abnimmt, wurden in den Runx1-defizienten Progenitoren weiterhin stark
exprimiert. Hierzu gehorten die Gene Emcn, Tek und PIxnc1. Unter den reziprok exprimierten
Genen befand sich auch das bereits beschriebene Runx1-Zielgen Mpl, das fir den
Thrombopoetinrezeptor kodiert (Satoh, et al., 2008). Demgegenlber ergab der Vergleich der
putativen Runx1-Zielgene zu jenen Genen, die wahrend der Ausreifung der GMPs zu
Monozyten am starksten reguliert sind, nur ein einzelnes reziprok exprimiertes Gen. Dieses
Ergebnis unterstreicht die Bedeutsamkeit von Runx1 flir die Repression stammzellspezifischer
Gene.

Zusammengefasst flhrten die Geneexpressionsanalysen Runx1-defizienter und -expri-
mierender Granulozyten-Monozyten-Progenitoren zur Identifikation 567 potentieller Runx1
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Zielgene. Zudem ging aus dieser Analyse hervor, dass der Verlust von Runx1 in GMP-Zellen zu

einer erhdhten Expression stammzellspezifischer Gene flihrt. Dies deutet auf eine geringere

Differenzierung der Runx1-deletierten GMPs im Vergleich zu Runx1-exprimierenden GMPs hin.
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Abb. 10: Der Verlust von Runx1 in GMPs fihrt
zu einer verstirkten Expression HSZ-
spezifischer Gene. A) Schematische
Darstellung der Versuchsdurchfiihrung. Aus
Runx1”*und Runx1* Mausen wurden GMPs
isoliert und einer gesamtgenomischen Gen-
expressionsanalyse unterzogen. Die Analyse
wurde flr vier unabhangige Proben durchgefiihrt.
B) Streudiagramm der Genexpressionsstarken
aller annotierten Gene in Runx1”*und Runx1**
GMP. Die Inaktivierung von Runx1 bewirkt eine
verstarkte Expression von 351 Genen (rote
Kreuze) und eine verminderter Expression von
216 Genen (griine Kreuze). Blaue Kreuze sym-
bolisieren Gene mit unveranderter Expression,
graue Kreuze kennzeichnen Gene deren
Expression unter dem Schwellenwert lag. C)
Validierung der Mikroarrayanalysen mittels qRT-
PCR. mRNA aus Runx1”* und Runx1** GMPs
wurde mittels spezifischer Primer auf die
Expression der im Mikroarray stark regulierten
Gene Mpl, Dik1, Jam3 und Ly6c1 hin analysiert.
D) Heatmap der Expression von 19 Genen die
im Laufe der Differenzierung von der HSZ zum
GMP stark reguliert werden und durch den
Inaktivierung von Runx1 reziprok exprimiert
wurden (Heng and Painter, 2008). Dargestellt
sind die Logarithmen des Quotienten Intensitat in

HSZ/ Intensitat in GMP bzw. Intensitidt in
Runx1™® GMP/ Intensitat in Runx1”* GMP.
Gelbe Felder indizieren eine verstarkte
Expression, blaue Felder symbolisieren eine

verringerte Expression.
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5.2.2 Identifikation von RUNX1-Zielgenen bei RUNX1-Uberexpression

Basierend auf den Genexpressionsanalyen Runx1-exprimierender und Runx1-defizienter
myeloischer Progenitoren konnten Gene ermittelt werden, deren Expression entweder direkt
oder Uber einen indirekten Mechanismus von Runx1 reguliert werden. Im zweiten Schritt wurde
weiterfuhrend analysiert, welche der beschriebenen Gene direkte Zielgene von Runx1 sind.
Hierzu wurde in einem weiteren experimentellen Ansatz ein induzierbares RUNX1-Protein in
vivo Uberexprimiert, die Genexpression der myeloischen Progenitorzellen analysiert und mit den

Expressionsdaten der Runx1-Knockout Analysen verglichen.

5.2.2.1 Etablierung eines induzierbaren RUNX1 Uberexpressionssystems

Da vorrangegangene Studien der Arbeitsgruppe ,Molekulare Pathologie® gezeigt haben,
dass die ektope Expression von RUNX1 das Zellwachstum primarer Stamm- und Progenitor-
zellen negativ beeinflusst, wurde ein induzierbares RUNX1-Uberexpressionsmodell etabliert. In
diesem Modell ist es auf Grund der Fusion von RUNX1 mit einer Mutante des Ostrogenrezeptos
(ERt2) moglich, die Lokalisation und somit die transkriptionelle Aktivitat des Fusionsproteins zu
regulieren. Durch die Interaktion des Ostrogenrezeptors mit Chaperonen ist das Fusionsprotein
zytoplasmatisch lokalisiert. Erfolgt die Rezeptorstimulation durch die Zugabe des Liganden
Tamoxifen, bewirkt dieses die Translokation des Fusionsproteins in den Nukleus, sodass die
transkriptionelle Regulation stattfinden kann.

Zunachst wurde die Induzierbarkeit des Fusionsproteins Uberprift. Hierzu wurden SC-1
Fibroblasten mit gammaretroviralen Vektoren transduziert, die sowohl fir die RUNX71-ERt2-
cDNA als flr auch des Reportergen gfp codieren. Die Stimulation der Zellen erfolgte durch
Zugabe von Tamoxifen zum Kulturmedium. AnschlieRend wurde die Lokalisation des Fusions-
proteins mittels Immunfluoreszenzfarbung Uberprift. Als Kontrolle dienten Ethanol behandelte
Zellen (Abb. 11A). Wahrend in diesen Kontrollkulturen das RUNX1-ERt2-Fusionprotein wie
erwartet nahezu ausschlief3lich im Zyotoplasma nachgewiesen werden konnte, bewirkte die
Tamoxifenstimulation die Translokation des Proteins in den Nukleus (Abb. 11B). Da es sich bei
dem verwendeten retroviralen Vektor um ein bicistronischen Konstrukt handelte, war die

Lokalisation des GFPs von der Stimulation unabhangig.
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Runx1 merge

Abb. 11: Etablierung eines induzierbaren RUNX1-Uberexpressionssystems. A) Schematische
Darstellung der Versuchsdurchflihrung. SC-1-Zellen wurden mit RUNX1-ERt2iGFP exprimierenden
Gammaretroviren transduziert und mit 1 uyM 4-OHT oder Ethanol (EtOH) behandelt. B)
Immunfluoreszenzfarbung unbehandelter (oben) oder behandelter (unten) SC-1-Zellen. GFP wird
ubiquitinar exprimiert. Das RUNX1-ERt2 Fusionsprotein wird erst nach Zugabe von Tamoxifen in den
Nukleus transloziert. Links: ektopisch exprimiertes GFP; Mitte: Anti-Runx1-Alexa555-Farbung; Rechts:
Merge der GFP- und Alexa-555-Signale.

Nachdem die Induzierbarkeit des Systems belegt werden konnte, wurde in einem
weiteren Versuch untersucht, ob durch die ektopische Expression des RUNX1-Fusionsproteins
der zuvor beschrieben Differenzierungsdefekt Runx1-defizienter Zellen aufgehoben werde kann.
Zu diesem Zwecke wurden friihe Progenitorzellen aus Runx1* Mausen isoliert und mit RUNX1-
ERt2/eGFP- bzw. ERt2/eGFP-codierenden Gammaretroviren transduziert. Im Anschluss daran
wurde die transduzierte (GFP-exprimierende) GMP-Fraktion durchflusszytometrisch sortiert und
je 5x 10° Zellen in Methylzellulosemedium ausplattiert. Das Medium wurde entweder mit 1 pM
4-OHT oder mit der adaquaten Menge Ethanol supplementiert. Die Auszahlung der Kolonien
nach 7 Tagen Kultivierung ergab keinen signifikanten Unterschied der Gesamtkolonienzahl,
zwischen den ektopisch RUNX1-exprimiereden Kolonien und den Kontrollkulturen (Abb. 12B).
Auch die tamoxifeninduzierte Aktivierung des RUNX1-Fusionsproteins hatte keinen Einfluss auf
das Kolonienbildungspotential der Zellen.

In bereits zuvor beschriebenen colony-forming-assays konnte nachgewiesen werden,
dass der Verlust von Runx1 nach der Kultivierung in Methylzellulosemedium zu einer verminder-
ten Differenzierung der Zellen fihrte, gekennzeichnet durch eine reduzierte Gr1-Expression (vgl.
Abb. 7). Durchflusszytometrische Analysen sollten Aufschluss dariber geben, ob dieser
Differenzierungsdefekt durch die Expression des RUNX1-ERt2-Fusionsproteins aufgehoben

1A/A

werden kann. Wie erwartet konnte fir die ERt2 exprimierenden Runx1~" Kulturen, sowie fiur die
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unstimulierten RUNX1-ERt2-exprimierenden Kulturen nur ein geringer Anteil reifer (CD11b",
Gr1™) myeloischer Zellen von 35% bzw. 23% nachgewiesen werden. Hingegen filhrte die
ektopische RUNX1-ERt2-Expression in Runx1* Zellen bei gleichzeitiger Tamoxifenstimulation
dazu, dass 65% der infizierten Zellen weiter differenziert und stark positiv fir das
Oberflachenantigen Gr1 waren. Als zusatzliche Kontrolle flr die durchflusszytometrischen

+/+

Analysen dienten mit eGFP transduzierte Runx1™ GMPs. Nach 7 Tagen Kultivierung in
Methylzellulose wiesen diese 73% reife myeloische Zellen auf (CD11b*, Gr1").

Im Ganzen konnte durch diese Experimente die Funktionalitdt des induzierbaren
RUNX1-Expressionssystems erwiesen werden. Zum einen belegten die immunhistologischen
Untersuchungen, dass nach der Tamoxifenstimulation die Translokation des RUNX1-ERt2-
Fusionsproteins vom Zytoplasma in den Nukleus erfolgt. In vitro Differenzierungsanalysen
zeigten zum anderen, dass der, durch den Knockout von Runx1 induzierte, Differenzierungs-
defekt durch die Expression und Aktivierung des RUNX-ERt2 Fusionsproteins aufgehoben

werden kann.
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Abb. 12: Das RUNX1-ERt2-Fusionsprotein rettet den leferen2|erungsdefekt Runx1-defizienter
GMPs A) Schematische Darstellung der Versuchsdurchfiihrung. Friihe Runx1" Progenitorzellen wurden
mit gammaretoviralen Vektoren transduziert die entweder fir RUNX1-ERt2iGFP oder ERt2iGFP
kodierten. Die transduzierte GMP-Population wurde isoliert und in Methylzellulose kultiviert, der entweder
Ethanol oder 4-OHT zugesetzt war. B) Quantifizierung der Gesamtkolonienzahl nach 7 Tage Kultivierung
in Methylzellulose. Dargestellt sind die Gesamtkolonienzahlen zweier unabhangiger, in Triplikaten
durchgefuhrter Experimente (e, =). Weder die Expression des Fusionsproteins noch die Tamoxifen-
stimulation hatte einen Einfluss auf die Gesamtkolonienzahl. C) Durchflusszytometrische Analyse GFP-
positiver Zellen aus Methylzellulose. Runx1 M GMPs differenzieren durch die Uberexpression von
RUNX1-ERT2 bei 4-OHT Behandlung weiter aus (CD11b*Gr1™) als ohne Stimulation oder bei Expression
des GFP-Kontrollvektoren.

5.2.2.2 RUNX1-Zielgene im Uberexpressionssystem

Durch die Analyse der Genexpressionsprofile Runx1-exprimierender und Runx1-
defizienter GMPs konnten 567 Gene ermittelt werden, deren Expression in Abhangigkeit von
Runx1 reguliert wird. Ob es sich hierbei um eine direkte Regulation handelt oder um einen
indirekten Mechanismus kann aus der Analyse jedoch nicht gefolgert werden. Direkte Runx1-
Zielgene sollten daher anhand einer reziproken Regulation in einem Uberexpressionssystems

bestatigt werden. Um mit einem System zu arbeiten, dass mdglichst gut mit den bereits
1A/A

analysieren primaren Runx1”* und Runx GMPs vergleichbar ist, wurde ein induzierbares in
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vivo Runx1-Uberexpressionsmodell etabliert und darin die Genexpression in der GMP-
Population analysiert.

Hierzu wurden Runx1“*M&use mit 5-FU behandelt um die Progenitorzellpopulation in
vivo zu expandieren. Drei Tagen spater wurde das Knochenmark entnommen und mit gamma-
retrorviralen Vektoren transduziert. Diese exprimierten entweder RUNX1-ERt2/eGFP oder das
Kontrollkonstrukt ERt2/eGFP. AnschlieRend wurden die Zellen in letal bestrahlte B6-Mause
transplantiert. Nach 7 Wochen erfolgte die Aktivierung des RUNX1-ERt2-Fusionsproteins durch
die Fltterung der Mause mit tamoxifenhaltigen Pellets. Zusatzlich wurde 3 Tage vor der Isolation
des Knochenmarks, taglich interperitoneal Tamoxifen injiziert. Nach Depletion der reifen
Knochenmarkzellen erfolgte die durchflusszytometrische Isolation der GFP-positive GMP-
Fraktion. Der Versuch wurde in Duplikaten durchgefiihrt und fiir jeden Ansatz wurden, abhangig
von der Infektionsrate der Knochenmarkzellen, die Zellen von 3-6 Mausen vereinigt. Die
Extraktion der RNA, sowie alle weiteren Arbeitsschritte wurden von Miltenyi Biotec durchgefihrt.

Die Ubermittelten, normalisierten Daten der Expressionsstarke einzelner Gene der B6-
Runx1**-RUNX1-ERt2-Zellen wurden mit den Expressionsdaten der B6-Runx1“*-Strep-ERt2
Zellen verrechnet, sodass signifikant deregulierte Gene identifiziert wurden. Die Analyse erfolgte
analog zu den Runx1-deletierten Zellen. Hieraus ergaben sich 722 Gene, die nach der Uber-
expression von RUNX1 verstarkt exprimiert wurden und 387 Genen deren Expression
vermindert war. Letztlich wurden die anhand des Uberexpressionssystems identifizierten Runx1-
Zielgene mit den potentiellen Zielgene aus dem Knockout-System verglichen. Als Kriterien fur
diese Analysen wurde eine Expressionstdke von mindesten 1 in alle sechs durchgefiihrten
Genexpressionsanalysen sowie eine mindestens dreifache bzw. zweifache Regulation im
Knockout- bzw. im Uberexpressionssystem, festgelegt. Unter Einsatz dieser stringenten
Kriterien konnten 50 reziprok regulierte Gene ermittelt werden, deren Expressionen in der
Heatmap in Abb. 13C dargestellt ist. Funktionale Genannotationanalysen ergaben eine starke
Deregulation von Adhasions- und Signalmolekilen. Aulterdem flihrte die Inaktivierung von
Runx1 zu einer erhéhten Expression einiger proapoptotischer Gene (Huang da, et al., 2009a;
Huang da, et al., 2009b).

Zusammenfassend konnten durch das RUNX1-Uberexpressionssytems 1109 potentielle
RUNX1-Zielgene detektiert werden. 50 dieser Gene zeigten in Runx1-defezienten myeloischen
Progenitoren eine reziproke Regulation und sind daher mit hoher Wahrscheinlichkeit direkte

Zielgene von Runx1.
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Abb. 13: In vivo RUNX1-Uberexpressionsmodell zur Identifikation direkter RUNX1-Zielgene.
A) Schematische Darstellung der Versuchsdurchfihrung. Runx1** Mause wurden mit 5-FU behandelt,
das Knochenmark isoliert und mittels retroviraler Vektoren entweder mit RUNX1-ERt2/eGFP oder
ERt2/eGFP transduziert. Die transduzierten Zellen wurden intravends in letal bestrahlte B6-Mause
transplantiert. Ab Woche 4 nach der Transplantation erhielten die Mause tamoxifenhaltiges Futter,
zusatzlich wurden den Mausen an drei aufeinanderfolgenden Tagen 49,5 pug/g Kérpergewicht 4-OHT i.p
verabreicht. Am Folgetag wurde das Knochenmark isoliert, infizierte (GFP*) GMPs isoliert, und fiir die
Mikroarrayanalyse vorbereitet. B) Streudiagramm der Genexpressionsstarken aller annotierten Gene in
Runx1**RUNX1-ERt2 und BG—Runx1NA'Strep—ERt2 GMPs. Die Uberexpression von RUNX1 induzierte
eine verstarkte Expression von 722 Genen (rote Kreuze) und eine verminderte Expression von 387 Genen
(grine Kreuze). Blaue Kreuze symbolisieren Gene mit unveranderter Expression, graue Kreuze kenn-
zeichnen Gene deren Expression unter dem Schwellenwert lag. C) Heatmap der Expression der 50 Gene,
die in der Runx1**- und der B6-Runx1**-RUNX1-ERt2 GMP-Population reziprok reguliert waren. Dar-
gestellt sind jeweils die Logarithmen der Quotienten Intensitat in Runx1*™ GMP/ Intensitat in Runx1**
GMP (Spalte1-4) bzw. Intensitat in B6-Runx1*RUNX1-ERt2 GMP/ Intensitt in B6-ERt2 GMP (Spalte
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5+6). Rote Felder indizieren eine verstarkte Expression, griine Felder indizieren eine verringerte
Expression. Die rechte Spalte gibt die Lokalisation der dem jeweiligen Gen nachstgelegenen RUNX1-
Bindungsstellen in FDC-P1-Zellen an 1) intrag-en (zwischen oder auf den Gengrenzen); 2) proximal
(innerhalb 10 kp upstream oder downstream); 3) distal (zwischen 10 kb und 100 kb upstream oder
downstream); 4) > 100 kb von den Gengrenzen entfernt.

5.2.3 Identifizierung direkter RUNX1-Zielgene

Neben den bereits beschriebenen Genexpressionsanalysen wurden weitere Unter-
suchungen durchgefiihrt, um direkte Zielgene von Runx1 in der frlhen Myleopoese zu
bestatigen. Mittels ChIP-Sequenzierungen (ChlP-Seq) sollten genomweit Runx1-Bindestellen an
Promotor- und Enhancer-Regionen analysiert werden. Da flir eine solche Analyse grofle Menge
DNA erforderlich ist, wurden diese Analysen in einer immortalisierten murinen Zellline (FDC-P1)
durchgeflhrt.

5.2.3.1 Charakterisierung der FDC-P1-Zelllinie

In einem ersten Schritt wurde die FDC-P1 Progenitorzelllinie durchflusszytometrisch auf
die Expression einiger Differenzierungsmarker untersucht (Abb. 14A). Diese Analyse
demonstrierte, dass die immortalisierte Zelllinie ebenso wie die GMP-Population den Stamm-
und Progenitorzellmaker Kit und den auf frihen myeloischen Zellen vorhandenen Fcy-Rezeptor
(CD16/32) exprimierte (Abb. 14B links+Mitte). Zusatzlich sind FDC-P1-Zellen positiv fir den
CD150-Rezeptor (Abb. 14B links+Mitte). Hingegen zeigte die Zelllinie keine Expression der auf
reifen myeloischen bzw. reifen Megakaryozyten vorhandenen Oberflachenantigene CD11b und
CD41, sodass bestatigt werden konnte, dass es sich bei FDC-P1 Zellen um eine friihe
myeloische Zelllinie handelt.

Zusammengefasst wies die FDC-P1-Zelllinie einen dhnlichen Immunphanotypen wie die
zuvor analysierte, primare GMP-Population auf und war somit als Modellsystem fiir die DNA-
Bindungsanalysen geeignet.
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Abb. 14: Charakterisierung der murinen Progenitorzelllinie FDC-P1 A) Schematische Darstellung der
Oberflachenantigenexpression muriner Knochenmarkzellen wahrend der frihen myeloischen
Differenzierung. Gestrichelte Linien symbolisieren die Expression des jeweiligen Rezeptors, Pfeile
indizieren die Expressoinsmaxima. B) Durchflusszytometrische Analyse der FDC-P1-Zellen: die frihen
(myeloischen) Marker Kit, CD16/32 und CD150 wurden (stark) exprimiert, wahrend die spat-myeloischen
Marker CD11b und CD41 nicht nachgewiesen werden konnte.

5.2.3.2 Analyse genomweiter RUNX1-DNA-Bindestellen in myeloischen Progenitoren

Um weiterhin zu ermitteln, welche der im Mikroarray identifizierten Gene direkte Runx1-
Zielgene sind, wurden unter Einsatz der Chip-Sequenzierung-Technologie genomweit die
RUNX1-Bindungsstellen an die DNA analysiert. In zwei unabhangigen Experimenten wurden die
DNA-Bindungsstellen des endogen in FDCP1-Zellen exprimierten Runx1-Proteins, sowie eines
Uberexprimierten RUNX1-ERT2-Fusionsproteins untersucht. Zur Etablierung des induzierbaren
RUNX1-Uberexpressionssystems wurden FDC-P1-Zellen zunéchst mit RUNX1-ERt2-codie-
renden Retroviren transduziert, durchflusszytometrisch sortiert und die Uberexpression des
Fusionsproteins mittels einer Western Blot Analyse uberprift (Abb. 15). Fir die Immun-
prazipitation wurden RUNX1-ERt2-lUberexprimierende Zellen zunachst 24 Stunden mit
Tamoxifen behandelt, anschlieBend erfolgte die Vernetzung der DNA mit den assoziierten
Proteinen. Bei der Analyse der Bindungsstellen des endogenen Runx1-Proteins entfiel die 24-
stiindige Stimulation. AnschlieRend wurden die Zellen lysiert und die DNA sonifiziert, sodass
kurze DNA-Abschnitte entstanden. Die Prazipitation der DNA-Protein-Komplexe erfolgte durch
die Zugabe eines Runx1-spezifischen Antikdrpers und Protein A gekoppelter Agarose-Beats
(Abb. 16). Nach der Degradation der Proteine wurden die eluierten DNA-Fragmente im Hoch-
durchsatzverfahren sequenziert (NGS; next generation sequencing) und gegen das murine
Genom abgeglichen. Als Kontrollen dienten jeweils Immunprazipitationen (IP) der
beschriebenen Zellen mit einem unspezifischen IgG-Protein (IgG-Kontrolle).
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Abb. 15: Western Blot zur Analyse der Uberexpression des RUNX1-ERt2-Fusionsproteins in FDC-
P1-Zellen. Die durch SDS-PAGE (8,5%ig) aufgetrennten Proteinlystes uninfizierter FDC-P1-Zellen und
RUNX1-ERt2, RUNX1R'**C_ERt2 oder ERt2 iiberexprimierender FDC-P1-Zellen zeigen eine deutliche
Uberexpression des RUNX-ERt2-Fusionsproteins (107 kDa) im Vergleich zur Expression des endogenen
Runx1 (48 kDa). Als Ladekontrolle der Proteinmenge wurde ein Antikorper gegen das glykolytische
Enzym Gapdh (37 kDa) eingesetzt.

Die Analyse der Sequenzdaten der endogenen Runx1-Chromatin-IP ergab 25.819
peaks. Ein peak entspricht hierbei einem Abschnitt des Genoms der mehrfach sequenziert
wurde und somit héchst wahrscheinlich eine Runx1-DNA-Bindungstelle darstellt. Hingegen
konnten anhand der Uberexpression von RUNX1-ERt2 lediglich 6.326 peaks identifiziert
werden. Da beide Experimente bioinformatisch unter Verwendung derselben Parameter
ausgewertet wurden, lassen sich die deutlichen Unterschiede der Anzahl putativer Bindestellen
nur durch mégliche Interferenzen der fusionierten Ostrogenrezeptor mit der DNA-Bindung oder
durch unbekannte technische Schwierigkeiten erklaren. Der Vergleich beider Datensatze zeigte
jedoch, dass 5339 Runx1-gebundene DNA-Abschnitte (84% der peaks der RUNX1-ERt2-IP),
lokalisiert in 3515 Genloci, in beiden Ansatzen auftraten (Abb. 16B) und somit mit hoher
Wahrscheinlichkeit direkte Runx1-Zielgene darstellen.

Um weiterhin zu untersuchen wie die Genexpression mit der Runx1-DNA-Bindung
korreliert, wurde der nachstgelegene Runx1-peak flr alle zuvor identifizierten potentiellen
Runx1-Zielgene bestimmt und seine relative Lokalisation zum Gen bestimmt (Abb. 16C). Fir
30% der potentiellen Runx1-Zielgene die in der ChIP-Analyse annotiert waren (n=1075) konnte
eine Runx1-Bindung innerhalb eines Bereichs von 10 kb vor oder hinter dem Gen nachgewiesen
werden. Im Gegensatz hierzu konnten flr Kontrollgene, die ein dhnliches Expressionsniveau
aufwiesen, deren Expression durch Runx1 aber nicht reguliert wurde, in weniger als 19% der
Falle eine Runx1-Bindung nachgewiesen werden. Fir die 50 zuvor charakterisierten, im Runx1-

Deletions- und Uberexpressionsansatz reziprok regulierten Gene, ist in Abb. 13B neben den
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Expressionsintensitaten ebenfalls die Lokalisation der nachstgelegenen Runx1-Bindestelle in
FDCP1-Zellen angegeben (Spalte 7).

Weiterhin wurde untersucht, welche anderen Transkriptionsfaktoren in myeloischen
Progenitoren mit Runx1 zusammenwirken und die Genexpression regulieren. Hierzu wurden
500 Runx1-peaks zufallig ausgewahlt und die flankierenden Sequenzen dahingehend unter-
sucht, ob sie Motive fiir Transkriptionsfaktoren enthielten (de novo-Motiv-Analyse). In 100% der
analysierten peaks konnte ein Motiv identifiziert werden, dass dem RUNX1 Bindungsmotiv
entspricht, sodass die Zuverlassigkeit der Analyse bestéatigt werden konnte. Mit Frequenzen von
45,8%, 11%, 9% und 5,6% konnten weitere Motive identifiziert werden, die die Konsensus-
sequenz flir Ets1/Spi1, Stat, Cebpa und Gata entsprachen. Dieses deutet auf ein Zusammen-
wirken dieser Faktoren mit Runx1 hin.

Zusammenfassend kdénnen durch die Ergebnisse der ChIP-Studien an der myeloischen
Progenitorzelllinie FDC-P1 drei wichtige Aussagen getroffen werden: 1) In myeloischen
Progenitorzellen bindet Runx1 an mehr als 5000 DNA-Abschnitte, verteilt auf rund 3500 Genloci.
2) Fur 30% der durch Expressionsanalyse als Runx1-Zielgene identifizierten Gene konnte eine
Interaktion zwischen RUNX1 und der Promotor-/Enhancer-Region des jeweiligen Gens nach-
gewiesen werden. 3) Bei der transkriptionellen Regulation seiner Zielgene kooperierte Runx1 mit
weiteren Transkriptionsfaktoren wie Ets-Faktoren und mit Mitgliedern der Stat-, Cebp- und Gata-

Familien.
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Abb. 16: Genomweite Analyse der Runx1-DNA-Bindung in FDC-P1 Zellen. A) Schematische
Darstellung der Versuchsdurchfiihrung. Die Bindung von Protein und DNA wurde fixiert, anschlieRend
wurden die Zellen lysiert und die DNA mittels Sonifikation geschert. Die Immunprazipitation erfolgte mittels
eines Runx1-spezifischen Antikérpers und ProteinA-gekoppelten Agarosebeats. Nach dem enzy-
matischen Abbau der Proteine wurden die eluierten DNA-Fragmente im Hochdurchsatzverfahren
sequenziert. B) Abgleich der DNA-Bindungsstellen von endogenem Runx1 und berexprimiertem RUNX1-
ERt2. Das Venn-Diagramm stellt die Ubereinstimmung der peaks beider Analysen dar. C) Verteilung der
Runx1-gebundenen Regionen in Relation zu potentiellen Zielgenen. Der nachstgelegene peak zu Genen,
deren Expression entweder im Knockout oder im Uberexpressionsmodell dereguliert war, wurde
bestimmt. Basierend auf der Lokalisation dieser peaks zu den jeweiligen Genen wurden sie eingeteilt als
1) intra-gen (zwischen oder auf den Gengrenzen); 2) proximal (innerhalb 10 kp upstream oder down-
stream); 3) distal (zwischen 10 kb und 100 kb upstream oder downstream). 4) >100 kb von den
Gengrenzen entfernt. D) Sequenzlogos der per de novo-Motivsuche identifizierten angereicherten
Sequenzen an Runx1-Bindungsstellen.Die Frequenz der angereicherten Motive nahe der Runx1 summits
(+ 75 bp) ist dargestellt (n=500) ebenso wie der E-Value.
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Im zweiten Teil dieser Arbeit sollten Runx1-Zielgene in myeloischen Vorlauferzellen
beschrieben werden. Durch Genexpresssionsanalysen in primaren Runx1-defizienten und
konditional Runx1-tberexprimierenden (RUNX1-ERT2) Granulozyten-Monozyten-Progenitoren
konnten 50 Gene ermittelt werden, die mit hoher Wahrscheinlichkeit Zielgene von Runx1
darstellen. Diese stellen vor allem Adhasions- und Signaltransduktionsfaktoren dar. Weiterhin
konnte fir 30% aller identifizierten, potentiellen Runx1-Zielgene eine direkte Regulation durch
Runx1 auf Grund der Bindung des Transkriptionsfaktors an die Promotor-/Enhancerregion
nachgewiesen werden. Zudem deuten die Ergebnisse darauf hin, dass Runx1 bei der
Regulation seiner Zielgene nicht alle agiert, sondern Bestandteil regulatorischer Netzwerke

bestehende aus mehreren Transkriptionsfaktoren wie Ets-, Cebp-, Stat-, Gata-Faktoren ist.

5.3 Implikation von RUNX1 in der Leukdmogenese

Die bisherigen Untersuchungen haben verdeutlicht, dass Runx1 fir die geregelte
Differenzierung myeloischer Zellen eine gro3e Rolle spielt. In Abwesenheit von Runx1 ist die
myeloische Differenzierung zwar nicht blockiert, aber deutlich eingeschranki.

Zudem treten in humanen Leukamien haufige RUNX1-Mutationen auf. Wahrend Trans-
lokationen in erster Linie mit M2-AMLs assoziiert sind, treten Punktmutationen in bis zu 40%
aller AML-MO-Patienten auf. Bei diesen RUNX7-Punktmutationen handelt es sich in den meisten
Fallen um heterozygote, biallelische Mutationen, wobei ein Allel durch eine nonsense Mutation
vollig zerstort ist, wahrend das andere Allel fir eine RUNX1-Mutante mit verminderter DNA-
Bindungskapazitat kodiert (Preudhomme, et al., 2000). Die Funktion dieser DNA-Bindungs-
mutanten ist noch nicht endgultig geklart. Neben der haufig postulierten dominant negativen
Funktion wird in anderen Studien eine zusatzliche (onkogene) Funktion der Proteine vermutet
(Cammenga, et al., 2007; Schulz, 2009; unpublizierte Daten). Auch im Mausmodell fihrt die
Inaktivierung von Runx1 nicht per se zu einer Leukamie (Jacob, et al., 2010). Hieraus ergab sich
die Hypothese, dass eine gewisse Runx1-Funktion nétig ist um eine Leukamie zu induzieren. Im

letzten Teil dieser Arbeit wurde diese Hypothese Uberpriift werden.

5.3.1 Etablierung eines induzierbaren in vivo RUNX1-Uberexpressionssystems

Um zu Uberprifen, ob flr die Induktion einer Leukdmie eine gewisse RUNX1-Aktivitat
notwendig ist, sollten in einem in vivo-Mausmodell in Runx1-defizienten Knochenmarkzellen (1)
FLT3-ITD allein, (2) FLT3-ITD und die RUNX1-DNA-Bindungsmutante RUNX1R'**¢ ynd (3)
FLT3-ITD und das wildtyp RUNX1-Protein Uberexprimiert werden. Hierzu wurden Runx1-

deletierte Progenitoren aus 5-FU behandelten Mause mittels gammaretroviraler Vektoren mit
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FLT3-ITD/BFP allein oder zusétzlich mit RUNX1-ERt2/eGFP, bzw. RUNX1¥'3*C.ERt2/eGFP
transduziert (RUNX1/FLT3* bzw. RUNX1X"**¢/FLT3*). Es folgte die intravendse Transplantation
der Zellen in letal bestrahlte C57BL/6-Empfangermause. Vier Wochen nach der Transplantation
erfolgte die Aktivierung des jeweiligen RUNX1-Fusionsproteins durch Tamoxifengabe Uber das
Futter (Abb. 17A). Es wurden zwei unabhangige Experimente durchgeflihrt, deren Ergebnisse
hier zusammengefasst dargestellt sind.

Nach einem Beobachtungszeitraum von 250 Tagen waren 60% aller transplantierten
Tiere verstorben, wobei die Penetranz der Erkrankungen und die Latenzzeiten sich deutlich
unterschieden. In RUNX1/FLT3*-Empfangermausen lag die Penetranz der Erkrankung bei 71%
und die mittlere Uberlebenszeit bei 107 Tagen. Die beiden anderen Kohorten wiesen deutlich
geringere Penetranzen und signifikant verlangerte Uberlebenszeiten auf (RUNX1R'**¢/FLT3:
47%, 182 Tage; ERt2/ FLT3*: 57%, 173 Tage).

Die genauere Analyse der erkrankten Mause verdeutlichte die Korrelation unterschied-
licher Latenzzeiten mit dem Auftreten verschiedener Erkrankungen (Abb. 17B+C). Sieben, der
neun verstorbenen RUNX1/FLT3*-Empfangermause, entwickelten eine akute myeloische
Leukamie. Ein weiteres Tier verstarb sehr friih an einer myeloproliferativen Neoplasie (MPN).
Demgegeniiber war die am haufigsten auftretende Erkrankung in den beiden anderen Kohorten
ein Thymom. Vier von fiinf Mausen der RUNX1?'3¢/FLT3*-Kohorte sowie sieben von acht
ERt2/FLT3* Mausen entwickelten nach einer Latenzzeit von 104 — 258 Tagen ein Thymom. In
beiden Kohorten verstarb ebenfalls jeweils eine Maus wenige Monate nach der Transplantation
an einer MPN (Abb. 17C). Zusatzlich zu diesen drei tamoxifenbehandelten Versuchsgruppen
wurden Kontrollmause mit den transduzierten Zellen transplantiert, das RUNX1-Fusionsprotein
jedoch nicht aktiviert. 50% dieser Kontrollmduse verstarben ebenfalls innerhalb des Versuchs-
zeitraums von 250 Tagen und entwickelten Thymome (n=5) und myeloproliferative
Erkrankungen (n=2).

Da die transplantieren Runx1-defizienten Knochenmarkzellen jeweils mit zwei
retroviralen Vektoren transduziert wurden, konnte es in den Empfangertieren sowohl zum
Anwachsen einfach als auch doppelt transduzierter Zellen kommen. Aus diesem Grund wurden
die Knochenmarkzellen aller erkrankten Mause auf die Expression der Reportergene gfp und bfp
hin untersucht. Diese durchflusszytometrischen Analysen ergaben, dass das Auftreten der AML
durch das Auswachsen RUNX1/FLT3* doppelt transduzierter Zellen bedingt war (KM: 32 - 78%
GFP'BFP*). Bei allen beobachteten Thymomen hingegen handelte es sich um entartete,
uninfizierte Zellen (KM: <4% infiziert). Die bei drei tamoxifenbehandelten und zwei Kontrolltieren
beobachtete MPN war in einem Fall durch Expansion doppelt infizierter FLT3*/RUNX1R'3%¢
exprimierender Zellen bedingt (KM: 92% BFP*GFP™). In vier Fallen kam es zum Auswachsen
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von Zellen, die nur FLT3-ITD exprimierten (KM: 66% - 91% BFP®). Somit kann davon aus-
gangen werden, dass die Uberexpression von FLT3-ITD allein ausreichend ist, um eine
myeloproliferative Erkrankung auszulésen (Abb. 17D).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von RUNX1 bei
parallel konstitutiver Aktivierung des FLT3-Rezeptors (FLT3-ITD) in Runx1-deletierten Zellen
nach kurzer Latenzzeit zur Entstehung einer akuten myeloischen Leukamie fihrt. Hierflr scheint
die DNA-Bindungsaktivitdt des Transkriptionsfaktors von Bedeutung zu sein, da eine DNA-
Bindungsmutante unter denselben Bedingungen nicht in der Lage war eine Leukamie zu
induzieren. Weiterhin fiihrte die Uberexpression von FLT3-ITD allein mit einer geringen Pentranz
(5 von 58) zu einer myeloproliferativen Neoplasie. In 80% der mit RUNX1?"**¢/FLT3* und 89%
der mit ERt2/FLT3* transplantierten Mause, wurden die transduzierten Zellen von nicht
infizierten, malignen Zellen Uberwachsen, die so zu einem Thymom flhrte. Alle drei

Erkrankungen sollen im Folgenden genauer beschrieben werden.
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Abb. 17 Uberexpression von RUNX1 bzw. RUNX1%'**¢ und FLT3-ITD im Runx7"“-Hintergrund. A)
Schematische Darstellung der Versuchsdurchfiihrung. Runx1** Mause wurden mit 5-FU behandelt, die
Knochenmarkzellen isoliert und mittels retroviraler Vektoren mit RUNX1-ERt2/eGFP- bzw. RUNX1R'%C.
ERt2/eGFP- bzw. ERt2/eGFP- und FLT3-ITD/BFP transduziert. Die infizierten Zellen wurden intravends in
letal bestrahlte B6-Mause transplantiert. Ab Woche 2 nach der Transplantation erhielten die Mause
tamoxifenhaltiges Futter. B) Kumulatives Uberleben der transplantierten Empfangertiere gegen die Zeit
(Tage). Die unterschiedlichen Erkrankungen sind anhand farbiger Symbole indiziert. Das durchschnittliche
Uberleben der RUNX1/FLT3-Empéngermause war gegeniiber den RUNX1X'**¢/FLT3- und ERt2/FLT3-
Empfangerméause deutlich verringert. C) Relative Quantifizierung der in den einzelnen Kohorten
aufgetretenen Erkrankungen. Der Farbcode entspricht der in B) dargestellten Legende.

5.3.2 Histologische Charakterisierung der einzelnen Krankheitsbilder

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die drei auftretenden Krankheiten auf die
Transformation unterschiedlich transduzierter bzw. nicht transduzierter Zellen zuriickzufiihren
sind, wurden diese unterschiedlichen Krankheitsbilder genauer charakterisiert. Bereits wahrend
der Sektion der Mause deuteten makroskopisch erkennbare Veranderungen auf unter-
schiedliche Erkrankungen hin. Neben dem deutlich vergréferten Thymus, der ausschlief3lich in
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Mausen auftrat, die unter Thymomen litten, war die akute myeloische Leukamie durch eine stark
ausgepragte Hepatosplenomegalie gekennzeichnet. Das durchschnittliche Milzgewicht dieser
Mause lag bei 661 mg. Auch das Thymom flihrte in zehn von zwélf Fallen zu einer deutlichen
VergréRerung der Milz auf Uber 200 mg. Zwei Mause zeigten kein erhéhtes Milzgewicht. Auch
das dritte Krankheitsbild, die MPN, hatte VergroRerung der Milz auf durchschnittlich 306 mg zur
Folge (Abb. 18A). Bei Kontrollmdusen, die ebenfalls transplantiert wurden, jedoch keine
Erkrankungserscheinungen aufwiesen, lag das Milzgewicht zwischen 110 und 197 mg. Die
Analyse der Blutparameter ergab, dass alle drei Erkrankungen in unterschiedlichem Male eine
Erhéhung der Leukozytenzahlen (iber den Normalwert (1,2 - 4,86 x 10%/ml) induzierten, was auf
eine Ausschwemmung der malignen Zellen in das periphere Blut hindeutet (Abb. 18B, links). Da
die Ubermalige Proliferation von Tumorzellen haufig bewirkt, dass Vorlaufer anderer Zelltypen
verdrangt werden, treten Anamien haufig als Begleiterscheinungen bei Erkrankungen des
hamatopoetischen Systems. Allerdings flihrte keine der drei Erkrankungen zu einer signifikanten
Verminderung der Erythrozyten bzw. des Hamoglobingehalts (Abb. 18B, rechts) im peripheren
Blut der Versuchstiere. Mikroskopische Untersuchungen gefarbter Blutausstriche bestatigten die
durch alle drei Erkrankungen ausgeldste Leukozytose und verdeutlichten die phanotypischen
Unterschiede der im Blut akkumulierenden Leukozyten. Die leukdmischen Blasten der AML
waren grof3, wiesen einen grol’en Nukleus und ein stark basophiles Zytoplasma auf, zeigten
jedoch keinerlei Differenzierungsmerkmale. Die Lymphoblasten waren auf Grund der Dichte des
Nukleus und dem geringen Zytoplasmaanteil deutlich als solche zu erkennen. Demgegeniber
waren myeloide Neoplasien durch ein vermehrtes Auftreten von Promyelozyten und Myelozyten
im Blut gekennzeichnet (vgl. Abb. 18C).

83



Ergebnisse

A) Milz B) Peripheres Blut
10001 1004 20-
. — J .
- 8oo{ 3t £ 80 = 154
g . 061 < % 124
= 600 . X 60 < o
% “ § . 8101 o2 9.2
| o) -
2 400 "u348 - g 404 S s
b= —a = 274 = =
" L] 212 T 54
2009 * - 20 * —_— 17,6 .
u® :. - A
(\ C ':1 0
Akute Thymom MPN Akute Thymom MPN Akute Thymom MPN
Leukamie Leukamie Leukamie
C)  Akute Leukamie Thymom MPN (akut)
Do Yoo CO ~
D DO/ ) a O S A <"
’:! LA Y0 GG ( O \ . QO O~
o, ¥ o ® O O ¢ > ac A
0% ©) K (“ . ® Y (\ oD 6 A (@

~ A ) v
ANA & SCRLIS TH | . Yo@q 2
Pl A B O o 20

(J ‘;\( 5O y o A ;g [ ) (\ - \/’* .
@055 e o| 8o @3
RRL 2 C ’ ,IT“,(» o &0, -

Abb. 18: Analyse des Milzgewichts und der Blutparameter/ Blutzellmorphologie erkrankter Mause
in Abhédngigkeit von dem beobachteten Krankheitsbild. A) Darstellung des Milzgewichtes. Im Mittel
induzierten alle drei Erkrankungen eine signifiknate Erhdhung des Milzgewichts. B) Darstellung der
Leukozytenzahlen (links) und des Hamoglobingehalts (rechts) im peripheren Blut. Im Mittel fUhrten alle
drei Erkrankungen zu einer Erhéhung der Leukozytenzahlen, hatten jedoch keinen Einfluss auf den
Hamoglobingehalt im Blut. Grau unterlegte Bereiche kennzeichnen die Normalwerte fiir den jeweiligen
Parameter ermittelt anhand der Werte transplantierter, nicht erkrankter Mause. C) Zytologische Unter-
suchungen der Blutausstriche dreier erkrankter Mause. Die Pfeile deuten auf die undifferenzierten Blasten
der myeloischen und lymphatischen Zellreihe hin. Der Pfeilkopf kennzeichnet einen Promyelozyten.
Zudem waren in der MPN granulozytédre Vorldufer aller Differenzierungsstadien vorhanden.
Pappenheimfarbung; die Bilder wurden in 630facher Vergroflerung aufgenommen; Objektiv 63 x; Okular
10 x.

Histologische Untersuchungen demonstrierten, dass akute myeloische Leukdmie und
myeloproliferative Neoplasien sich vor allem im Knochenmark, in der Milz und der Leber
manifestierten (vgl. Tab. 3). Bei akuten Formen beider Erkrankungen konnte zusatzlich eine
starke Beteiligung der Lungen festgestellt werden. Thymomzellen infiltrierten ebenfalls
Knochenmark, Milz und Leber, waren jedoch zuséatzlich in hohem Male in Lungen und Nieren

nachweisbar (Tab. 3).
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Tab. 3: Beteiligung hamatopoetischer und nicht-hdmatopoetischer Organe an den verschiedenen
Erkrankungen. IK-Muskulatur: Interkostalmuskulatur

Gewebe AML Thymom MPN
Knochenmark ja ja (= nekrotisch) ja
""" IK-Muskulatur | infitert |  unbeteiligt | Infiltiert
Milz diffus Diffuse fokal - diffuse
~ Struktur | zerstort | zerstort | zerstort
Leber diffus fokal - diffus fokal
Lunge schwach - stark | Ja schwach —>stark
Niere nein Ja nein
Thymus nein Ja nein
Lymphknoten nein Ja nein
Herz nein Nein nein

Wie schon an den Blutwerten zu erkennen war traten alle drei Erkrankungen mit
unterschiedlichen Auspragungen auf. Um die Charakteristika der verschiedenen Erkrankungen
darzustellen sind im Folgenden Schnitte durch das Leber- und Nierengewebe je einer akut
erkrankten Maus im Vergleich zu einer gesunden C57BL/6 Maus dargestellt (Abb. 19). Die
Leberschnitte belegen, dass alle drei Erkrankungen zu einer starken Infiltration des Leber-
gewebes flhrten. Sowohl die akute myeloische Leukamie, als auch das Thymom bedingten eine
diffuse Infiltration der Leber, zum Teil begleitet von einer Leberparenchymnekrose. Die
myeloproliferativen Neoplasien hingegen induzierten eine nicht ganz so starke, eher fokale
Beteiligung der Leber. Eine Beteiligung der Niere wurde nur durch die lymphatischen Blasten
des Thymoms ausgeldst. Der Schnitt durch die Niere dieser Maus verdeutlicht die starke
interstitielle Infiltration von Nierencortex und -mark. Die Nieren akut und chronisch neo-

plastischer Mause wiesen hingegen eine normale Struktur ohne Infiltrationen auf.
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Akute
myeloische |+
Leukamie

MV20 #24

MPN

MV20 #10 jg

Kontrolle

C57BI/6

Abb. 19: Histologischer Befund der Milzen und Nieren erkrankter Mause und einer Kontrollmaus
(unten). Links) Schnitte durch das Lebergewebe. In den Lebern an AML und Thymomen erkrankter
Mause kommt es zu einer diffusen Infiltration der malignen Zellen. Myeloproliferative Neoplasien
induzieren einen weniger starken Befall der Leber, die fokalen portalen (Pfeilkdpfe) und sinusiodalen
(Pfeile) Infiltrate sind gekennzeichnet. Im Vergleich hierzu ist die Leber eines gesunden Kontrolltiers.

86



Ergebnisse

Rechts) Schnitte durch das Nierengewebe. Die Nieren akuter und chronisch neoplatischer Mduse waren
unauffallig, Thymome hingegen bewirkten eine starke Infiltration der Lymphoblasten in Cortex und Mark.
HE-Farbungen; die Bilder wurden in 250facher VergréR3erung aufgenommen; Objektiv 25x; Okular 10x.

Wie bereits zuvor beschrieben handelte es sich bei dem Thymomen um entartete
uninfizierte Zellen. Die MPN waren durch eine verstarkte Proliferation FLT3-ITD exprimierender
Zellen bedingt, traten aber mit einer relativ geringen Frequenz auf. Die akuten myeloische
Leukamien hingegen waren spezifisch fir RUNX1-ERt2/FLT3* doppelt transduzierte Zellen. Sie
traten bei mindestens 66% der Mause dieser Kohorte auf und waren daher von besonderem
Interesse. Im Folgenden wird der histologische Befund dieser Mause anhand der Organschnitte
einer exemplarischen Maus genauer dargestellt. Die Hyperproliferation der leukdmischen
Blasten bewirkte die Infiltration von Sternum, Milz, Leber und Lungengewebe (vgl. Tab. 3). Im
Sternum fihrte die Invasion der Blasten zu einer Verdrangung anderer hamatopoetischer Zellen,
sodass die komplette Knochenmakshéhle mit monomorphen Blasten geflllt war. Ferner
proliferierten diese malignen Zellen so stark, dass sie die Knochenmarkhohle durchbrachen und
in die, das Sternum umgebende, interkostale Muskulatur einwanderten (Abb. 20 oben,
Pfeilkopf). Auch die Milz wies eine starke Tumorzellinfiltration auf. Hierdurch kam es zu einer
volligen Strukturaufldésung des Organes, sodass die rote Pulpa nicht mehr von den Malpighi-
Korperchen der weiflen Pulpa unterschieden werden konnte (Abb 15 mitte rechts, Pfeile).
Weiterhin konnten in den Lungen erkrankter Mause eine deutliche Verbreiterung der Alveolar-

septen durch die invasiven Blasten festgestellt werden (Abb15 unten).
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Akute myeloische
Leukamie Mv21 #13  Kontrolle C57BI/6

Abb. 20: Histologischer Befund einer leukdmischen Maus (21-#13) (links) im Vergleich zu einem
Kontrollmaus (rechts). Oben) Die Infiltration der Blasten fiihrt zum Durchbrechen der Knochenmarkhohle
und zur Invasion der Tumorzellen in die Interkostalmuskulatur (Pfeilkopf). Mitte) Weie und rote Pulpa der
Milz sind durch die Infiltration der Tumorzellen nicht mehr zu definieren. Pfeile in dem Milzschnitt der
Kontrollmaus indizieren die Malpighi-Kérperchen der weifen Pulpa. Unten) Die Invasion der Blasten flihrt
zu einer deutlichen Verbreiterung der Alveolarsepten und zum Erscheinen vieler eosinophiler
Makrophagen in den Alveolen. Zuséatzlich erschienen die Alveolen reduziert. HE-Farbungen; Die Bilder

wurden in 250facher bzw. 100facher (Milz) VergréRerung aufgenommen. Objektiv 25x bzw. 10x ; Okular
10x.
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5.3.3 Durchflusszytometrische Charakterisierung der einzelnen Krankheitsbilder

Zur Charakterisierung des Immunphanotyps der Tumorzell-Populationen wurden diese
durchflusszytometrisch auf die Expression von Oberflachenantigenen untersucht. Im Folgenden
werden die Charakteristika der unterschiedlichen Krankheitsbilder aufgefihrt. Detaillierte Daten
der durchflusszytometrischen Analyse jedes einzelnen Versuchstieres sind im Anhang
aufgeflhrt.

5.3.3.1 Thymome entstehen unabhangig von der Knochenmarktransplantation

Im Laufe der fortschreitenden T-Zelldifferenzierung kommt es zur Expression des T-Zell-
Rezeptors und seiner Ko-Rezeptoren, CD4 und CD8. Hierbei differenzieren CD4-/CD8-negative
Zellen (DN, double negative) zu doppelt positiven Zellen (DP), die beide Rezeptoren
exprimieren. Der nachste Entwicklungsschritt ist gekennzeichnet durch die zusatzliche
Expression des T-Zellrezeptor-Komplexes (TZR und CD3). Wahrend der Reifung zu den CD4-
positiven T-Helferzellen (SP CD4, single positive CD4) bzw. CD8-positiven zytotoxischen T-
Zellen (SP CD8, single positive CD8) wird die Expression des jeweils anderen Ko-Rezeptors
inhibiert (vgl. Abb. 21A).

Thymome waren die am haufigsten auftretenden Erkrankungen der transplantierten
Mause. Sowohl in RUNX1R™¥¢/ FLT3* als auch in ERt2/FLT3* Empfangermausen lag der Anteil
der Mause, die an dieser Erkrankung des lymphoiden Systems verstarben, bei >80%. Die
durchflusszytometrischen Analysen von Knochenmark, Thymus, Milz und Leber ergaben, dass
der Anteil transduzierter Zellen in allen Organen unter 4% lag. Die Thymome mussten also die
Folge der Transformation nicht infizierter Zellen sein. Weiterhin zeigte sich, dass die Expression
der Differenzierungsmarker CD4, CD8 und CD3 innerhalb der erkrankten Mause sehr divers
war. Bei vier der neun analysierten Mause handelte es sich bei den Tumorzellen um relativ
unreife, transformierte DP-Zellen (Abb. 21B oben). Zwei weitere Mause zeigten eine
Akkumulation weiter ausdifferenzierter CD4 und CD3 koexprimierender Vorlaufer. CD8 und CD3
positive Blasten konnte bei drei Mausen nachgewiesen werden. Unabhdngig von dem
Differenzierungsstadium machten diese Blasten zum Zeitpunkt der Erkrankung bei einem
Groldteil der Mause Uber 80% der Zellen in KM, Thymus, Milz und Leber aus. Der im Blut
nachgewiesene Anteil an T-Zell war von Maus zu Maus sehr divergent (Abb. 21C). Alle
Tumorzellen differenzierten mindestens bis zum Stadium der DP T-Zellen. Der Knockout von
Runx1 fihrt hingegen zu einer Blockade der T-Zelldifferenzierung wahrend des DN Stadiums
(Ichikawa, et al., 2004). Somit ist anzunehmen, dass in den Tumorzellen keine Inaktivierung des

Runx1-Locus stattgefunden hat. Um diese Hypothese zu Uberprifen wurde durch eine PCR-
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Reaktion semi-quantitativ die Frequenz des Wildtyp-Allels zu dem Runx1-deletierten-Allel
bestimmt. Hierzu wurde aus den Milzzellen erkrankter Mause gDNA isoliert und diese mit
spezifischen, an das gefloxte bzw. an das Wildtyp-Allel von Runx1, bindenden Primern
amplifiziert. Als Kontrolle diente gDNA aus der Milz einer leukdmischen Maus, sowie einer
C57BL/6-Maus. Diese Analyse zeigte, dass es sich bei den malignen T-Zellen um Runx1-
exprimierende Zellen handelte. Hierbei kdnnte es sich entweder um residuale T-Zellen der
Empfangermause handeln, oder um Zellen der Spendermause die der Cre-induzierten Runx1-
Inaktivierung entgangen sind.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die auftretenden Thymome durch die
Akkumulation unterschiedlich stark differenzierter T-Zellen bedingt waren. Diese Erkrankung
war jedoch von der Runx1-Inaktivierung und der Transduktion der Zellen unabhangig. Einen
moglichen Ausléser der Erkrankung stellt die Bestrahlung der Empfangermause dar.
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Abb. 21: Charakterisierung der Thymome. A) Schematische Darstellung der Oberflachenantigen-
expression wahrend der T-Zelldifferenzierung B) Repasentative durchflusszytometrische Analysen von
Knochenmark- und Thymuszellen eines CD4" CD8" Thymoms und eines CD8" CD3" Thymoms C)
Relative Quantifizierung der Tumorzellen. Der Anteil an Tumorzellen in den aufgefiihrten Organen ist fir
jede analysierte Maus als ein Quadrat dargestellt. Angegeben ist der Median fur die angegebene Stich-
probengréfie (n). D) 2%iges Agarosegel der PRC-Amplifikate zum Nachweis der Excision von Runx1. Die
angegebenen Fraktionen wurden isoliert, gDNA isoliert und per PCR amplifizert. Das Amplifikat des wt-
Allels resultiert in einer 260 bp Bande, das durch CRE-Aktivitat veranderte Allel hingegen in einer 382 bp
Bande.
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5.3.3.2 FLT3-ITD induziert im Runx1" Hintergrund eine myeloproliferative Neoplasien

Die Uberexpression von FLT3-ITD induzierte in einer kleinen Kohorte von finf Mausen
eine myeloproliferative Erkrankung. Anhand histologischer Untersuchungen konnte bereits
gezeigt werden, dass diese sich vor allem im Knochenmark, in der Milz und in der Leber
manifestierte. Dieser Befund konnte auch mittels durchflusszytometrischer Analysen bestatigt
werden. Alle drei Organe wiesen einen hohen Anteil FLT3-ITD exprimierender Zellen auf, die
wiederum zu mehr als 80% positiv flir die myeloiden Oberflachenantigene CD11b und Gr1
waren. In transplantierten, nicht erkrankten Kontrollmausen lag der Anteil CD11b*/Gr1* Zellen im
Knochenmark bei durchschnittlich 50 % (n=4). Neben der CD11b*/Gr1" Population war in der
Milz eine =zusétzliche Population schwach CD11b-exprimierender Zellen (CD11°“Gr1*)

erkennbar, bei der es sich um die histologisch identifizierten Myeloblasten handeln kdnnte.
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Abb. 22: Charakterisierung der myeloproliferativen Neoplasie. A) Die reprasentative
durchflusszytometrischen Analysen von Knochenmark- und Milzzellen einer chronisch neoplatischen
Maus (20#20) zeigt eine VergroRerung des myeloiden Kompartiments (CD11b*Gr1") im Vergleich zu einer
transplantierten, nicht erkrankten Maus (20-#24). B) Links: relative Quantifizierung der Tumorzellen. Der
Anteil der FLT3*-exprimierenden Zellen im KM und in der Milz betragt 81% bzw. 78%. Rechts: relative
Quantifizierung des Anteils myeloider Zellen innerhalb der Tumorzellpopulation. Der Anteil CD11b"/Gr1*
Tumorzellen innerhalb der Population BFP* (FLT3*) Zellen im Knochenmark und in der Milz ist firr jede
analysierte Maus als ein Dreieck (FLT3**)/ Punkt (FLT3*'/RUNX1%"**") dargestellt. Angegeben ist der
Median fur die angegebene Stichprobengréfie (n).

5.3.3.3 RUNX1 und FLT3-ITD induzieren im Runx1” Hintergrund akute myeloische

Leukamien

Alle analysierten RUNX1/FLT3* Empfangermause entwickelten innerhalb einer relativ
kurzen Latenzzeit eine akute Leukamie. Gekennzeichnet war diese durch die Infiltration
monomorpher Blasten in Knochenmark, Milz und Leber. Durchflusszytometrisch konnte ein
hoher Anteil doppelt transduzierter Zellen von durchschnittlich 63% im Knochenmark und >75%
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in Milz und Leber bestatigt werden (Abb. 23A). Da sich anhand der histologischen Praparate
kein genauer Befund Uber den Differenzierungsstatus der Blasten erstellen lie, wurden die
leukédmischen RUNX1/FLT3* positiven Zellen auf die Expression typischer Oberflaichenantigene
aller hamatopoetischen Linien hin untersucht. Diese zeigte jedoch weder einer Expression der
auf frihen Stamm- und Progenitorzellen exprimierten Antigene Sca und Kit, noch exprimierten
sie fur myeloische (CD11b, Gr1), lymphoide (CD4, CD8, CD19, B220) oder erythroide Zellen
typische Rezeptoren (Ter119) (Abb. 23B).
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Abb. 23: Charakterisierung der akuten myeloischen Leukdmie. A) Relative Quantifizierung der
Tumorzellen. Der Anteil RUNX1/FLT3*-exprimierender Zellen im Knochenmark und in der Milz ist fir jede
analysierte Maus ist als ein Punkt dargestellt. Angegeben ist der Median fur die angegebene
Stichprobengréfie (n). Der Anteil der RUNX1/FLT3*-exprimierenden Zellen in KM, Milz und Leber liegt im
Mittel bei > 60%, im peripheren Blut bei 43%. Eine an einer AML erkrankten Maus zeigte nur die
Expression von GFP (RUNX1-ERt2) (21-#10). Southern Blot-Analyen bestatigten jedoch die Integration
des FLT3-ITD/BFP-Provirus (vgl. Anhang) B) Die repasentative durchflusszytometrischen Analysen von
Knochenmark- und Milzzellen einer an AML erkrankten Maus (21-#13) zeigt, dass die leukdmischen
Blasten fir keines der analysierten Oberflachenantigene positiv sind.

Die zytologische Analyse der akkumulierenden Zellen deutet auf Grund der GréRe der
Zellen, dem grolken Zellkern und dem basophilen Zytoplasma zwar darauf hin, dass es sich
hierbei um unreife Blasten handelte, doch weder histologisch noch immunhistochemisch konnte
die Linienzugehdrigkeit der Zellen geklart werden. Um dieses zu ermdglichen wurde das Gen-
expressionsprofil der Tumorzellen analysiert. Hierzu wurden aus der Milz einer erkrankten Maus
(21-#13) mRNA extrahiert und diese im Hochdurchsatzverfahren sequenziert. Die Expression
der Transkripte einzelner Gene wurde als FPKW-Wert (fragments per kilobase per million
sequenced reads) angegeben. Dieser ergibt sich aus der Anzahl der mit einem bestimmten
Transkript alignierten Reads, normalisiert Uber die Anzahl aller alignierten Reads und die Lange
des entsprechenden Transkripts. Unter Verwendung der ImmGen Datenbank (Heng and
Painter, 2008) wurde das Expressionsprofil der Blasten anschliefend mit den Expressions-

profilen friilher myeloischer und lymphatischer Progenitoren (CMP, CLP) verglichen. Hierzu
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wurden die 150 Gene ermittelt, deren Expression zwischen CMPs und CLPs am starksten
divergiert. Hiervon wurden 52 Gene in CMPs und 98 in CLPs stark exprimiert. Sieben Gene mit
einer starken Expression in erythroiden Zellen wurden von der Analyse ausgeschlossen, um
mogliche Kontamination durch Erythrozyten der Milz auszuschliel3en. Fir die restlichen Gene
wurde der FPKM-Wert in den leukamischen Blasten ermittelt. Diese lagen zwischen 0 und 315.
Rund 44% der, in CMP stark exprimierten Gene wurden auch in den leukamischen Blasten hoch
exprimiert. Demgegeniber zeigten lediglich 7% der in CLP stark exprimierten Gene auch in den
Blasten ein hohes Expressionsniveau (Abb. 24). Im Mittel lag der FPKM-Wert der CMP-
spezifischen Gene bei 50,9, jener der CLP-spezifischen Gene hingegen lediglich bei 6,9.
Anhand des Genexpressionsprofils der leukdmischen Blasten konnte somit gezeigt werden,

dass es sich hierbei um friilhe myeloische Vorlaufer handelt.

= FPKM > 20

0,

n=48

CMP CLP
spezifische Gene spezifische Gene

n=89

Abb. 24: Vergleich der Genexpressionsprofile leukdmischer Blasten und friiher Vorlaufer. Mittels
der ImmGen Datenbank wurden die 150 Gene bestimmt deren Expression zwischen CLP und CMP am
starksten variiert (n=150). Gene die zusatzlich eine hohe Expression in MEPs im Vergleich zu CMPs
aufwiesen wurden ausgeschlossen (n=7). 6 Gene waren nicht annnotiert. Dargestellt sind Fraktionen der
CLP- und CMP-spezifischen Gene mit FPKM-Werten < oder > 20 in den leukamischen Blasten. Das
Genexpressionsprofil der leukdmischen Zellen wiese eine starke Ahnlichkeit zur dem Expressionsprofil
von CMPs auf.

Zusammenfassend hat das induzierbare in vivo-RUNX1-Expressionssystem gezeigt,
dass fir die Leukdmogenese eine gewisse verbleibende RUNX1-Aktivitat notig ist. Wahrend die
Expression der RUNX1-DNA-Bindungsmutante R135G zusammen mit FLT3-ITD in Runx1-
deletieren Knochenmarkzellen nicht zu einer Leukamie fiihrte, konnte durch die Uberexpression
des wildtyp RUNX1 Proteins zusammen mit FLT3-ITD eine akute myeloische Leukamie induziert
werden. Ferner fiihrte die Uberexpression von FLT3-ITD in einigen Fallen zu eine myelo-
proliferativen Neoplasie. Viele der Versuchstiere erkrankten an einem Thymom, dieses war
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jedoch nicht direkt durch die Transplantation bedingt, sondern vermutlich eine Konsequenz der

Bestrahlung bzw. einer daraus resultierenden Immundefizienz.
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6 Diskussion

Das fur den Transkriptionsfaktor RUNX1 codierende Gen ist eines der am haufigsten von
Mutationen betroffenen Gene in akuten Leukamien. Fast 30% aller AML-Patienten weisen
Translokationen, Deletionen oder Punktmutationen innerhalb des RUNX7-Locus auf. Eine hohe
Inzidenz von RUNX1-Mutationen tritt insbesondere in AML-MO auf, einer Leukamie, die durch
einen sehr unreifen Phanotyp der akkumulierenden Myeloblasten gekennzeichnet ist. Dennoch
ist nur wenig uber die Funktion des Transkriptionsfaktors in der myeloischen Entwicklung
bekannt. Bisherige Studien haben sich vor allem auf Untersuchungen der Rolle von Runx1 in
hamatopoetischen Stammzellen konzentriert. Da Progenitoren jedoch, ebenso wie Stammzellen,
das Ziel transformierender Mutationen darstellen kénnen (Cozzio, et al., 2003; Minami, et al.,
2008), war es das Ziel dieser Arbeit mithilfe eines konditionalen Runx1 Knockout Mausmodells
die Funktion von Runx1 wahrend der friihen Myelopoese genauer zu charakterisieren. Weiterhin
sollten Zielgene des Transkriptionsfaktors identifiziert werden, deren Deregulation fir die
Leukdmogenese malgeblich sein kdnnte. Hierdurch sollten neue Erkenntnisse Uber die
Pathogenese RUNX1-mutierter AMLs erlangt werden, um so langfristig gezielte therapeutische
Ansatze entwickeln zu kdnnen.

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse bezlglich (1) der Funktion von Runx1 in der
myeloischen Entwicklung, (2) potentieller Runx1-Zielgene und (3) der Funktion von Runx1 bei
der Leukdmogenese sollen im Folgenden vergleichende mit bereits etablierten Hypothesen zur

Funktion von Runx1 in der Hidmatopoese diskutiert werden.

6.1 Die Tumorsuppressorfunktion von Runx1 in myeloischen Progenitoren

6.1.1 Der Verlust von Runx1 bewirkt die Expansion des myeloischen Progenitor-

kompartiments

In ersten Experimenten wurde, durch die Analyse der Knochenmarkprogenitoren

+/+

und Runx1*

Runx1 Mause die Bedeutsamkeit des Transkriptionsfaktors in unterschiedlichen
myeloischen Progenitoren analysiert. Durchflusszytometrische Analysen demonstrierten, dass
die Deletion von Runx1 eine Expansion des gesamten myeloischen Progenitorkompartiments
bewirkte, wobei sowohl die Anzahl der MEPs, als auch die Anzahl der GMPs deutlich erhéht
war. Die Expansion der GMPs konnte mittels funktionaler in vitro-Differenzierungsanalysen
weiter bestdtigt werden, in denen Runx1** GMPs ein erhdhtes Potential zur Ausbildung von

Kolonien aufwiesen.
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Eine, durch die Deletion von Runx1 induzierte, Expansion der myeloischen Progenitoren
und des GMP-Kompartiments wurde bereits mehrfach beschrieben (Ichikawa, et al., 2004;
Growney, et al., 2005; Putz, et al., 2006; Guo, et al., 2013). Jedoch konnte in der vorliegenden
Arbeit erstmals der Beweis erbracht werden, dass die erhohte Anzahl an GMPs nicht aus-
schlieRlich die Konsequenz der erhdhten Anzahl an hdmatopoetischen Stammzellen in Runx1**
Mausen ist, sondern auch auf einen intrinsischen Defekt dieser Progenitoren zurlickzuflihren ist.

Weiterhin konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmals eine Vergroflerung des MEP-
Kompartiments in Runx1** Mausen beschrieben werden. In vorherigen Studien hingegen wurde
bislang kein Einfluss von Runx1 auf diese Progenitoren festgestellt (Ichikawa, et al., 2004;
Growney, et al., 2005; Guo, et al., 2013). Diese Unterschiede koénnten moglicherweise auf
unterschiedlichen Strategien zur durchflusszytometrischen Charakterisierung der Progenitoren
beruhen (Akashi, et al., 2000; Pronk, ef al., 2007). Um die Funktion von Runx1 im MEP-
Kompartiment zu bestatigten sind zwar weitere Analysen notwendig, bedenkt man allerdings,
dass der Verlust von Runx1 zu einer Blockade der megakaryozytaren Entwicklung fihrt
(Ichikawa, et al., 2004; Growney, et al., 2005; Putz, et al., 2006), scheint eine Expansion der
vorgeschalteten MEPs, durch mdglicherweise fehlerhafte Rickkopplungseffekte, durchaus

plausibel.

6.1.2 Runx1 ist fir die Differenzierung myelosicher Progenitoren nicht essenziell,

unterstiitzt diese jedoch

Um weiterhin die Funktionalitdt der expandierten, myeloischen Progenitoren zu
analysieren wurden in vitro-Differenzierungsanalysen Runx1-exprimierender und -deletierter
GMPs durchgefiihrt. Hieraus ging eine deutlich verminderte Ausreifung der Runx1** Kulturen
gegenlber den Kontrollkulturen hervor. Ferner bestéatigten durchflusszytometrische Analysen

des Knochenmarks und des Bluts auch in vivo ein vermehrtes Auftreten unreifer myeloischer

1A/A +/+

Zellen in Runx Mausen, im Vergleich zu Runx1™”" Mausen. Allerdings konnten in diesen
Mausen auch reife Granulozyten und Monozyten nachgewiesen werden.

Aus diesen Resultaten lasst sich der Schluss ziehen, dass der Verlust von Runx1 zwar
keine vollstandige Blockade der myeloischen Differenzierung induziert, jedoch die Kinetik oder
die Wirksamkeit dieses Differenzierungsprozesses erheblich beeintrachtigt. Diese Hypothese

impliziert, dass die unreifen myeloischen Runx1*

Zellen in der Lage sind terminal auszu-
differenzieren. Um dieses zu Uberpriifen wurden Runx1~* GMPs (iber einen langeren Zeitraum
kultiviert und die Differenzierung der Zellen analysiert. Allerdings konnten in diesem ersten

Experiment nur wenig terminal differenzieten myeloischen Zellen nachgewiesen werden,
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sodass weitere Analysen nétig sind, um den genauen Mechanismus, der zur Beeintrachtigung
der myeloischen Differenzierung fihrt, zu charakterisiern.

Interessanterweise bestatigt jedoch eine gerade verdffentlichte Studie ebenfalls eine
Implikation von Runx1 in der myeloischen Differenzierung. Diese Arbeit zeigt, dass eine erhéhte
Runx1-Expression in humanen, multipotenten Vorlauferzellen die myeloische Differenzierung
induziert (Goyama, et al., 2013).

Wie aber kann Runx1 die Differenzierung myeloische Zellen unterstitzen? Differen-
zierungsprozesse werden durch ein komplexes Zusammenspiel von zelltypspezifischen
Transkriptionsfaktoren und extrinsischen Faktoren, wie Zytokinen und Wachstumsfaktoren
reguliert. Diese extrinsischen Faktoren binden, um Proliferations- und Differenzierungsférderne
Signalwege in der Zelle induzieren zu kénnen, an spezifische Rezeptoren auf der Oberflache
ihrer Zielzellen. Fuir die Entwicklung myeloischer Zellen ist, unter anderem die Bindung von M-
CSF an den auf myeloisch-determinierten Zellen exprimierten M-CSF-Rezeptor von Bedeutung.
Die Expression dieses Rezeptors wiederum, wird direkt und synergistisch von Runx1, Pu.1 und
Cl/ebpa reguliert, sodass eine Inaktivierung von Runx1 zu einer verminderten Aktivierung des
Promotors fihren kénnte. Zudem erfolgt die Bindung von Runx1 und C/ebpa kooperativ. Die
Abwesenheit von Runx1 kénnte somit gleichzeitig die Bindungsaffinitdt von C/ebpa an den
Promotoren reduzieren (Zhang, et al., 1994; Zhang, et al., 1996). Dieses flihrt zu einer
verminderten Expression des Rezeptors, einer verminderten Aktivierung nachgeschalteter
Signalwege und eventuell zu einer verzogerten Differenzierung der Zelle. Welche bedeutungs-
volle Funktion Runx1 fir die Aktivierung des M-CSF-Rezeptors hat spiegelt sich auch darin
wieder, dass eine verminderte Runx1-Expression in myeloischen Progenitoren die Rekrutierung
eines Ko-Repressorkomplexes durch Pu.1 an den Promotor des M-CSR-Rezeptorgens zur
Folge hat (Hu, et al., 2011).

6.1.3 Runx1 hat keinen Einfluss auf die Differenzierungsentscheidung zwischen der

granulozytidren und der monozytaren Linie

Weiterhin wurde im Rahmen dieser Arbeit analysiert, ob Runx1 die Differenzierungs-
entscheidung zwischen der granulozytaren und der monozytaren Linie beeinflusst. Hinweise auf
eine Implikation von Runx1 bei diesem Prozess lieferten in vitro-Differenzierungsanalysen, in
denen die Runx1-Inaktivierung die monozytare Reifung etwas starker zu beeintrachtigen schien,
als die granulozytare Reifung. Dieser Effekt konnte jedoch durch in vivo-Analysen, in denen das
Verhaltnis von Monozyten zu Granulozyten im Knochenmark und im Blut von Runx1** Mausen,

+/+

im Vergleich zu Runx1™" Mausen analysiert wurde, nicht bestatigt werden.
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Dieses Ergebnis ist kontrar zu der von Guo et al. (2013) aufgestellien These, dass die
Inaktivierung von Runx1 zu einer vermehrten Monopoese auf Kosten der Granulopoese fiihrt.
Diese Behauptung stitzt der Autor auf durchflusszytometrische Analysen Runx1-exprimierender
und -deletierter Zellen aus Methylzelluloseklonierungen. In diesen Experimenten fihrte die
Inaktivierung von Runx1 zu einer verminderten Expression des Oberflachenantigens Gr1.
Allerdings ist das Epitop, das der, flr diese Analysen verwendete Antikérper erkennt, sowohl
Bestandteil des granulozytar exprimierten Ly6g-Antigens, als auch des monozytar exprimierten
Ly6c-Anitgens. Sodass die gewahlte Methode unzureichend ist, um eine Aussage Uber das
Verhaltnis von Granulozyten zu Monozyten treffen zu kénnen. In der vorliegenden Arbeit
hingegen wurden Ly6c- bzw. Ly6g-spezifische Antikérper verwendet, um zwischen beiden
Reifungslinien zu differenzieren. Weiterhin wurden fiir die Analysen der vorliegenden Arbeit die
biopotente GMP-Population isoliert um deren Differenzierungskapazitat zu analysieren. In der
Arbeit von Guo et al. (2013) hingegen wurden die Zellen des kompletten Knochenmarks
analysiert wurden. Eine solch heterogene Zellpopulation kann die Ergebnisse eventuell beein-
flussen, sodass beide Experimente nicht vollstandig vergleichbar sind.

Auch der von Guo et al. (2013) postulierte Mechanismus zur Inhibition der Granulopoese
ist kritisch zu betrachten. Der Autor behauptet der Verlust von Runx1 bewirke eine verminderte
Cebpa-Expression, was wiederum eine Beeintrachtigung der granulozytaren Entwicklung zur
Folge habe, sodass es zu einer kompensatorisch bedingten, vermehrten Monopoese kommt.
Allerdings zeigen Analysen derselben Studie, dass die Deletion von Runx1 in der entschei-
denden GMP-Population lediglich zu einer schwachen Reduktion des Cebpa-Transkripts fuhrte.
Auch in der vorliegenden Arbeit durchgeflihrte Genexpressionsanalysen bestatigen eine nur
sehr schwache Regulation von Cebpa durch die Inaktivierung von Runx1. Hinzu kommt, dass
Clepba zwar im in-vitro-Modell die granulozytare Differenzierung unterschiedlicher bipotenter
Vorlauferzelllinien induziert (Radomska, et al., 1998; Wang, et al., 1999; Wang and Friedman,
2002), in frihen Knochenmarkprogenitoren jedoch die Monopoese férdert (Wang, et al., 2006).
Nicht auBer Acht zu lassen ist auch, dass Runx1** GMPs ebenfalls eine verminderte Pu.1-
Expression aufwiesen (Guo, et al., 2013). Geringe Pu.1-Konzentrationen férdern allerdings
sowohl in bipotenter Vorlauferzellen als auch im Mausmodell die granulozytare Differenzierung
(Dakic, et al., 2005; Rosenbauer, et al., 2005; Huang, et al., 2008).

6.2 Zielgene von Runx1 in frihen myeloischen Progenitoren

Um die Funktion von Runx1 in myeloischen Progenitoren weiter zu charakterisieren

wurden im zweiten Teil dieser Arbeit potentielle Zielgene identifiziert. Durch die Kombination von
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Genexpressionsanalysen Runx1-deletierter und RUNX17-Uberexprimierender primarer myelo-
ischer Progenitoren sowie die zusatzliche Analyse genomweiter Runx1-Bindungsstellen war es
erstmals moglich direkte Zielgene des Transkriptionsfaktors in frihen myeloischen Zellen zu
beschreiben.

6.2.1 Runx1 reguliert die Expression wichtiger Knochenmarknischenfaktoren

Durch den Vergleich gesamtgenomischer Expressionsanalysen, primarer myeloischer
Progenitoren, in denen Runx1 entweder konditional ausgeschaltet wurde, oder die zur
Uberexpression von RUNX1 manipuliert wurden, konnten, unter Anwendung stringenter
Kriterien, 50 reziprok regulierte Gene identifiziert werden. Funktionale Genannotationsanalysen
wiesen auf Gene hin, die flir Membran-, Adhasions- und apoptose-assoziierte Proteine codieren.
Membran- und Adhasionsproteine sind fir die gerichtete Lokalisation von Stamm- und Pro-
genitorzellen innerhalb des Knochenmarks von groRer Bedeutung. Dort bewirken diese
Faktoren, dass HSZ in der endostealen Nische vorliegen, die Signale aussendet, um das
undifferenzierte Stadium der HSZ aufrechtzuerhalten, dass Progenitorzellen hingegen in der
vaskulare Nische lokalisiert werden. Diese Nische stellt ein Milieu da, in dem die Proliferation
und Differenzierung durch unterschiedliche exogene Stimuli ermdglicht wird (Schofield, 1978).

Interessanterweise zeigten Runx1”

GMPs eine deutlich erhéhte Expression solcher
Gene, deren Proteine fiir die Interaktionen von HSZ mit der endostealen Nische wichtig sind
(Mpl, Itga9, Tek), sodass anzunehmen ist, dass Runx1 als Repressor dieser Gene agiert. Mp/
kodiert fir den Thrombopoetinrezeptor, dessen Aktivierung durch den Liganden Thpo fir den
Erhalt der Quieszenz von HSZ essentiell ist (Yoshihara, et al., 2007). Itga9 kodiert flr ein a -
Integrin, Tek fir eine Rezeptortyrosinkinase, die beide die Interaktion von HSZ mit der
endostealen Nische ermdglichen (Coulombel, et al., 1997; Ikushima, et al., 2013). Eine erhdhte
Expression dieser HSZ-typischen Oberflichenmolekille auf Runx1-defiziente Progenitoren
koénnte zur Folge haben, dass diese nicht in der differenzierungsférdernden, vaskularen Nische,
sondern in der endostealen Nische des Knochenmarks lokalisiert sind. Dort kdnnte sie Faktoren
ausgesetzt sein, die den Selbsterhalt der Zellen vorantreiben. Faktoren hingegen, die die
normale Differenzierung der Progenitoren induzieren kénnten mdglicherwiese nur in der
Progenitornische vorhanden sein. Zwar ist nur sehr wenig Uber die Nische dieser Vorlaufer im
Knochenmark bekannt, eine Funktion von Runx1 in zelluldaren Adhasionsprozessen konnte
jedoch bereits gezeigt werden. In 3T3-Fibroblasten fiihrt die retroviral-induzierte Uberexpression
von Runx-Faktoren zur Deregulation von Genen die flr Zelloberflachenproteine und extra-

zellulare Liganden kodierten. Auch Veranderungen des Adhasions- und Zellinteraktions-
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verhaltens der Zellen konnte durch die Uberexpression von Runx1 beobachtet werden (Wotton,
et al., 2008). Moéglicherweise stellt diese veranderte Expression der Membranproteine auch eine

Erkldrung fir die in vitro und in vivo beobachtete, verminderte Ausreifung Runx1**

myeloischer
Zellen dar.

Weiterhin deuteten die Genexpressionanalysen der vorliegenden Arbeit auf eine
Funktion von Runx1 bei der Regulation der Apoptose hin. Die drei Faktoren Adamtsl/4, Apoe und
Apbb2 werden durch die Inaktivierung von Runx1 verstarkt exprimiert. Zwar wurde die Funktion
dieser Gene in hamatopoetischen Zellen noch nicht analysiert, in anderen Geweben konnten
diese Faktoren jedoch bereits mit proapoptotischen Prozessen assoziiert werden (Cao, et al.,
1996; Liu, et al., 2006a; Dudekula, et al., 2010; Hossain, et al., 2013; Mao, et al., 2013).

Auch Genexpressionsstudien in humanen t(8;12)-positiven Kasumizellen und murinen
HSZ deuten auf eine Regulation apoptose-assoziierter Gene durch Runx1 hin (Cai, et al., 2011;
Ben-Ami, et al.,, 2013). In HSZ konnte weiterhin die Regulation von Zellzyklusfaktoren durch
Runx1 nachgewiesen werden (Cai, et al., 2011), die in den Analysen der vorliegenden Arbeit
nicht nachgewiesen werden konnten. In differenzierteren Zellen wiederum, reguliert Runx1 sehr
zelltypspezifische Gene, die entweder fir die Funktion oder die terminale Differenzierung dieser
Zellen wichtig sind. Hierzu gehdéren z.B. die fir die Myeloperoxidase, die neutrophile Elastase
oder den M-CSF Rezeptor codierenden Gene (Nuchprayoon, et al., 1994; Zhang, et al., 1994).

Zusammengefasst spiegeln diese Resultate wieder, dass Runx1 in unterschiedlichen
Differenzierungsstadien Gene sehr unterschiedlicher, funktionaler Netzwerke reguliert, wodurch
die vielfaltige Funktion von Runx1 in der Hamatopoese untermauert wird. Allerdings muss betont
werden, dass in den meisten vorherigen Studien lediglich Genexpressionsmuster in An- oder
Abwesenheit von Runx1 analysiert wurde. Somit war es bislang haufig nicht moglich eine
Aussage darlber zu treffen, ob es sich bei den charakterisierten potentiellen Zielgenen um
direkt von Runx1-regulierte Gene handelt, oder ob Regulationen dieser Gene sekundare Effekte
darstellten. Die vorliegende Arbeit hingegen kombiniert Genexpressionsanalysen Runx1-
defizienten und zur Uberexpression von RUNX1 manipulierter, primarer myeloischer Progeni-
toren und ermdglicht es so, direkte Runx1-Zielgene einzugrenzen. Zudem konnte die direkte
Regulation durch Runx1 vieler der so identifizierten Gene mittels DNA-Bindungsanalysen weiter
bestatigt werden. Mehr als 60% aller potentiellen Runx1-Zielgene wiesen innerhalb eines
Bereiches von <100 kb von dem Transkriptionsstartpunkt entfernt eine Runx1-Bindung auf.
Umgekehrt induzierte die Inaktivierung von Runx1 nicht an allen Runx1-Bindungsstellen auch
eine veranderte Genexpression. Dieses Ergebnis stimmt mit der Hypothese Uberein, dass viele
Transkriptionsfaktorbindungen fiir die Genexpression unerheblich sind und eher als ,Lager-
statten“ fungieren. Bestatigend ist bekannt, dass die Veranderung der Konzentration eines
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Transkriptionsfaktors lediglich bei 1-10% seiner potentiellen Zielgene eine veranderte

Expression bewirkt (zusammengefasst in: Farnham, 2009).

6.2.2 Runx1 reguliert die Zielgenexpression zusammen mit weiteren Faktoren durch die
Bindung an Enhancer-Elemente

Mittels der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten genomweiten DNA-Bindungs-
analysen konnten an 5339 DNA-Abschnitte Runx1-Bindungen identifiziert werden. Die Mehrheit
dieser Bindungen erfolgte an putativen Enhancer-Elementen. Nur wenige Bindungen erfolgten
an Promotorelementen.

Eine solche bevorzugte Interaktion von Runx1 mit Enhancer-Elementen kann durch
Bindungsanalysen in multipotenten Vorlauferzellen (Wilson, et al., 2010), B-Zellen (Niebuhr, et
al., 2013), Megakaryozyten (Pencovich, et al., 2013) und hamogenen Endothelzellen (Lichtinger,
et al., 2013) bestatigt werden und scheint somit eine, in unterschiedlichen hamatopoetischen
Linien, konservierte Eigenschaft von Runx1 zu sein. Interessanterweise deuten die Ergebnisse
einer Studie, in der die DNA-Bindungsstellen von Pu.1 in unterschiedlichen Zelllinien analysiert
wurden darauf hin, dass Bindungen an Enhancer-Elementen, im Gegensatz zu Promotor-
bindungen, sehr zelltypspezifisch erfolgen und somit flir die Regulation zelltypspezifischer Gene
von grofierer Bedeutung sind (Heinz, et al., 2010). Auch Studien zur Redundanz verschiedener
Faktoren der ETS-Familie bestatigen redundante Bindungen an Promotoren und spezifische
Bindungen einzelner ETS-Faktoren an Enhancer (Hollenhorst, et al., 2007). Diese Ergebnisse
konnten einen Hinweis darauf liefern, dass eine zentrale Funktion von Runx1 darin besteht
Zelltyp- und Differenzierungsspezifische Gene zu regulieren.

In einem nachsten Schritt wurden Runx1-gebundene DNA-Abschnitte auf Bindungs-
motive hin untersucht. Diese Analyse deckte zum einen potentielle Bindungspartner von Runx1
auf, bestatigte zum anderen aber auch, dass Runx1-Bindungsmotive innerhalb aller Runx1-
gebundenen Regionen auftraten. Hieraus muss der Schluss gezogen werden, dass an nahezu
allen der hier identifizierten Runx1-Bindungsstellen eine direkte Interaktion des Transkriptions-
faktors mit der DNA stattfindet. In anderen Studien hingegen konnte eine solch starke
Korrelation zwischen Runx1-Bindungen und Bindungsmotifen nicht nachgewiesen werden
(Wilson, et al., 2010; Lichtinger, et al., 2013). Analysen multipotenter Vorlauferzellen zeigten,
dass Runx1 haufig mit Gata2, Erg und Scl interagiert und von diesen Faktoren lber Hucke-
Pack-Bindungen an die DNA rekrutiert wird. Dennoch stellt Runx1 hierbei einen wichtigen
Gerlstfaktor dar, der die Bindung der anderen Faktoren an die DNA stabilisiert (Wilson, et al.,

2010). Dass solche indirekten Bindungen in der vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen werden
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konnten, ist vermutlich durch die stringent gewahlten Kriterien zu erklaren. Um Runx1-
Bindungsstellen zu identifizieren wurden die Ergebnisse zweier ChlP-Seqg-Studien verglichen
und nur Bindungen, die in beiden Analysen nachgewiesen werden konnten wurden als
Bindungsstellen definiert. Dieses waren vermutlich nur starke Bindungen Uber direkte Runx1-
DNA-Interaktionen. Dass dennoch auch schwache, eventuell indirekte Bindungen zwischen
Runx1 und der DNA bestehen, darauf deutet die Untersuchungen endogener Runx1-
Bindungsstellen hin, anhand derer 25.000 Bindungsstellen ermittelt werden konnten.

Weiterhin konnte durch die de novo-Motivanalysen Runx1-gebundener DNA-Abschnitte
Ets-, Gata-, Cebp- und Stat-Faktoren als potentielle Bindungspartner von Runx1 identifiziert
werden. Dass Runx1 ein relativ schwacher Aktivator der Transkription ist und in der Regel eine
gemeinsame Bindung mit anderen Faktoren notwendig ist, um die Promotoraktivitat der Zielgene
zu regulieren konnte bereits vielfach gezeigt werden (zusammengefasst in: Perry, et al., 2002).
Kooperationen von Gata2 und Runx1 konnte bereits in HSZ nachgewiesen werden. Hier wirkt
Runx1 offenbar haufig mit sechs anderen Faktoren zusammen, darunter Gata2, um die
Expression wichtiger Zielgene zu regulieren und so Genprogramme anzuschalten, die den
Selbsterhalt der Zellen bewirken. Interessanterweise wiesen rund 50% der, in myeloischen
Progenitoren von Runx1-gebundenen Genloci, bereits in HSZ eine Runx1-Bindung auf (Wilson,
et al,, 2010). Dieses Ergebnis unterstitzt das stochastische Modell der Hamatopoese, dass
davon ausgeht, dass Enhancer linienspezifsicher Gene in multipotenten Zellen bereits auf ihre
spatere Aktivierung vorbereitet werden und diese spezifischen Gene ggf. bereits auf einem
niedrigen Niveau exprimiert werden (Hu, et al., 1997; Mercer, et al., 2011).

Co-Bindungen von Runx1 mit Cebp und dem Ets-Faktor, Pu.1, konnten zuvor bereits an
Genloci nachgewiesen werden, deren Expression flr die myeloischen Reifung essentiell sind,
wie dem Gen des M-CSF-Rezeptors (Zhang, et al., 1994; Zhang, et al., 1996). In diesem Fall
tragt Runx1 somit zu Regulation von Differenzierungsprozessen bei. Gemeinsame DNA-
Bindungen von Runx1 und Stat-Faktoren konnten in der vorliegenden Arbeit erstmals
beschrieben werden. Méglicherweise liefert dieses Ergebnis jedoch einen wichtigen Hinweis
darauf wie extrinsische Stimuli instruktiv die hdmatopoetische Entwicklung beeinflussen kénnen.
Stat-Faktoren werden durch Zytokin-induzierte Signalwege aktiviert. Das Auftreten gemeinsamer
Bindungsmotive von Runx1 und Stat-Faktoren deutet darauf hin, dass diese induzierbaren
Faktoren mdglicherweise mit Runx1 kooperieren oder gar als Pionierfaktoren agieren und Runx1
so an Genloci rekrutieren, deren Expression fir eine geordnete Differenzierung notwendig ist.
Sodass diese Ergebnisse zusammengefasst die Hypothese eines Hybridmodels der Hamato-

poese unterstitzen.
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Welche Funktion hat Runx1 aber wahrend der myeloischen Entwicklung? Das Runx1 fir
die Etablierung der definitiven Hamatopoese unentbehrlich ist konnte bereits nachgewiesen
werden (Okuda, et al., 1996; Wang, et al., 1996; Chen, et al., 2009). Dort induziert Runx1,
ahnlich einem Pionierfaktor, die Relokalisation weiterer Transkriptionsfaktoren (Lichtinger, et al.,
2013). Dass Runx1 auch wahrend der myeloischen Entwicklung eine wichtige, wenn auch nicht
so zentrale Funktion, wie wahrend der Embryonalentwicklung besitzt, darauf weisen konditionale
Runx1-Knockout Mausmodelle hin. Dort fiihrt der Verlust von Runx1 zu einer deutlichen
Expansion des HSZ- und myeloischen Progenitorkompartiments (Ichikawa, et al., 2004;
Growney, et al., 2005; Putz, et al., 2006; Ichikawa, et al., 2008). In Anbetracht der hier erzielten
Ergebnisse und der Daten bereits publizierter Studien scheint Runx1 wahrend der adulten
Hamatopoese Gene sehr unterschiedlicher regulatorischer Netzwerke zu regulieren (Selbst-
erhalt, Zellzyklus, Apoptose, Differenzierung), die jedoch alle miteinander gekoppelt sind um
eine normale hamatopoetische Entwicklung zu gewahrleisten. Runx1 scheint hierbei fir keinen
der Prozesse essentiell zu sein, sondern eher die Fein-Regulation zu dbernehmen, um die
adaquate Differenzierung hamatopoetischer Zellen zu gewahrleisten. Auch die Gewichtigkeit
von Runx1 an unterschiedlichen Genloci scheint zu divergieren. So bewirkt die Inaktivierung von
Runx1 nicht an allen, normalerweise von Runx1-gebundenen Genloci, auch eine veranderte
Genexpression. An manchen Enhancer-Elementen scheint Runx1 ein wichtiger Faktor zu sein
um die Genexpression zu regulieren, an anderen Enhancern hingegen fungiert Runx1 wohl-

mdglich als Gerustfaktor, der Komplexe anderer Transkriptionsfaktoren zusammenhalt.

6.3 Die onkogene Funktion von Runx1

Im letzten Teil dieser Arbeit sollte analysiert werden, welchen Einfluss die Inaktivierung
von Runx1 auf die Leukdmogenese hat. Die Annahme, dass ein Funktionsverlust von Runx1 ein
wichtiger Faktor bei der Transformation hdmatopoetischer Zellen ist, leitet sich vor allem aus
dem haufigen Auftreten von RUNX7-Punktmutationen in AMLs des MO-Subtypes ab
(Preudhomme, et al., 2009; Schnittger, et al., 2011). Zudem wird die Hypothese durch die im
ersten Teil dieser Arbeit erzielten Ergebnisse unterstitzt, die auf eine tumorsupprimierende
Funktion von Runx1 hinweisen. Da RUNX17-Punktmutation in humanen Leukamien haufig in
Kombination mit aktivierenden Mutationen der FLT3-Rezeptortyrosinkinase assoziiert sind
(Tang, et al., 2009; Schnittger, et al., 2011) wurden dieses Modell gewahlt, um die Funktion von
Runx1 wahrend der leukamischen Transformation zu analysieren.

Die Expression von FLT3-ITD in Runx1-deletierten Zellen fiihrte zwar in einigen Mausen

zu einer myeloproliferativen Neoplasie, war jedoch nicht ausreichend um eine Leukamie zu
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induzieren. ldentische Resultate lieferten Experimente, in denen zusatzlich eine DNA-
Bindungsmutante von RUNX1-Uberexprimiert wurde. Die Wiedereinfihrung vom wt-RUNX1
fuhrte jedoch, entgegen den Erwartungen, zu einer aggressiven myeloische Leukamie der
Empfangertiere. Ebenso wie in humanen AML-MO-Patienten wiesen auch die murinen
Myeloblasten keinerlei Differenzierungsanzeichen auf. Diese Resultate liefern den Beweis, dass
fur die Entstehung einer Leukamie eine gewisse Runx1-Aktivitat notwendig ist und dass die
DNA-Bindung von Runx1 hierfiir essenziell ist.

Diese onkogene Wirkung erscheint widerspriichlich zu den Ergebnissen des ersten Teils
dieser Arbeit und zahlreichen publizierten Daten in denen eine tumorsupprimierende Funktion
von Runx1 bestatigt werden konnte. Dennoch gibt es mehrere Beweise dafiir, dass Runx-
Faktoren auch ein onkogenes Potential besitzen. Das erste Indiz hierauf lieferten Studien in
CD2-MYC-Mausen. In retroviral induzierten T-Zelllymphomen dieser Mause stellt der Runx2-
Locus ein sehr haufiges Ziel fur die provirale Insertion dar. Dieses bewirkt eine erhdhte Runx2-
Expression (Stewart, et al.,, 1997). Anhand von ahnlichen Untersuchungen konnten in den
Folgejahren auch Insertionen in den Runx7-Locus, und hiermit verbundene erhéhte Runx1-
Expressionsniveaus nachgewiesen werden, vor allem in T- und B-Zelllymphomen aber auch in
einer megakaryoblastischen Leukamie (Li, et al., 1999; Mikkers, et al., 2002; Wotton, et al.,
2002; Yanagida, et al., 2005). Der Beweis, dass die Expression des kompletten Proteins und
nicht einer verkirzten, potentiell dominant negativ wirkenden Isoform diese Lymphome bedingt,
konnte ebenfalls bereits erbracht werden (Vaillant, et al., 1999). Die Beobachtungen, dass bei
44% aller ALL-Patienten eine erhéhte RUNX1-Expression vorliegt (Mikhail, et al., 2002) und in
einigen padiatrischen B-Zell-ALLs Amplifikation des RUNX17-Locus vorliegen untermauern die
Bedeutsamkeit einer verstarkten RUNX1-Expression in lymphatischen Leukamien (Niini, et al.,
2000; Harewood, et al., 2003). Im Gegensatz hierzu treten Amplifikation des Runx7-Locus in
myeloischen Leukadmien zwar nur selten auf (Roumier, et al., 2003), dennoch ist auffallig dass
RUNX1-Mutationen in AML-Patienten selten zu einem vdlligen Funktionsverlust des Proteins
fuhren. Neue Untersuchungen des RUNX1-Status groRer AML-Patientengruppen belegen, dass
diese Mutationen meistens monoallelisch auftreten. Biallelische Mutationen treten vermutlich
nicht so haufig auf, wie anfangs angenommen (Preudhomme, et al., 2000; Schnittger, et al.,
2011) und sind in der Regel heterozygot. Hierbei wird nur ein Allel durch Deletionen oder
Verschiebungen des Leserahmens vdllig inaktiviert, wahrend auf dem anderen Allel eine
missense-Mutation vorliegt, haufig innerhalb der DNA-Bindungsdoméne, sodass Proteine mit
verminderter DNA-Bindungskapazitat entstehen (Tang, et al., 2009; Network, 2013). Auch in
Leukamien mit chromosomalen Aberrationen, wie t(8;21) oder inv(16), konnten keine Mutationen
des zweiten RUNX7-Allels nachgewiesen werden (Tang, et al., 2009; Schnittger, et al., 2011;
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zusammengefasst in: Goyama and Mulloy, 2011). Einen Beleg dafir, dass die Funktion von
Runx2 fiir die inv(16)-induzierte Leukdmogenese forderlich ist konnte dadurch erbracht werden,
dass die heterozygote Inaktivierung von Runx2 im inv(16)-Mausleukdmiemodell zu einer
verminderten Penetranz und zu einer zeitlichen Verzégerung der Leukdmieentwicklung fihrt
(Kuo, et al., 2009). All diese Daten deuten, ebenso wie die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
darauf hin, dass Runx1 neben der tumorsupprimierenden, auch eine onkogene Funktion besitzt
und dass weiterhin eine gewisse Runx1-Aktivitat nétig ist, um eine Leukamie zu induzieren.

Doch wie unterstitzt Runx1 die Leukamogenese? Einen moglichen Hinweis hierauf
liefern die, im Rahmen dieser Arbeit, durchgeflihnrten Genexpressionsanalysen Runx1-
Uberexprimierender und -deletierter myeloischer Progenitoren. Innerhalb der Gruppe reziprok
regulierter Gene dominierten zwar, wie bereits beschrieben, Membran- und Adhasionsfaktoren,
allerdings zeigte auch eine kleine Gruppe von Genen, die mit proapoptotischen Prozessen in
Verbindung stehen eine stark verminderte Expression in RUNX1-tUberexprimierenden Zellen.
Zwei kiirzlich veréffentlichte Studien bestatigen zudem, dass Runx1 fiir das Uberleben und das
Wachstum leukamischer Zellen notwendig ist (Ben-Ami, et al., 2013; Goyama, et al., 2013).
Sowohl im t(8;21)-positiven Kasumizellmodell als auch in AML-ETO uberexprimierenden,
humanen Vorlauferzellen fihrt der shRNA-induzierte knock-down von Runx1 zur Apoptose.
Runx1 kénnte somit in dem hier analysierten Mausleukdmiemodell den praleukamischen
Blasten den entscheidenden Uberlebensvorteil vermitteln, um eine Leukamie zu induzieren.

Eine weitere mogliche Erklarung ergibt sich aus den hier durchgeflihrten Runx1-DNA-
Bindungsanalysen. Diese deuteten auf eine potentielle gemeinsame DNA-Bindung von Runx1
und Stat-Faktoren hin. Da Stat-Faktoren durch Rezeptortyrosinkinasen wie FLT3 aktiviert
werden, konnte die konstitutive Aktivitdt des FLT3-Rezeptors zu einer erhohten Stat-Aktivitat
fihren und diese Faktoren gemeinsam mit Runx1 die Regulation anderer, die Transformation

begiinstigender, Gene aktivieren.

6.4 Die duale Funktion von Runx1

In wie fern passen die hier erzielten Resultate in das von Dash und Gilliland (2001)
postulierte Two- hit-Model? Das Modell geht davon aus, das fir die leukamische Transformation
mindestens zwei Mutationen notwendig sind. Eine Mutation induziert hierbei den Proliferations-
bzw. Uberlebensvorteil der Zellen, die andere Mutation inhibiert die Differenzierung (Dash and
Gilliland, 2001). In den, im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten in vivo-Experimenten,
induzierte die Expression von FLT3-ITD zusammen mit einer Uberexpression von RUNX1 in

Runx1-deletierten Knochenmarkzellen eine Leukdmie. Die Deletion von Runx1 zusammen mit
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einer Uberexpression von FLT3-ITD war jedoch nicht ausreichend um eine Leukdmie zu
induzieren und bewirkt einen myeloproliferativen Phanotyp.

Die Inaktivierung von Runx1 flhrt, wie in der hier durchgeflihrten Arbeit gezeigt, zu einer
verzogerten Differenzierung friiher Zellen, sodass die unreifen Zellen akkumulieren, langer im
Knochenmark verbleiben und weitere Mutationen ansammeln koénnen. Diese verzdgerte
Differenzierung koénnte als schwache Klasse lI-Mutation gewertet werden. FLT3-ITD zahlt
gemald der Klassifizierung von Dash und Gilliland zu den Mutationen der Klasse |, die durch die
konstitutive Aktivierung nachgeschalteter Signalwege die Proliferation von Zellen stimuliert
(Fenski, et al., 2000). Allerdings zeigen Analysen in myeloischen Vorlauferzelllinien, dass FLT3-
ITD auch die Differenzierung dieser Zellen beeintrachtigt (Zheng, et al., 2002), sodass FLT3-ITD
zusétzlich als schwache Klasse ll-Mutation fungiert. Die Uberexpression von RUNX1 kénnte
entweder durch anti-apoptotische Effekte (Klasse Il) die Transformation bedingen oder durch die
Kooperation mit Stat-Faktoren neue Zielgene aktiviert werden, die die Transformation der Zelle
bewirken.

Interessanterweise induziert auch die heterozygote Deletion von Runx1 im Mausmodell
eine Myeloproliferation (Sun and Downing, 2004), sodass Runx1 in diesem Fall als haplo-
insuffizienter Tumorsuppressor fungiert. Dieses konnte eine Erklarung dafiir bieten, dass in
AML-Patienten haufig nur eine RUNX1-Allel mutiert ist (Tang, et al., 2009; Schnittger, et al.,
2011).

(Runx14/+) RUNX1
Runxi¥s  Differenzierung, y 4
(Persistenz)
_.Apoptose ?
/ Proliferation
FLT3-ITD —________
Differenzierung
Myeloproliferative Akute
Neoplasie Myeloische
Leukamie
(AML)

Abb. 25: Modell zur AML-Entstehung. Die Inaktivierung von Runx1 bewirkt eine defektive
Differenzierung. Die FLT3-ITD-Mutation inhibiert die Differenzierung ebenfalls, férdert jedoch zuséatzlich
die Proliferation der Zelle. Zusammen induzieren diese beiden Mutationen eine myeloproliferative
Neoplasie. Die zusétzliche Uberexpression von RUNX1 verschafft den Zellen einen zusatzlichen Vorteil,
entweder durch seine anti-apoptotische Funktion, oder durch die Regulation neuer Zielgene in
Kooperation mit Stat-Faktoren. Dieses induziert die AML. Gestrichelte Linien reprasentieren milde Effekte,
durchgezogene Linien starke Effekte.
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Im Rahmen dieser Arbeit konnten zwei wichtige Ergebnisse bezlglich der Funktion von Runx1
in myelosichen Progenitoren erarbeitet werden. Einerseits hat Runx1 eine tumorsuppressive
Funktion, in dem es eine adaquate Differenzierung und Proliferation friiher Zellen sicherstellt,
andererseits agiert RUNX1 wahrend der Leukdmogenese also Onkogen. Somit konnte durch die
Ergebnisse dieser Studie die Hypothese bestatigt werden, dass sowohl der Funktionsverlust von

Runx1, als auch ein Funktionsgewinn von Runx1 zur Leukdmieentstehung beitragt.
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8 Abkirzungsverzeichnis

v
4-OHT
5-FU
AGM
ALL
AML
Amp
APL
B6
BCR
Bp
BSA
bZIP
CBF
CD
CEBPa
CEBP¢
CFU
ChiP
CLP
CMP
Cmp
CSF
DNA
DBM

DN

DP

Env

Epo
EryP
ESZ
FAB
FACS
FLT3
FPD/AML
FPKW
Gag
gapdh
G-CSF
Gfi1
GFP
GM-CSF

Mikro

4-Hydroxytamoxifen

5-Fluoruracil

Aorten-Gonaden-Mesonephron

akute lymphatische Leukamie

akute myeloische Leukamie

Ampicillin

akute Promyelozytenleukamie

C57BL/6

breakpoint cluster region

Basenpaar

fotales Kalberserum (bovine serum albumine )
basic-leucin-zipper

core-binding-factor

cluster of differenciation
CCAAT-enhancer-binding-protein-a
CCAAT-enhancer-binding-protein-¢
colony-forming-units

Chromatin-Immunprazipitation

allgemeiner lymphatischer Progenitor (common lymphoid progenitor)
allgemeiner myeloischer Progenitor (common myeloid progenitor)
Counts per minute

Kolonie-stimulierender Faktor (Colony Stimulating Factor)
Desoxyribonukleinsaure (desoxyribonucleinacid)
DNA-Bindungsmutation

doppelt negativ (CD4 CD8")

doppelt positiv (CD4+ CD8+)

Gen fir retrovirale Hillproteine

Eryhropoetin

Erythrozyten-Progenitor

embryonale Stammzellen
Franzdsisch-Amerikanisch-Britisch (French-American-British)
fluoreszens-activated cell sorting

FMS-like Tyrosin Kinase 3

Familial Platelet Disorder with propensity to AML
fragments per kilobase per million sequenced reads
Gen fir retrovirale Kapsidproteine
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Granulozyten-CSF

growth factor independent 1 transcription repressor
Grin fluoreszierendes Protein
Granulozyten-Monozyten-CSF
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GMP
HAT
HDAC
HE
HPRT
HSZ

IL

ITD

KD

kDA
LT-HSZ
MafB
M-CSF
MEP
MegP
MoMLV
MPP
NLS
NMS
PCR
PDGF
Pol
gRT-PCR
RAR
RNA
SCF
SDS
SP
ST-HSZ
SZ
TCA

WHO
Xg

Granulozyten-Monozyten-Progenitor
Histon-Acetytransferasen

Histon-Deacetylasen

Hamatoxylin-Eosin
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase
hamatopoetische Stammzelle

Interleukin

interne Tandem-Duplikation

Kinase Doméane

Kilodalton

Long Term-HSZ

V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B
Makrophagen-CSF
Megakaryozyten-Erythrozyten-Progenitor
Megakaryozyten-Progenitor

Moloney murine leukemia virus

Multipotenter Progenitor (multipotent progenitor)
Kernlokalisationssignales

nuklearen Matrixsignales
Polymerase-Kettenraktion (polymerase chain reaction)
platelet-derived growth factor

Gen flr retrovirale Polymerase-Enzyme
quantitative Ecthzeit (real time)-PCR
Retinsaurerezeptor (Retinoicacid receptor)
Ribonukleinsaure (Ribonucleic acid)
Stammzellfaktor (stem cell factor)
Natriumdodecylsulfat (Sodium dodecyl! sulfate)
einfach positiv (single positive)

Short Term-HSZ

Stammzelle

Trichloressigsaure (Trichlororacetic acid)

Volt

Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation)
Fallbeschleunigung
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10 Anhang

A-Tab. 1: akute Leukdmien. Im oberen Teil der Tabelle sind das Milzgewicht, die Blutparameter, das Uberleben und die Infektionsraten der
unterschiedlichen Organe mit einfach oder doppelt infizierten Zellen (Infektion) dargestellt. Der untere Teil der Tabelle gibt den Anteil infizierter Zellen
wieder, die fur das jeweilige Oberflachenantigen positiv waren.

Transduktion Blutwerte Infektion Infektionsraten (%)
Maus- Uber- Milz- | WBC RBC Hb PLT Pb | KM Milz Leber
ID leben | gewicht | x 10%ml | x 10°ml | (g/dL) | x 10%/ml

(Tage) (mg)

21-#13 | RUNX1-ERt2 FLT3-ITD 57 761 81,74 7,49 9,10 128 | GFP/BFP | 86 | 78 89 n.d.
21-#17 | RUNX1-ERt2 FLT3-ITD 73 742 n.d. n.d. n.d. n.d. | GFP/BFP | nd. | n.d. n.d. n.d.
21-#12 | RUNX1-ERt2 FLT3-ITD 75 809 8,90 7,79 | 10,70 73 | GFP/BFP | 20 | 52 85 78
21-#14 | RUNX1-ERt2 FLT3-ITD 75 683 n.d. n.d. n.d. n.d. | GFP/BFP | nd. | n.d. n.d. n.d.
21-#10 | RUNX1-ERt2 FLT3-ITD 88 823 22,50 6,53 9,30 65 | GFP* 61 54 9 77
20-#14 | RUNX1-ERt2 FLT3-ITD 169 218 11,58* 2,89 4,40 899 | GFP/BFP | 14 | 50 53 75
20-#21 RUNX1-ERt2 FLT3-ITD 193 590 12,38 4,97 7,80 70 | GFP/BFP | 34 | 32 63 71
* BFP-Expression gesilenced siehe A-Abb.1

KM Milz Leber
Maus- CD11b+ | Kit+ | CD4+ | CD19+ | Ter119+ | CD11b+ | Kit+ CD4+ | CD19+ | Ter119+ | CD11b+ | Kit+ CD4+ CD19+ | Ter119+
ID
21-#13 2 0 0 0 11 0 0 0 0 4 2 0 0 0 20
21-#17 n.d. | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
21-#12 5| 50 3 2 2 14 4 2 27 6 1 3 2 3 2
21-#14 n.d. | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
21-#10 5 0 0 0 4 0 0 1 0 0 0 1
20-#14 10| 68 3 0 7 65 1 2 61 1 0 1
20-#21 11 1 2 1 9 0 1 0 2 1 0 0 0 3
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A-Tab. 2: myeloproliferative Neoplasien. Im oberen Teil der Tabelle sind das Milzgewicht, die Blutparameter, das Uberleben und die Infektionsraten
der unterschiedlichen Organe mit einfach oder doppelt infizierten Zellen (Infektion) dargestellt. Der untere Teil der Tabelle gibt den Anteil infizierter
Zellen wieder, die fur das jeweilige Oberflachenantigen positiv waren. Die ersten drei Tiere wurden mit Tamoxifen behandelt, die anderen beiden

Tiere waren Kontrolltiere

Transduktion Blutwerte Infektion Infektionsraten (%)
Maus- Uber- Milz- WBC RBC Hb PLT pb | KM Milz Leber
ID leben | gewicht | x 10%ml | x 10°ml | (g/dL) | x 10%/ml

(Tage) (mg)

20-#20 | RUNX1-ERt2 FLT3-ITD 42 252 7,74 10,96 | 13,90 248 | BFP 74 | 79 86 n.d.
20-#29 | ERt2 FLT3-ITD 111 210 6,58 8,37 11,8 371 | BFP nd. | 66 58 n.d.
20-#10 | RUNX1R™FC.ERt2 [ FLT3-ITD 118 192 8,94 9,13 | 13,30 543 | GFP/BFP | 78 | 92 80 35
20-#1 RUNX1"™C.ERt2 | FLT3-ITD 182 323 47,38 9,21 13,4 276 | BFP 94 | 91 92 86
20-#40 | RUNX1-ERt2 FLT3-ITD 92 554 17,22 7,39 9,5 105 | BFP 79 | 79 76 71

KM Milz Leber
Maus- | CD11b+ | Gr1+ | CD11b+ | CD11b+ | Gr1+ | CD11b+ | CD11b+ | Gr1+ | CD11b+
ID Gri+ Gri+ Gri+
20-#20 81 79 79 94 76 75 81 79 79
20-#29 76 78 75 83 76 75 76 78 75
20-#10 95 93 93 91 82 82 95 93 93
20-#1 08 98 92 08 92 92 08 98 92
20-#40 75 71 71 92 83 83 75 71 71
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A-Tab. 3: Thymome. Im oberen Teil der Tabelle sind das Uberleben, das Milzgewicht und die Blutparameter dargestellt
gibt den Anteil der Zellen wieder, die fiir das jeweilige Oberflachenantigen positiv waren.

. Der untere Teil der Tabelle

Transduktion Blutwerte Infektion
Maus- Ober- Milz- | WBC RBC Hb PLT
ID leben | gewicht | x10%ml | x 10°ml | (g/dL) | x 10%/ml

(Tage) (mg)
20-#34 | ERt2 FLT3-ITD 104 400 47,44 8,08 10,8 160 | uninfiziert
214#19 [ ERt2 FLT3-ITD 121 94 1,58 9,11 | 12,50 397 | uninfiziert
20-#32 | ERt2 FLT3-ITD 172 274 29,56 3,67 5,8 58 | uninfiziert
21#23 | ERt2 FLT3-ITD 190 523 2,16 3,36 | 4,60 43 | uninfiziert
20-#31 | ERt2 FLT3-ITD 208 108 1,52 6,31 9,8 209 | uninfiziert
21#25 |ERt2 FLT3-ITD 221 211 5,84 9,51 12,30 142 | uninfiziert
214#18 | ERt2 FLT3-ITD 239 448 52,08 713 9,70 162 | uninfiziert
20-#11 | RUNX1X™°.ERt2 | FLT3-ITD 158 622 25,64 5,32 8,90 130 | uninfiziert
21-#8 RUNX1"™C.ERt2 | FLT3-ITD 173 509 23,18 6,39 8,10 132 | uninfiziert
21-#3 RUNX1"™C.ERt2 | FLT3-ITD 173 385 32,08 2,91 6,00 79 | uninfiziert
20-#12 | RUNX1Y™°.ERt2 | FLT3-ITD 244 255 12,26 8,47 | 12,70 175 | uninfiziert
KM Milz Leber Thymus

Maus- CD4+ | CD8+ | CD4+ | CD3+ | CD4+ | CD8+ | CD4+ | CD3+ | CD4+ | CD8+ | CD4+ | CD3+ | CD4+ | CD8+ | CD4+ | CD3+
ID CD8+ CD8+ CD8+ CD8+
20-#34 37 66 36 7| 42 97 41 11 21 95 21 29 33 97 32 32
21-#19 n.d. n.d. n.d. nd. | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
20-#32 99 99 99 97 99 97 96 99 96 5 64 [ 100 64 4
21-#23 83 87 82 4] 96 97 96 4 90 92 88 6 91 94 91 7
20-#31 5 7 1 32 32 13 45 55 35 22 65 90 67 95 82




Anhang

21-#25 94 95 94 8| 87 85 82 14 65 72 62 26 n.d n.d n.d n.d
21-#18 n.d. n.d. n.d. nd. | 11 91 10 n.d 2 99 2 n.d 38 96 30 n.d
20-#11 66 43 43 57 98 71 71 81 98 57 56 47 95 57 54 78
21-#8 94 96 94 1] 96 96 96 5 88 92 86 2 89 89 88 14
21-#3 27 86 16 70 32 70 19 88 8 74 4 92 33 80 29 76
20-#12 78 81 94 2| 88 89 86 2 91 90 88 4 99 98 97 1




Anhang

A-Tab. 4: Parameter gesunder, transplantierter Versuchsmiuse mit Infektionsraten <5%. Im oberen Teil der Tabelle sind das Uberleben, das
Milzgewicht und die Blutparameter dargestellt. Der untere Teil der Tabelle gibt den Anteil der Zellen wieder, die flir das jeweilige Oberflachenantigen
positiv waren.

Transduktion Blutwerte Infektion
Maus- Uber- Milz- | WBC RBC Hb PLT
ID leben | gewicht | x10%ml | x 10°ml | (g/dL) | x 10%/ml

(Tage) (mg)

20-#25 | ERt2 FLT3-ITD 191 121 1,76 9,06 13,8 169 | <10%
21-#24 | ERt2 FLT3-ITD 190 123 2,02 7,11 9,7 56 | <10%
20-#37 | RUNX1"™".ERt2 | FLT3-ITD 104 110 3,26 9,18 12,1 337 | <10%
21-#6 RUNX1""™*°_ERt2 | FLT3-ITD 38 141 1,26 5,50 7,7 159 | <10%
20-#22 | RUNX1-ERt2 FLT3-ITD 256 144 1,82 7,07 10,8 248 | <10%
21-#9 RUNX1-ERt2 FLT3-ITD 80 197 4,86 7,78 11,8 274 | <10%
21-#16 | RUNX1-ERt2 FLT3-ITD 138 99 2,42 1,78 2,5 239 | <10%

KM Milz
Maus- | CD11b+ | Gri+ | CD11b+ | CD4+ | CD8+ | CD4+ | CD11b+ | Gri+ | CD11b+ | CD4+ | CD8+ | CD4+
ID Gri+ CD8+ Gri+ CD8+
20-#25 43,0 | 425 394 | 15| 26| 24 23,1 | 222 16,8 | 20,2 8,7 1,6
21-#24 50,5 | 49,2 459 | 26| 57| 03 52,6 | 63,5 44,0 14,3 12,8 0,3
20-#37 55,0 | 53,5 51,4 09| 16| 0,0 21,5 | 30,4 16,4 | 18,6 14,6 0,7
21-#6 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
20-#22 nd. | n.d. nd.| nd.| nd | nd. 15,6 | 21,7 96| 183 13,8 0,7
21-#9 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
21-#16 70,3 | 70,4 649| 30| 59| 0.1 30,6 | 384 21,1 | 14,9 17,2 0,8




Anhang

Sonde Sonde
A hFLT3-ITD hRUNX1-ERt2
) : IRES _bP_puo . - SR IRES _dP
Hindil 574 0075Kd 11kb | 1,0kb I 1k | ooy
EcoRV EcoRV EcoRV Hindlll  Hindll  Hindil Hindlll
B)  Ecorv Hindill EcoRV HindIll EcoRV Hindlll
21-  21- 21- 21- & 21-  21- 21- 21- A 21-  21- 21- 21- &
B6 #10 #13 B6 #10 #13Hindll B6 #10 #13 B6 #10 #13Hindlll B6 #10 #13 B6 #10 #13Hind kb

235

23
2,0

Sonde: bip Sonde: gip Sonde: if3ra

A-Abb. 1:Southern Blot-Analyse zur Bestatigung der Integration des FLT3-ITD/GFP codierenden Retrovirus. A) Schematische Darstellung der
Proviren mit Restriktionsschnittstellen fiir EcCoRV und Hind 1ll B) Aus den Milzen transplantierter Mause wurde genomische DNA extrahiert und diese
mit den Restriktionsenzymen EcoRV und Hindlll geschnitten. Als Sonden dienten ;,P-markierte 0,7kb groRe Fragmente aus fir GFP bzw. BFP
codierenden Vektoren. Um die DNA-Menge und den Restriktionsverdau zu Uberprifen wurde eine Sonde gegen das endogene /I3ra (rechts)
verwendet. Restringierte, genomische DNA aus der Milz einer B6-Maus diente als Kontrolle. In beiden transplantierten Mausen konnte die Integration
beider Proviren nachgewiesen werden (Pfeile).

\
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