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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

In Deutschland erkranken pro Jahr ~1800 Kinder neu an Krebs, wobei Leukamien mit 33,8 %
die haufigste diagnostizierte Krebsform darstellen. Besonders Leukamien mit dem Phanotyp
einer akuten lymphatischen Leukamie (ALL) sind mit der Erkrankung im Kindesalter
assoziiert. Die haufigsten genetischen Ursachen kindlicher ALLs sind ein hyperdiploider
Karyotyp oder chromosomale Translokationen. Unter Sauglingen im Alter von nur wenigen
Monaten mit einer ALL treten hier oft reziproke chromosomale Translokationen mit
Beteiligung des MLL-Gens auf. Die t(4;11)-assoziierte Leukdmie, mit dem AF4-Gen als
Translokationspartner, stellt den h&ufigsten Krankheits-Phanotyp dieser Patientengruppe
dar. Die Erkrankung zeichnet sich durch eine stark erhthte Leukozytenzahl im peripheren
Blut bei Diagnose aus. Aufgrund immunphanotyperischer und morphologischer Analysen
werden die Leukozyten und auch die Erkrankung durch einen pro B-Zell Phanotyp
charakterisiert. Ein weiteres klinisches Merkmal ist das schnell auftretende Rezidiv, welches
schlecht auf eine folgende Therapie anspricht und zu sehr geringen Uberlebensraten fiihrt,
wodurch die t(4;11)-assoziierte Leukamie als Hochrisiko-Leukdmie klassifiziert wird. Als
genetische Grundlage des Mechanismus der t(4;11)-Leukdamogenese wird die Expression
der resultierenden Fusionsproteine MLL*AF4 und AF4<MLL angenommen. Durch die
Expression beider Fusionsproteine wird die Funktion des Wildtyp MLL-Proteins gehemmt,
welches als epigenetischer Regulator fur die Hamatopoese und die Ausbildung des
Kdrperbauplans wahrend der Embryogenese essenziell ist. Weiterhin wird auch die Funktion
des Wildtyp AF4-Proteins gehemmt, welches einen bedeutenden Bestandteil der zellularen
Transkriptionsinitiations- und Elongationsmaschinerie darstellt. Auf3erdem beeinflussen
beide Fusionsproteine zellulare Mechanismen wie die Proliferation, das Uberleben und die
Differenzierung, weshalb die Erforschung des Pathomechanismus der Fusionsproteine
essenziell fur die Rekapitulation und damit fir die Therapie und Heilung der Erkrankung ist.
Aktuell rekapitulieren Studien der beiden Fusionsproteine die humane Erkrankung jedoch nur
unzureichend. Das MLLeAF4-Protein zeigte bisher eine Blockierung der Apoptose nach
unterschiedlichsten Induktionen in zellbasierten Systemen. Allerdings konnte dem Fusions-
protein kein onkogenes Potenzial in vitro nachgewiesen werden und auch in vivo fuhrte die
Expression von MLLeAF4 zur Bildung von hauptséachlich myeloischen Neoplasien nach
langen Latenzzeiten. Die Expression des reziproken AF4<MLL-Proteins fiuhrte in zell-
basierten Systemen zu einem verstarkten Metabolismus durch die Steigerung der zellularen
Transkription und beeinflusste so die Proliferation. Parallel trat eine hohe Apoptoserate auf,
sodass die Proliferation nahezu unverandert schien. Da in vitro jedoch die Kontaktinhibition
und Wachstumstransformation von Zellen gezeigt werden konnte und im Mausmodell der

humane Phanotyp einer pro B-ALL ausgeltst wurde, scheint das AF4<MLL-Protein das
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treibende Onkogen der t(4;11)-assoziierten Leukamie zu sein. Allerdings wird die Erkrankung
auch in diesem Modell erst nach einer langen Latenzzeit beobachtet und auch die zellularen
Mechanismen, in welchen das onkogene Potenzial des reziproken Fusionsproteins
entscheidend ist, bleiben weiter zu untersuchen. Deshalb sollten im Rahmen dieser Arbeit
hauptséchlich die Auswirkungen der Expression des onkogenen AF4e<MLL-Proteins unter
verschiedenen Aspekten untersucht, und kooperierende Ereignisse analysiert werden.
Grundlegend sollte die Auswirkung des reziproken Fusionsproteins in humanen Zellen
studiert, und auch Effekte des MLLeAF4-Proteins mit friheren Studien verglichen werden,
um zellbiologisch relevante Mechanismen aufzudecken. Weiterhin sollte der Einfluss
maoglicher sekundarer Mutationen und die Wirkung von Koffein als Stimulans untersucht
werden, um mdgliche Ursachen der langen Latenzzeiten in t(4;11)-assoziierten Maus-
modellen zu identifizieren. Da jedoch etwa 20 % aller t(4;11)-Patienten kein AF4«MLL-Protein
bilden und als Reziprok oft der solitare MLL C-Terminus exprimiert wird, sollte zudem der
Effekt des MLL-C-Proteins im Mausmodell studiert werden. Insgesamt konnten alle
erhobenen Daten mit Resultaten fruherer Studien kombiniert werden, wodurch ein
spezifisches Modell der t(4;11)-assoziierten Leukdmogenese entstand. Das Modell diskutiert
die onkogene Funktion des AF4sMLL-Proteins besonders wéahrend der hamatopoetischen
Differenzierung. Durch die Ergebnisse dieser Arbeit zum klonogenen Wachstum der
humanen Zellen nach Expression von AF4«MLL und der Ergebnisse im MLL-C-Mausmodell
konnte ein Einfluss des Reziproks auf die Differenzierung von Leukozyten gezeigt werden.
Weiterhin konnte nach AF4<MLL-Expression in humanen Zellen die Steigerung des
Metabolismus aber auch die einhergehende vermehrte Apoptose bestétigt werden, welche
die lange Latenzzeit im AF4sMLL-Mausmodell begriinden kénnte. Durch Kooperation mit
dem MLLeAF4-Protein, welches anti-apoptotische Effekte zeigt, kbnnte es jedoch zum frihen
Ausbruch der Erkrankung im S&uglingsalter kommen. Allerdings konnte in dieser Arbeit auch
eine Steigerung der Proliferation von MLLeAF4-exprimierenden Zellen beobachtet werden,
wenn anti-apoptotische Mechanismen des Fusionsproteins inaktiv sind, welche aus der
Aktivierung des RAS/RAF/MEK/ERK-Signalwegs resultiert. Werden neben der Translokation
zusatzliche RAS-Mutationen aquiriert, die bei 26 % der Kinder mit einer t(4;11)-Leukamie
auftreten, wird der Signalweg und somit die Proliferation der leukédmischen Blasten zuséatzlich
stabilisiert. Dadurch kommt es zu héheren Leukozytenzahlen und einem noch friheren
Ausbruch der Erkrankung. Weiterhin deckte die Analyse von sekundaren Mutationen auch
die Beteiligung des FLT3-Signalwegs an der Therapieresistenz durch Quieszenz auf. Ein
besonderer Einfluss von Koffein als Stimulans in t(4;11)-Zellen konnte hingegen
ausgeschlossen werden. So wurde der Pathomechanismus der t(4;11)-assoziierten
Leukamie in dieser Arbeit weiterfihrend aufgeklart, wodurch Strategien zur Therapie und

Heilung der Erkrankung in Zukunft intensiviert werden kénnen.
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2  Einleitung

2.1 Leukamie

Im Jahr 2010 erkrankten in Deutschland 252.400 Manner und 224.900 Frauen neu an Krebs.
Die Prognose fir das Jahr 2014 liegt bei insgesamt tber 500.000 erstmalig diagnostizierten
Krebserkrankungen. Innerhalb dieser Neuerkrankungen kommen Leukdmien mit einem
Anteil von Uber 12.000 Fallen pro Jahr vor, wobei padiatrische von adulten Formen der
Leukdmie unterschieden werden. Unter jahrlich etwa 1.800 neu diagnostizierten
padiatrischen Krebsfallen sind Leukamien mit 33,8 % die haufigste Krebsform bei Kindern in
einem Alter von 0-15 Jahren (Robert Koch-Institut und die Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2013). Als Leuk&mie (griechisch
leukos = weild / haima = Blut) wird eine Krebserkrankung des blutbildenden Systems
verstanden. Erstmalig wurde der Begriff 1845 von dem Pathologen Rudolf Virchow und
zeitgleich von John Hughes Bennett eingefiihrt (Bennett, 1845). Haufig ausgel6st durch die
Mutation einer einzigen Zelle entstehen Populationen monoklonaler Leukozyten, die sich
durch eine abnorme Proliferation auszeichnen. Da die entarteten Zellen wahrend der frihen
Differenzierung arretieren, werden sie als leuk&dmische Blasten (griechisch blastos = Keim,
Spross) bezeichnet. Nach primérer Anreicherung der leukédmischen Blasten im Blut und im
Knochenmark kommt es zu einer Stdérung der Hamatopoese und sekundar zur Infiltration der
Organe (Hoffbrand et al., 2006). Seit 1889 kdénnen Leukamien durch die urspringlichen
Unterteilungen von Wilhelm Ebstein nach dem Krankheitsverlauf in chronische und akute
Formen unterschieden werden. Chronische Leukamien zeichnen sich durch ein langsames
Fortschreiten der Erkrankung aus, wahrend akute Leuké&mien mit der starken Vermehrung
von leukéamischen Blasten und rasch auftretenden Krankheitssymptomen assoziiert sind.
Weiterhin werden akute Leukamien nach der "French-American-British (FAB) classification”
bezlglich des Ursprungs der entarteten Zellen unterschieden. Das System trennt acht
Untergruppen akuter myeloischer Leukamien (AML My-M;) von drei Untergruppen akuter
lymphatischer Leuk&mien (ALL L;-L3) (Bennett et al., 1976). Aul3erdem werden Leukd&mien
nach den Richtlinien der Weltgesundheitsorganisation (WHO) (Swerdlow et al., 2008) oder
der "European Group for the Immunological Characterization of Leukemias” (EGIL) (Bene et
al., 1995) klassifiziert. Im Allgemeinen werden mehr als ein Drittel der Leuk&mien als
chronische lymphatische Leukamien (CLL) und mehr als ein Viertel als akute myeloische
Leukdmien (AML) diagnostiziert. Chronische myeloische Leukdmien (CML) und akute
lymphatische Leuk&mien (ALL) treten bei jeweils unter 10 % der Patienten auf. Bei Kindern
kommt der Krankheitsphanotyp einer ALL jedoch am haufigsten vor (Robert Koch-Institut

und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2013).
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2.2 Genetische Grundlagen von Leukamieerkrankungen

Die Grundlage aller Leukdmieerkrankungen sind genetische Veranderungen die in zwei
Klassen unterteilt werden koénnen (Abbildung 2.1). Klasse-I-Mutationen flihren zu
gesteigerter Proliferation sowie zu erhohten Uberlebensraten und stehen Klasse-ll-
Mutationen in Genen gegenuber, die fir die hdmatopoetische Differenzierung entscheidend
sind (Shih et al., 2012). Wahrend Klasse-I-Mutationen oft durch die Veranderung einzelner
Nukleinbasen gekennzeichnet sind, entstehen Klasse-lI-Mutationen meist durch chromo-
somale Translokationen. Infolge zytotoxischer Agenzien, ionisierender Strahlung oder
spontaner Ereignisse kommt es hierbei zu auftretenden DNA-Doppelstrangbriichen in Genen
zweier beteiligter Chromosomen. Besonders haufig treten solche Briche in bestimmten
"breakpoint cluster'-Regionen auf (Gu et al., 1992; Reichel et al., 1999), die Uberwiegend in
Intronbereichen der Gene liegen, wodurch ein intakter Leserahmen bestehen bleibt
(Marschalek et al.,, 1997). Durch eine fehlerhafte Reparatur der nicht homologen
Chromosomen, kommt es zur Verknupfung der beiden Gene auf den beteiligten
Chromosomen und damit zur Entstehung chimarer Genprodukte (Look, 1997; Tenen et al.,
1997). Der Mechanismus von Reparaturen nicht homologer Chromosomen wird "non-
homologous end joining" genannt (Reichel et al., 1998; Gillert et al.,, 1999), und tritt
naturlicherweise nur wahrend der friilhen Entwicklung von B- und T-Zellen auf (Fugmann et
al., 2000; Rooney et al., 2004). Wird ein Chromosomenabschnitt mit dem eines anderen
Chromosoms verbunden, sodass dabei Deletionen oder Duplikationen der DNA entstehen,
wird die Translokation als unbalanciert bezeichnet (Johansson et al., 1996). Bleibt die
Gesamtmenge des Erbgutes jedoch unverandert, spricht man von einer balancierten
chromosomalen Translokation (Pedersen-Bjergaard und Rowley, 1994). Innerhalb
chromosomaler Translokationen werden zwei Typen unterschieden. Der Typ-l1 bezeichnet
Translokationen, durch die ein Proto-Onkogen unter die Kontrolle eines immunzell-
spezifischen "Enhancer-Elements" gebracht wird. Ein Beispiel hierfir ist die Translokation
der Chromosomen vier und achtzehn t(4;18), durch die das Gen c-Myc mit dem "Enhancer"
des IgH-Gens in B-Zellen fusioniert wird (Dalla-Favera et al., 1982; Sanchez-Garcia, 1997).
Da Typ-I-Translokationen jedoch auf Fehler in der Funktion von immunzellspezifischen
Rekombinationsenzymen zuriickzuftihren sind, bleiben diese auf lymphatische Zellen
beschrankt und kommen nicht allzu haufig vor (Sanchez-Garcia und Rabbitts, 1993).
Haufigere Translokationen des Typ-lIl sind durch die Bildung von Fusionsgenen
charakterisiert, die aus dem 5'-Teil des einen und dem 3'-Teil des anderen beteiligten Gens
bestehen, welche oftmals fur die Entwicklung und Differenzierung hamatopoetischer Zellen
entscheidend sind (Rabbitts, 1999). Das prominenteste Beispiel fur eine Typ-II-Translokation

ist die t(9;22), welche zur Bildung des Philadelphia-Chromosoms fiihrt.
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Abbildung 2.1: Genetische Veranderungen als Grundla  ge der Leukémie-Entstehung

Gliederung von Mutationsereignissen, welche zur Entstehung einer Leukamie fihren.

Durch die reziproke Translokation t(9;22) mit Beteiligung der Gene BCR und ABL entstehen
die Fusionsgene BCR-ABL und ABL-BCR, deren Expression zur Entartung der Zelle fuhrt
(Rowley, 1973; Bartram et al., 1985; Teyssier et al., 1985; Nowell, 2007). Besonders bei
Patienten mit einer CML ist das Philadelphia-Chromosom in Uber 90 % Ursache der
Erkrankung (Kurzrock et al., 2003). Fir Patienten mit einer CLL hingegen ist eine Deletion
des Chromosoms 13 (del(13g14)) mit 55 % am haufigsten flr den Ausbruch der Krankheit
verantwortlich (Hallek, 2013). Somit korrelieren verschiedene Arten von Mutationen oft
bevorzugt mit bestimmten Leuka&miearten (Abbildung 2.2). Solch verschiedene Mutationen
sind auch bei akuten Leuké&mien zu beobachten, wobei wiederum adulte und padiatrische
Leukéamien unterschieden werden. Wéahrend ALLs bei Erwachsenen dominant durch die
Translokation t(9;22) und eher variable genetische Aberrationen klassifiziert sind, zeichnen
sich adulte Patienten mit einer AML zu 50 % durch das Auftreten von Klasse-I-Mutationen
der Gene NPM, FLT3, CEBPA, WT1, RAS oder PTPN11 aus (Dohner und D6hner, 2008).
Bei Kindern mit einer AML hingegen kommen jedoch haufiger chromosomale
Translokationen wie die t(8;21), die t(15;17) oder Translokationen des MLL-Gens vor (Pui et
al., 2011). Die padiatrische ALL, welche die haufigste Leukdmieerkrankung im Kindesalter
darstellt, zeichnet sich besonders durch das Auftreten eines hyperdiploiden Karyotyps mit
mehr als 50 Chromosomen und die chromosomale Translokation t(12;21) aus (Pui et al.,
2012). Weiterhin kommen Chromosomentranslokationen des MLL-Gens bei 8,3 % der
Patienten vor. Abhangig vom Translokationspartner des MLL-Gens zeichnet diese Gruppe
eine intermedidre bis sehr schlechte Prognose aus, da die Krankheit schlecht auf
konventionelle Therapien anspricht. Nach Behandlung mit dem Standard-ALL-Protokoll einer
zweijahrigen Chemotherapie, eventuell ergdnzt durch Bestrahlungen oder Stammzell-
transplantationen (Moricke et al., 2010), sind MLL-Translokationen oft mit einer hohen

Rezidivrate und einer geringen Uberlebenswahrscheinlichkeit assoziiert (Tallen et al., 2010).
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2.3 Aberrationen des MLL-Gens

Die Diagnose akuter Leukamien erfolgt Uber zytomorphologische, -chemische und
-immunphanotypische Untersuchungen von Knochenmarkzellen des Patienten. Weiterhin
werden Techniken zur Quantifizierung der Leukamiezelllast (Monitoring der minimalen
Resterkrankung, MRD) eingesetzt, welche einen wichtigen Prognosefaktor darstellt und Uber
das Therapieprotokoll entscheidet (Burmeister et al., 2006; Borowitz et al., 2008; Van der
Velden et al., 2009). Da die Prognose bei MLL-assoziierten Leukamien von der Art der
Aberrationen abhangig ist, kommt der MRD-Bestimmung besondere Bedeutung zu. Neben
partiellen Tandemduplikationen, Deletionen, Inversionen und genetischen Veranderungen
durch mehrere DNA-Doppelstrangbriiche kommen reziproke Translokationen am haufigsten
vor. Uber "Long-Distance-Inverse"-PCR (Meyer et al., 2005 und 2006; Kowarz et al., 2007)
konnten bisher 79 Translokationspartnergene auf molekularer Ebene identifiziert werden,
wobei etwa 90 % der Translokationen auf die Gene AF4, AF9, ENL, AF10, ELL und AF6
entfallen (Meyer et al., 2013). Uberwiegend kommen MLL-Aberrationen mit Beteiligung
dieser Gene bei Patienten mit einer AML, ALL und seltener mit myelodisplastischem
Syndrom vor (Ziemin van der Poel et al., 1991; Thirman et al., 1993; Eguchi et al., 2005).
Besonders haufig sind dabei therapieinduzierte Leukamien (t-ALL oder t-AML) oder de novo
akute Leukamien bei Kindern zu beobachten. Vor allem S&auglinge, also Kinder in einem
Alter unter einem Jahr, und Kleinkinder im Alter bis zu sechs Jahren gehdren oft zur Gruppe
der Patienten mit einer Aberration des MLL-Gens. In der Gruppe der kindlichen Leukamien
werden etwa 3 % als AML diagnostiziert. Bei kindlichen AML-Patienten kommen MLL-
Translokationen zu 18 % vor, wobei die Translokation t(9;11) mit Beteiligung des AF9-Gens
mit 36 % am haufigsten nachgewiesen werden kann. Die Gruppe der AMLs bei Sauglingen
zeigt eine variablere Verteilung, da Translokationen mit Beteiligung der Gene AF9, AF10 und
ELL mit jeweils etwa 20 % den grofRten Anteil ausmachen. Die haufigste Einzeldiagnose
kindlicher Leukamien ist jedoch die ALL bei nahezu 80 % der Falle. Bei padiatrischen MLL-
assoziierten ALL-Erkrankungen, welche 8,3 % kindlicher ALLs ausmachen, dominiert die
Translokation t(4;11) mit Beteiligung des AF4-Gens mit etwa 47 %. In der Gruppe der ALLs
bei Sauglingen ist die t(4;11)-assoziierte Leukamie ebenfalls die héaufigste Ursache von
Leukdmien durch genetische Veranderung des MLL-Gens (Abbildung 2.2) (Meyer et al.,
2013). Neben reziproken chromosomalen Translokationen des MLL-Gens kommen bei
~11 % der Patienten, sowie bei 20% der Patienten mit einer t(4;11)-Leuké&mie, komplexe
Translokationen mit drei oder vier Translokationspartnergenen vor. Dabei entstehen mehrere
Fusionsgene, wobei der 3'-Teil des MLL-Gens in uber 86 % der Falle ohne Fusionspartner
Uber einen Gen-internen Promotor transkribiert wird. So entsteht ein verkirztes aber
funktionelles MLL-C-Protein (Meyer et al., 2013; Kowarz et al., 2007; Scharf et al., 2007).
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Leukdmie
(~12.000 Neuerkrankungen/Jahr)

myeloisch lymphatisch
akute chronische akute chronische
myeloische Leukamie myeloische Leukamie lymphatische Leukdmie lymphatische Leukamie
(27 %) (10 %) (8 %) (37 %)
(90 % t(9;22) BCR-ABL) (55 % del(13g14))
padiatrisch adult padiatrisch adult
(33,8 % aller kindlichen (33.8 % aller kindlichen
Krebserkrankungen sind Leukamien Krebserkrankungen sind Leukdmien
mit 4,4 % diagnostizierter AML) mit 26,3 % diagnostizierter ALL)
Klasse-I-Mut. Hyperdiploidie
(NPM?1, FLT3, CEBPA, (>50 Chromasomen)
WT1, RAS, PTPN11) 25%

(50 % (25 % t(9;22)
Klasse-I-Mutationen BCR-ABL
der Gene sonst variable
NPM1, FLT3, RAS,...) Aberrationen)
Kinder 1-18 Jahre Sauglinge Kinder 1-18 Jahre Sauglinge

MO 11) MLL-AFO M t(11:19) MLL-ENL W (10;11) MLL-AF10 Wl (6:11) MLL-AF6 T 4(11:19) MLL-ELL 1 t(4;11) MLL-AF4 ' andere

Abbildung 2.2: Haufigkeiten von Leukamien und Genot  ypen péadiatrischer akuter Leuk&mien

Aufteilung der Leukamieneuerkrankungen pro Jahr auf die vier Formen AML, CML, ALL und CLL
wobei 18 % nicht genau bezeichnet werden konnten und deshalb nicht aufgefihrt sind. Weiterhin
wurden die haufigsten genetischen Veranderungen innerhalb dieser Formen dargestellt und bei
akuten Leukamien padiatrische und adulte Falle separat aufgezeigt. AuRerdem wurden Haufigkeiten
verschiedener MLL-assoziierter Translokationen bei kindlichen akuten Leukdmien aufgefiihrt, wobei
jeweils zwischen Kindern im Alter von 1-18 Jahren und Sé&uglingen unterschieden wurde (Abbildung
modifiziert nach Pui et al., 2011 und Meyer et al., 2013 mit den Daten des Robert Koch-Institut und der

Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2013).
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2.4 Die Translokation t(4:11)(g21:023)

Die reziproke Translokation der Bande 23 des Chromosoms 11 und der Bande g21 des
Chromosoms 4 wurde bereits 1979 bei der Leukamie eines Kindes beschrieben (Van den
Berghe et al., 1979). Sie kommt am haufigsten in de novo padiatrischen Leukamien mit
einem akuten lymphatischen Phéanotyp vor (Daser und Rabbitts, 2005). Besonders bei
Sauglingen und Kleinkindern mit einer ALL tritt die t(4;11) zu ~50 % auf, wahrend sie unter
ALLs éalterer Kinder zu ~2-3 % und unter ALLs bei Erwachsenen zu ~10 % auftritt (Moorman,
2012). Aufgrund ihrer schlechten Prognose und Therapierbarkeit wird sie als Hochrisiko-
Leukamie klassifiziert (Chen et al., 1993; Rubnitz et al., 1996; Pieters et al., 2007).

2.4.1 Klinische Eigenschaften

Prognostische Faktoren wie das Alter und die Leukozytenzahl im Blut bei Diagnose, ein
moglicher Befall des Zentralnervensystems (ZNS), das Ansprechen der Krankheit auf die
Therapie oder die MRD im Knochenmark sind entscheidend fur die Klassifizierung von
Leukdmien und bedeutend fiir die Behandlung. Die Hochrisiko-Leuk&mie t(4;11) vereint
zahlreiche ungtinstige klinische Charakteristika. Besonders haufig tritt sie bei Sauglingen im
geringen Alter von wenigen Monaten auf. Die Patienten zeigen eine starke Vermehrung an
Leukozyten im peripheren Blut (>100 x 10%I) bei Diagnose, wahrend Hamoglobin- und
Thrombozytenwerte sowie LDH-Werte verringert sind. Gleichzeitig kann haufig eine
Hepatosplenomegalie und Lymphadenomegalie sowie eine starke ZNS-Infiltration mit
leukamischen Blasten beobachtet werden. Nach initialer Induktionstherapie, meist tber die
Gabe von Glucocorticoid, Vincristin und L-Asparaginase oder Prednison und Methotrexat,
wird bei Uber 90 % der Patienten eine Remission erzielt. Anschlie3end tritt jedoch schnell ein
Rezidiv auf, welches schlecht auf eine folgende Therapie anspricht und zu sehr geringen
Uberlebensraten fiihrt. Auch allogene Stammzelltransplantationen in der ersten Remission
verbessern nur geringfiigig die Uberlebensraten der Patienten. Leuk&amische Blasten werden
morphologisch nach FAB als L1/L2 klassifiziert. Immunphanotypisch zeigen sie eine hohe
Expression der Stammzellantigene CD133, CD135 und CD34, wobei CD34 auf Zellen
erwachsener Patienten etwas geringer exprimiert wird. Weiterhin ist ein differenzierter
Phanotyp mit Expression myeloischer Antigene (CD15", CD65") und dem lymphatischen
Antigen CD19 zu beobachten. Besonders charakteristisch ist eine fehlende Expression des
lymphatischen Vorlauferzell-Antigens CD10. Aufgrund dieses Expressionsmusters und der
Morphologie leukamischer Blasten wird die t(4;11) als pro B-Zell Leukdmie klassifiziert (Pui
et al., 1991; Johansson et al., 1998; Heerema et al., 1999; Tamai und Inokuchi, 2010;
Marchesi et al., 2011; Marks, 2013; Yu et al., 2013).
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2.4.2 Struktur und Funktion des MLL- und des AF4-Proteins

MLL

Das MLL-Gen (mixed lineage leukemia), auch KMT2A, ALL-1, HRX oder Htrx genannt
(Cimino et al., 1991; Djabali et al., 1992; Gu et al., 1992; Tkachuk et al., 1992), Gberspannt
einen Bereich von ~92 kb mit insgesamt 37 Exons auf Bande 23 des langen Arms von
Chromosom 11. Das haufigste mRNA Transkript, welches durch ein fehlendes Exon 2
charakterisiert ist, umfasst 13,5 kb und kodiert fur ein Protein von 3972 Aminoséuren mit
einem Molekulargewicht von 435 kDa. DNA-Doppelstrangbriiche treten in der "breakpoint
cluster"-Region zwischen den Exons 8 und 14 auf, wobei nach der folgenden DNA-Reparatur
der offene Leserahmen erhalten bleibt (Nilson et al., 1996; Marschalek et al., 1997; Reichel
et al.,, 1999). Verschiedene Studien an gesunden hamatopoetischen Zellen belegen eine
enorme genetische Instabilitdt des MLL-Gens. Nach Exposition unterschiedlichster
Substanzen kommt es haufig zu DNA-Doppelstrangbriichen und zu chromosomalen
Aberrationen (Felix, 2001; Doorn-Khosrovani et al., 2007; Brassesco et al., 2009). Besonders
Konsensussequenzen der Topoisomerase I, DNase | hypersensitive Stellen und SARs
sowie das vermehrte Auftreten repetitiver Alu-Elemente hangen mit haufigen DNA-
Doppelstrangbriichen zusammen (Schichman et al., 1994; Broeker et al., 1996; Strissel et
al., 1998; Strout et al., 1998).

Die Transkription des MLL-Gens findet in nahezu allen Geweben statt, da es entscheidend
an der epigenetischen Regulation beteiligt ist. Aufgrund auffalliger Sequenzhomologien zu
den Proteinen Trithorax in Drosophila melanogaster und dem murinen MIl wird es in die stark
konservierte Familie der Trithorax-Proteine eingeordnet (Tkachuk et al., 1992; Ma et al.,
1993). Diese beeinflussen die Chromatinstruktur Uber Histonmodifikationen, sodass ein
aktiver Transkriptionsstatus von Genen erzielt wird (Ringrose und Paro, 2004). Essenziell ist
dabei jedoch ein Wechselspiel von transkriptioneller Aktivierung tber Trithorax-Proteine und
transkriptioneller Repression Uber antagonistische Gegenspieler der Polycomb-Proteine
(Schuettengruber et al., 2011). Die prominenteste Funktion der Trithorax-Proteine ist die
Regulation des Expressionsmusters von homeobox-Genen (HOX-Gene) zur Ausbildung
eines korrekten Koérperbauplans und zur Gewebespezifizierung wahrend der
Embryonalentwicklung. Auch das MLL-Protein ist fir die HOX-Genexpression entscheidend.
Im lethalen homozygoten MII"-knockout konnte keine HOX-Genexpression beobachtet
werden (Yu et al.,, 1995). Entscheidend fur den korrekten Ablauf der Embryogenese ist
hierbei allerdings nicht die initiale Aktivierung, sondern die Aufrechterhaltung des
Transkriptionsmusters der HOX-Gene wahrend der Entwicklung (Yu et al., 1998). Dieses
Muster beeinflusst neben der Ausbildung des korrekten Koérperbauplans auch die Blutbildung

(Wan et al., 2011; Artinger et al., 2013). So zeichnen sich MIl-defiziente Embryonen durch
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eine fehlerhafte fotale Hamatopoese (Hess et al.,, 1997) und durch eine Reduzierung
hamatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen aus (Yagi et al., 1998; Ernst et al., 2004).
Generell malRgebend fiir die Funktion als positiver HOX-Gen Regulator ist die Bindung des
MLL-Proteins an beispielsweise Hoxa9- und Hoxc8-Promotoren und die Histon-Methylierung
Uber die stark konservierte C-terminal gelegene SET-Doméne des MLL-Proteins (Milne et
al., 2002; Nakamura et al., 2002; Terranova et al., 2006). Spezifische Histon-3-Trimethyl-
Lysin-4-Signaturen (H3K4,e3) auf dem Chromatin werden durch das MLL-Protein tber seine
Funktion als Histonmethyltransferase aufgebracht (Yokoyama et al., 2004; Cosgrove und
Patel, 2010). Durch Bindung der SET-Domé&ne an die Proteine RBBP5, WDR5 und ASH2L
entsteht der HMT-Subkomplex, welcher essenziell fir die Methyltransferaseaktivitit des
MLL-Proteins ist (Nagy et al.,, 2002; Dou et al., 2006). Neben Histon-Methylierungen sind
weitere Modifikationen des Chromatins an der Regulation des HOX-Gen Expressions-
musters beteiligt. So werden Acetylierungen durch die Bindung des MLL-Proteins an die
Histon-Acetyltransferase MOF auf dem Chromatin aufgebracht (Dou et al., 2005). Neben der
Regulation des Expressionsmusters von HOX-Genen spielt das MLL-Protein auRerdem eine
Rolle in der Regulation des Zellzyklus (Liu et al., 2007). Uber Bindung an den "host-cell-
factor-1" (HCF-1) wird die zellzyklusspezifische transkriptionelle Aktivierung induziert (Tyagi
et al., 2007), wahrend eine Bindung an den Tumorsuppressor MENIN1 Cycline und Cyclin-
abhangige Kinase-Inhibitoren aktiviert (Milne et al., 2005; Takeda et al., 2006). Weiterhin
kénnen dem MLL-Protein auch reprimierende Funktionen zugesprochen werden, da Uber die
MT-Doméane des MLL-Proteins Histondeacetylasen, Proteine der Polycomb-Gruppe oder
Corepressoren gebunden werden kdnnen (Xia et al., 2003). Ein anderes Beispiel fir die
Rolle des MLL-Proteins als Aktivator oder Repressor kann im zentralen Teil des
MLL-Proteins beobachtet werden. Hier befinden sich drei "plant-homeo-domain-Finger"
(PHD-Finger), welche Protein-Protein-Interaktionspotenzial besitzen, sowie eine die PHD-
Finger regulierende Bromodomane. Der am besten charakterisierte PHD3 bindet entweder
H3K4,,.3-Signaturen, was fir die MLL-assoziierte Aktivierung der Transkription essenziell ist,
oder bindet das Cyclophilin Cyp33 wodurch die Expression von Zielgenen reprimiert wird
(Chang et al., 2010; Park et al., 2010; Rdéssler und Marschalek, 2013; Ali et al., 2014). Eine
weitere Doméne des MLL-Proteins ist die Transaktivatordoméane (TAD), welche durch
Interaktion mit dem "CREB-binding-protein" zur Transkriptionsaktivierung beitragt (Ernst et
al., 2001). AuRerdem binden die drei AT-Haken im N-Terminus des MLL-Proteins sequenz-
spezifisch in der kleinen Furche der DNA (Zeleznik-Le et al., 1994) und Uben Uber Bindung
an GADD34 Einfluss auf die Chromatinstruktur aus (Adler et al., 1997 und 1999). Die zwei
nuklearen Lokalisationssequenzen (NLS) bewirken zudem den Transport des MLL-Proteins
in den Zellkern (Yano et al., 1997).
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Uber die Bindung der verschiedenen Domanen des MLL-Proteins an die beschriebenen
Proteine bildet sich ein grof3er MLL-Proteinkomplex, der generell als epigenetischer
Regulator angesehen werden kann (Nakamura et al., 2002; Yokoyama et al., 2004; Dou et
al.,, 2005). Vor der Assemblierung dieses Komplexes wird das MLL-Protein an zwei
konservierten Protease-Erkennungssequenzen durch die Threonin-Aspartase Taspase 1 in
zwei Fragmente MLL" (p300) und MLL® (p180) gespalten (Yokoyama et al., 2002; Hsieh et
al., 2003). Im Anschluss interagieren die beiden Fragmente Uber die zwei intramolekularen
Interaktionsdomanen FYRN und FYRC, was zur Stabilisierung des Komplexes fihrt (Hsieh
et al.,, 2003; Pless et al., 2011). Ohne diese Stabilisierung werden sowohl MLLN als auch
MLLC direkt nach der proteolytischen Spaltung abgebaut (Yokoyama et al., 2011). So scheint
die intramolekulare Interaktion nach proteolytischer Spaltung essenziell fur das MLL-Protein
zu sein, wobei eine Inhibition der Spaltung weniger Auswirkungen auf die Funktion des
MLL-Proteins zeigt (Yokoyama et al., 2013).

AF4

Das humane AF4-Protein (ALL-1 fused gene on chromosome 4), auch FEL genannt
(Morrissey et al., 1993), wird durch das Gen AFF1 (AF4/FMR2 family, member 1) auf Bande
21 des langen Arms von Chromosom 4 kodiert. Das Gen Uberspannt einen Bereich von
~300 kb mit 20 Exons wobei die ersten Exons (Exon 1la, 1b) alternativ sind. Das mRNA
Transkript umfasst 10,5 kb und kodiert fur ein Protein von 1210 Aminosduren mit einem
Molekulargewicht von 131 kDa, apparent 171 kDa. Uber ein alternatives Polyadenylierungs-
signal im Exon 3 kann es zur Translation eines kirzeren Transkripts aus 2,8 kb kommen,
wodurch das Kkleinere FelC-Protein entsteht. DNA-Doppelstrangbriiche treten in der
"breakpoint cluster"-Region zwischen den Exons 3 und 6 auf (Nilson et al., 1997).

Das ubiquitar exprimierte AF4-Protein (Chen et al., 1993; Frestedt et al., 1996) wird aufgrund
der Domanenstruktur der ALF-Proteinfamilie (AF4, LAF4 und FMR2) zugeordnet (Nilson et
al., 1997). Charakteristisch sind sechs konservierte Domanen wie die familienspezifische
ALF-Domane, zwei Homologiedomanen (NHD und CHD), eine serinreiche Domane (pSer)
und zwei nukleare Lokalisationssequenzen (NLS) uber die das AF4-Protein in subnuklearen
Kompartimenten lokalisiert ist (Li et al., 1998). Innerhalb der ALF-Domane befindet sich
aullerdem ein Erkennungsmotiv fur die beiden E3-Ubiquitin-Ligasen SIAH1 und SIAH2. Die
Bindung der E3-Ubiquitin-Ligasen ist essenziell fur eine streng regulierte Expression und
eine Regulation des proteasomalen Abbaus des AF4-Proteins. So fiihrt eine Uberexpression
des AF4-Proteins in vitro zum Verlust der Kontaktinhibition und zu Wachstumstransformation
der Zelle (Bursen et al., 2004). Im Mausmodell konnte aul3erdem Uber eine Punktmutation im
SIAH-Erkennungsmotiv gezeigt werden, dass die Uberexpression des AF4-Proteins zum

Verlust von Purkinje-Zellen im Kleinhirn fihrt, wodurch es zu einer Einschréankung von
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motorischen Fahigkeiten der Mause kommt ("robotic mouse") (Isaacs et al., 2003; Oliver et
al., 2004; Bitoun et al., 2009). Auf der anderen Seite fuhrt die Inhibition der Expression des
AF4-Proteins in vitro zu einer Wachstumsretardierung (unveroffentlichte Daten AK
Marschalek) sowie zu Defekten in der B- und T-Zell Entwicklung im Mausmodell (Isnard et
al., 2000). Diese Effekte scheinen auf molekularer Ebene durch die Funktion des
AF4-Proteins als Transkriptionsfaktor begriindet, da AF4 sowohl an die DNA bindet als auch
die Transkription aktiviert (Prasad et al., 1995; Ma und Staudt, 1996). Aul3erdem konnte in
zahlreichen Studien eine Interaktion zu den Proteinen AF9, ENL, AF10, DOTI1L und pTEFb
sowie eine Assoziation mit weiteren transkriptionellen Faktoren gezeigt werden, was in der
Folge zu H3K79mes-Signaturen auf dem Chromatin und damit zur Aktivierung der
RNA-abhangigen transkriptionellen Elongation fuhrt (Rubnitz et al., 1994; Erfurth et al., 2004;
Zeisig et al., 2005; Bitoun et al., 2007; Yokoyama et al., 2010; Benedikt et al., 2011; Esposito
et al., 2011).

2.4.3 Struktur und Funktion der Fusionsproteine MLL*AF4 und AF4<MLL

MLL-AF4

Das MLLeAF4-Protein, aus dem N-Terminus des MLL-Proteins und dem C-Terminus des
AF4-Proteins, besteht je nach Position der DNA-Doppelstrangbriiche der beteiligten Gene
aus ~2100-2400 Aminosauren und hat ein entsprechendes Molekulargewicht von
230-260 kDa.

Funktionell beeinflusst das Fusionsprotein stammzellahnliche Eigenschaften der
leukamischen Blasten. Studien zur lIdentifizierung von Zielgenen des MLLeAF4-Proteins
zeigen die Aktivierung eines Transkriptionsmusters, welches hamatopoetischen
Stammzellen ahnelt (Guenther et al., 2008). Hierunter kénnen beispielweise Gene des
HOXA-Clusters, wie HOXA7 und HOXAL0 identifiziert werden (Gaussmann et al., 2007;
Bernt et al., 2011). Allerdings wird eine Veranderung der HOX-Genexpression nicht immer in
t(4;11)-Zelllinien und Patienten mit einer t(4;11)-assoziierten Leukamie beobachtet (Bertrand
et al., 2003; Thomas et al., 2005; Trentin et al., 2009). Weiterhin wurden charakteristische
Gene wie FLT3, MYC, MEIS1 oder RUNX1 als MLL+*AF4-Targets ermittelt (Wilkinson et al.,
2013). Auch hier treten diverse Veranderungen der Expression in Abh&ngigkeit des
Fusionsproteins auf, was beispielsweise sowohl fir das RUNX1-Protein (Wilkinson et al.,
2013; Zhao et al., 2014) als auch fir FLT3 beobachtet werden kann (Chillon et al., 2012).
Weiterhin beeinflusst das Fusionsprotein MLLeAF4 die Selbsterneuerungskapazitat von
Zellen in Abhangigkeit der Telomerase (Gessner et al., 2010). Da jedoch in CD34" humanen
hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen ein Einfluss von MLL*AF4 auf die normale

Entwicklung der Zellen ausgeschlossen werden konnte (Montes et al., 2011), scheinen die
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Stammzelleigenschaften Uber die Expression des Fusionsproteins in t(4;11)-Zellen variabel.
Eine andere Eigenschaft des Fusionsproteins MLL*AF4 ist die Blockierung der Apoptose. So
tritt unter MLLeAF4-exprimierenden Zellen weniger programmierter Zelltod nach langeren
Wachstumsphasen (Montes et al., 2011), nach Serumentzug (Caslini et al.,, 2004;
Gaussmann et al., 2007), nach Induktion der Apoptose mit TNFa (Tamai et al., 2011) und
nach Behandlung mit bestimmten Arzneimitteln auf (Kersey et al., 1998). Wird die
Expression des Fusionsproteins dagegen inhibiert, werden erhdhte Apoptoseraten
beobachtet (Thomas et al., 2005). Eine mdgliche Ursache der Effekte konnte die erhdhte
MLLeAF4-abh&ngige Expression von Mitgliedern der Calcium-bindenden S100-Proteine sein.
Diese Proteine sind bei der Entstehung zahlreicher Erkrankungen involviert (Marenholz et
al.,, 2004) und sind auch in t(4;11)-Leukéamien beispielsweise nach Behandlung mit
Prednisolon sowie in Zelllinien nach Expression der Fusionsproteine hochreguliert
(Gaussmann et al., 2009; Tamai et al., 2011; Spijkers-Hagelstein et al., 2012). Aul3erdem
fuhrt die Inhibition von S100A6 zu erhdhter Apoptose in t(4;11)-Zellen (Tamai et al., 2012;
Dou et al., 2013). Ein Mechanismus der die Blockierung der Apoptose durch Expression des
Fusionsproteins beglnstigt, ist die MLLesAF4-abhéngige Blockierung des Zellzyklus. So
konnte im induzierbaren Zellsystem ein G1-Phase Arrest nach Serumentzug beobachtet
werden (Caslini et al., 2004; Gaussmann et al., 2007). Dieser Zellzyklus-blockierende Effekt
kann vermutlich auf die Wechselwirkungen des MLL N-Terminus mit MENINL1 zurlick gefuhrt
werden (Kapitel 2.4.2; Milne et al., 2005; Xia et al., 2005). Da die Inhibition der Apoptose und
die damit assoziierte Blockierung des Zellzyklus Uber das Fusionsprotein MLL*AF4 durch
unterschiedliche Ereignisse, wie Behandlung mit zytotoxischen Agenzien aber auch durch
anhaltendes Wachstum initiiert werden kann, wurde im murinen, induzierbaren System stabil
exprimierender MLL*AF4-Zellen eine Inhibition der Proliferation beobachtet (Gaussmann et
al.,, 2007). Die lentivirale Transduktion von humanen hamatopoetischen Stamm- und
Vorlauferzellen mit der MLLeAF4-Fusion fihrte jedoch zur Steigerung der Proliferation
(Montes et al., 2011). Ursache fir die Zunahme des Wachstums kénnte eine aktivierte MAP-
Kinase Signaltransduktion sein. So konnte gezeigt werden, dass das MLL+*AF4-Protein den
RAS-abhéngigen Transkriptionsaktivator EIk1 aktiviert (Ng et al., 2010) und die Expression
der Rezeptor-Tyrosinkinase EphA7 verstarkt, wodurch der Phosphorylierungsstatus der
ERK-Kinase erhdht wird (Nakanishi et al., 2007). Wie genau die Proliferation von MLLeAF4-
exprimierenden Zellen beeinflusst wird, bleibt jedoch weiterhin zu klaren. AuRerdem muissen
weiterfiihrende Studien des Fusionsproteins MLL*AF4 die Rolle der erhdhten Expression und
der Prozessierung von mikroRNAs durch die Rekrutierung des Drosha-Proteins Uber das
Fusionsprotein aufklaren (Nakamura et al., 2007). Trotz aller beschriebener Eigenschaften
kann jedoch ein transformierendes Potenzial des MLLeAF4-Proteins ausgeschlossen werden
(Bursen et al., 2004).
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AF4-MLL

Das AF4eMLL-Protein, aus dem N-Terminus des AF4-Proteins und dem C-Terminus des
MLL-Proteins, besteht je nach Position der DNA-Doppelstrangbriiche der entsprechenden
Gene aus ~2800-3200 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 300-350 kDa. Es
vereint besondere Doméanen der beiden Wildtyp-Proteine, die einen Einfluss auf die
Expression und die Struktur des AF4sMLL-Proteins haben. Uber den C-Terminus des
MLL-Proteins besitzt das Fusionsprotein die beiden Schnittstellen flr die proteolytische
Spaltung Uber Taspase 1 in ein N-terminales (p178) und ein C-terminales Fragment (p134).
Nach Heterodimerisierung Uber die intramolekularen Interaktionsdomanen FYRN und FYRC
kommt es zur Stabilisierung des Proteins (Yokoyama et al., 2002; Hsieh et al., 2003; Pless et
al., 2011). AuRerdem enthalt das AF4sMLL-Protein Uber den N-Terminus des AF4-Proteins
die Erkennungssequenz fur die E3-Ubiquitin-Ligasen SIAH1 und SIAHZ2, in der familien-
spezifischen ALF-Doméne. Aufgrund sterischer Gegebenheiten durch die Hetero-
dimerisierung findet jedoch keine Bindung der E3-Ubiquitin-Ligasen und somit kein
proteasomaler Abbau des Fusionsproteins statt, was ebenfalls zur Stabilisierung und somit
zur Akkumulation des Proteins beitragt (Bursen et al., 2004).

In vitro-Studien zeigen, dass Wachstumskurven von murinen AF4sMLL-exprimierenden
Zellen flacher verlaufen als die Kurven vergleichender Kontrollen (Gaussmann et al., 2007).
AulRerdem zeigen knockdown-Experimente des Fusionsproteins einen verringerten Einfluss
von AF4sMLL auf die Proliferation und das Uberleben von t(4;11)-Zelllinien (Kumar et al.,
2011), sodass die Signifikanz der reziproken Fusion oft diskutiert wird (Sanders et al., 2011),
zumal sie nur bei etwa 80 % der t(4;11)-Patienten nachgewiesen werden kann (Kowarz et
al., 2007). Dennoch kénnen dem AF4<MLL-Protein essenzielle Funktionen zugeschrieben
werden. So kann unter genauerer Analyse des Wachstums von AF4<MLL-exprimierenden
Zellen eine erhohte Apoptoserate, aber auch ein verstarkter Metabolismus beobachtet
werden (Gaussmann et al., 2007). Durch diese Effekte scheint das AF4<MLL-Protein kaum
Einfluss auf die Proliferation der Zellen zu haben, da bei den rasch wachsenden Zellen mit
einem hohen Metabolismus zigig der programmierte Zelltod eintritt. Durch die Aufklarung
des AF4<MLL-Multiproteinkomplexes kann der verstarkte Metabolismus der Zellen erkléart
werden. Der Komplex vereint Proteine der SET-Domane des MLL-Proteins, welcher
H3K4,,.3-Signaturen auf dem Chromatin aufbringt, mit der Bindung an pTEFb tber den AF4
N-Terminus (Benedikt et al., 2011). Uber diese Bindung ist AF4«MLL entscheidend an der
Aktivierung zellularer Transkription beteiligt, wodurch die erhdhten Metabolismusraten in
AF4<MLL-exprimierenden Zellen resultieren. Weiterhin interagiert der Komplex mit dem
Wildtyp AF4-Protein, wodurch auch C-terminal AF4-assoziierte Proteine wie DOT1L Uber
AF4<MLL beeinflusst werden (Benedikt et al., 2011). Fur andere MLL-Fusionen konnte

bereits gezeigt werden, dass die Histonmethyltransferase DOTI1L essenziell fir die
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Transformation ist (Deshpande et al., 2013; Shen et al., 2013), weshalb momentan Analysen
von DOTL1L-Inhibitoren verstarkt Gegenstand aktueller Forschungen sind (Anglin und Song,
2013; Basavapathruni et al., 2014). Auch das reziproke AF4<MLL-Fusionsprotein fuhrt nach
Uberexpression zum Verlust der Kontaktinhibition und zu Wachstumstransformation in vitro,
was auf ein onkogenes Potenzial des Fusionsproteins deutet (Bursen et al., 2004). Ob die
Transformation jedoch abhangig von der Interaktion des AF4sMLL-Komplexes mit dem
Wildtyp AF4-Protein und DOTLL ist, bleibt zu klaren. Eine weitere Funktion des AF4sMLL-
Proteins ist die Regulation von Genen hamatopoetischer Zellen. Der C-Terminus des
MLL-Proteins verfiigt Uber Interaktionspotenzial mit dem Transkriptionsfaktor RUNX1. Diese
Interaktion ist auch fur einen aktiven Transkriptionsstatus Uber H3K4,,3-Signaturen des
PU.1-Gens entscheidend, welches hamatopoetische Stammzelleigenschaften aufrecht erhalt
und beispielsweise fir eine aktive Expression von FLT3 sorgt (Huang et al., 2011; Koh et al.,
2013; Zhou et al., 2013). Uber den C-terminalen MLL-Teil scheint auch das AF4sMLL-Protein
an RUNX1 zu binden (Wilkinson et al., 2013). Weiterhin konnten nach Coexpression beider
Fusionen eine erhdhte Expression der Gene NANOG und OCT4 beobachtet werden, die mit
dem SOX2-Gen fir die Aufrechterhaltung der Pluripotenz und fir die Selbsterneuerung von

embryonalen Stammzellen verantwortlich sind (Gaussmann et al., 2007; Eberle et al., 2010).

2.4.4 Mausmodelle der Translokation t(4;11)(921;923)

Die Erforschung des Pathomechanismus ist essenziell fir die Therapie und Heilung von
Erkrankungen. Da in vitro-Methoden oft nur unzureichende Aussagen uUber die Pathogenese
von Leuké&mien zulassen, sind Tiermodelle unerlasslich, welche Phénotypen analog zur
humanen Erkrankung imitieren. Hierzu werden meist transgene Mausmodelle verwendet
(Carver und Pandolfi, 2006). Die genetische Verdnderung von invitro vermehrten
embryonalen Stammzellen durch das Transgen, erfolgt dabei durch Elektroporation und
anschlieRender homologer Rekombination. Die Zellen werden im Anschluss in Blastozysten
injiziert und in Muttertiere verpflanzt. Dabei entstehende ménnliche chiméare Mause werden
mit weiblichen Mausen des Wildtyps riickgekreuzt, wobei heterozygote Tiere entstehen die

wiederum durch Kreuzung zu Homozygotie fihren.

Da Translokationen des MLL-Gens immer durch die Bildung eines direkten Fusionsproteins
MLL-X (auch Derivat 11 genannt) charakterisiert sind und sich durch variable reziproke
Fusionsproteine auszeichnen, wurde dem Derivat 11 allgemein die entscheidende Rolle in
der Pathogenese der Leukamie zugesprochen. Allen Derivaten 11 gemein ist der
N-Terminus des MLL-Proteins, welcher im Zuge dieser Hypothese auch ohne Fusionspartner

auf onkogene Eigenschaften untersucht wurde. In einem transgenen Mausmodell wurde die

20



Einleitung

Expression des MLL N-Terminus (Exon 1-8) in chimaren Mausen untersucht, wobei kein
Einfluss auf die hamatopoetische Differenzierung oder auf den generellen Gesundheits-
zustand der Tiere beobachtet wurde (Corral et al., 1996). Onkogene Eigenschaften des MLL
N-Terminus kénnen nur nach Di- oder Oligomerisierung gezeigt werden. So entwickeln
transgene Mause nach Expression eines MLL-lacZ-Konstrukts nach langer Latenzzeit
lymphatische und myeloische Leukamien (Dobson et al.,, 2000). Zusatzlich fihrt die
Expression des Konstrukts zur Immortalisierung von Knochenmarkzellen, da das
B-Galaktosidase Protein in aktiver Form tetramere Strukturen ausbildet (Martin et al., 2003).
Weiterhin kann den Oligomerisierungsdomé&nen von zytoplasmatischen MLL-Fusions-
partnern eine Notwendigkeit fir die Transformation zugewiesen werden (So et al., 2003).
Somit scheint die Fusion zum Translokationspartner essenziell fur die transformierenden

Eigenschaften des MLL N-Terminus und somit fir Derivat 11-Proteine.

Transgene Mausmodelle fir MLL-AF4

Die ersten Tiermodelle fur die t(4;11)-assoziierte Leukamie wurden im Jahr 2006 entwickelt.
In einem transgenen Mausmodell wurde der C-Terminus des humanen AF4 mit den Exons
1-7 des murinen MIl rekombiniert. Heterozygote Tiere wiesen ein stumpferes Gesicht,
grolRere Ohren und einen hdher gesetzten Schwanz auf, sowie eine statistisch erhdhte
Anzahl an Lymphozyten und gering vermehrte Anzahlen von Monozyten und Neutrophilen im
Blut. Zellen des Knochenmarks wiesen pro B-Zellmarker und myeloische Marker auf, zeigten
jedoch kein Transformationspotenzial in vitro. Im Mausmodell konnten variable lymphatische
und myeloische Erkrankungen nach 520 Tagen beobachtet werden, wobei im Blut selten
krankhafte Verédnderungen auftraten und so am haufigsten B-Zell Lymphome diagnostiziert
wurden (Chen et al., 2006). Da in anderen Studien ein knockin des AF4 C-Terminus
embryonal lethal war, wurde sich des konditionalen Cre/loxP-Rekombinationssystems
bedient. Hierbei ist das Transgen in chiméaren Mausen durch loxP-Elemente flankiert. Durch
Kreuzung mit einer Cre-Maus wird die Rekombinase unter zelltypspezifischen Promotoren
exprimiert und je nach Orientierung der loxP-Elemente das Transgen eliminiert oder invertiert
(Metzger und Chambon, 2001). Die Inversionsmethode, welche humanes AF4 (Basen 1504-
4304) mit dem N-Terminus des murinen MIl (Exon 1-10) unter lymphozytenspezifischen
Promotoren fusioniert, zeichnete sich nach durchschnittlich vierzehn Monaten durch extreme
Splenomegalien aus. Allerdings trat keine Erkrankungen des Blutes auf, weshalb ein
disseminiertes B-Zell Lymphom diagnostiziert wurde (Metzler et al., 2006). Die
Eliminationsmethode, durch welche ein Stop-Codon vor der AF4-cDNA-Kassette entfernt
wurde, fusionierte MIl Exon 1-8 mit AF4 (Aminosdure 347-1210) unter Kontrolle des
endogenen MIl-Promotors. Neben Kreuzungen mit Cre-Mausen wurde die Rekombination

durch Transduktion von Knochenmarkzellen der chimaren Mause mit hohen Zahlen an
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Cre-Retroviren ausgeldst. Das Modell zeichnete sich durch eine gro3e Spanne der
Latenzzeit von 25-242 Tagen aus. Da die Krankheitsphanotypen jedoch schneller unter
Virus-Transduktion entstanden, lasst sich ein entsprechender Einfluss des Virus nicht
ausschlieBen. Im Modell wurden sowohl Phanotypen der AML als auch Phanotypen der ALL
beobachtet, die als pra B-Zell Leukdmien oder Leukamien mit gemischtem Hintergrund (MLL
= mixed lineage leukemia) klassifiziert wurden (Krivtsov et al., 2008). In einem weiteren
transgenen Mausmodell wurde ein humanes MLLeAF4-Konstrukt auf einem retroviralen
Vektor direkt in die Zellen der Blastozyste injiziert. Die Mause entwickelten nach @14
Monaten B-Zell Lymphome mit Infiltration vieler Organe wie Leber, Lunge, Milz und Nieren
(Tamai und Inokuchi, 2013). Zusatzlich konnte in diesem Modell gezeigt werden, dass die
Kreuzung mit einer Maus, welche eine konstitutiv aktive Mutation des KRAS-Gens (G12D)
tragt, zu einer verkirzten Latenzzeit flhrte (5,5 vs. 14 Monate) wobei der Phanotyp erhalten
blieb und KRAS(G12D)*/MLL+AF4 -Mause nicht erkrankten (Tamai et al., 2011).

Xenograft-Mausmodell fir MLL-AF4

Im Unterschied zu transgenen Mausen, die das kinstlich eingefiihrte Gen sowohl in
somatischen Zellen als auch in Keimbahnzellen tragen, kénnen mit viralen Methoden
bestimmte Zellen verdndert und anschlieBend transplantiert werden, wodurch auch
Ruckschlisse auf den zellularen Ursprung der Erkrankung mdoglich sind. Hierfir werden
retrovirale Systeme verwendet, die das Transgen Uber infizidse Retroviren in die Zielzelle
einbringen. Neuere Studien bedienen sich dabei an lentiviralen Expressionssystemen, da
Lentiviren im Unterschied zu anderen Retroviren (ber einen Praintegrationskomplex die
Kernmembran passieren und auch ruhende Zellen infizieren konnen (Naldini, 1998).
Dennoch ist die Effizienz eines viralen Systems immer vom Zelltyp und dem Konstrukt
abhangig. Im Mausmodell zur Untersuchung von MLLeAF4 in humanen Zellen wurde ein
trunkiertes MLL im Exon 10 mit dem Exon 8 des AF4 fusioniert und lentiviral in CD34"
hamatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen eingebracht. Da der Ursprung leuk&mischer
Zellen in utero vermutet wird, kann so die Funktion des Fusionsproteins in Zellen eines
frihen Entwicklungsstadiums analysiert werden. Die anschlielende Xenotransplantation in
immunsupprimierte Mause zeigte eine Entwicklung von 60 % B-Zellen, 5-20 % myeloischen
Zellen und 5-20 % unreifen Zellen. Im Gegensatz zu CD10-negativen pro B t(4;11)-
Patientenzellen exprimierten 80 % der Zellen im Mausmodell das CD10-Antigen und zeigten
einen prd B-Zell Phéanotyp. Diese Zellen zeigten somit keine Blockierung in der
Differenzierung. In vitro-Analysen der Zellen zeigten weiterhin ein gesteigertes klonogenes
Wachstum und eine erhohte Proliferation sowie hohere Uberlebensraten. Dennoch konnte
kein Krankheitsphanotyp Uber den Zeitraum von sechzehn Wochen in transplantierten

Mausen beobachtet werden (Montes et al., 2011).
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Retrovirales Transduktions-/Transplantationsmodell fur AF4«MLL

Da reziproken Fusionsproteinen von Leukamien generell weniger Aufmerksamkeit zukommt
(siehe oben) wurde bisher nur ein Mausmodell fir AF4<MLL etabliert. Hierbei wurde ein
retrovirales Expressionssystem verwendet, da Retroviren fir andere MLL-Fusionen bereits
erfolgreiche Modelle lieferten (Slany et al., 1997; DiMartino et al., 2000; Lavau et al., 2000;
So et al., 2003; Ono et al., 2005; Barbaré et al., 2007). Als Konstrukte wurden die cDNAs
von AF4sMLL (AF4 Exon 4 fusioniert mit MLL Exon 10) und MLL*AF4 (MLL Exon 8 fusioniert
mit AF4 Exon 5) aus der t(4;11)-Zelllinie SEM verwendet (Marschalek et al., 1995). Die
entsprechenden Retroviren wurden fir die Infektion von murinen hdmatopoetischen Stamm-
und Vorlauferzellen eingesetzt und die Zellen anschlieBend in die Blutbahn von
Empfangerméausen transplantiert. Mit einer Penetranz von 35 % zeigten Mause mit
transplantierten  AF4<MLL-exprimierenden Zellen einen Krankheitsphanotyp nach
durchschnittlich 233 Tagen. Die Coexpression beider Fusionen fiihrte ebenfalls zur
Erkrankung der Méause (Penetranz 38 %, Latenzzeit 9266 Tage) wahrend Mause mit
transplantierten Zellen des MLL+*AF4-Proteins keine Anzeichen einer Erkrankung Uber den
Zeitraum von 381 Tagen zeigten. Alle erkrankten Mause wiesen eine Splenomegalie sowie
vergroRerte Thymusgewebe auf. AuRerdem wurden neben erhdhten Leukozytenwerten auch
massive Infiltrationen vieler Organe wie Milz, Thymus, Leber, Lymphknoten und Nieren
beobachtet. Immunphéanotypische Untersuchungen klassifizierten die AF4sMLL-assoziierten
Erkrankungen in M&usen des retroviralen Transduktions-/Transplantationsmodells als pro B-
Zell ALL (CD43", B220", CD3’, CD19), B/T biphanotypische akute Leukamie (CD43", B220",
CD3") oder als Leukamie mit gemischtem Hintergrund (CD43", B220", Mac1") (Bursen und
Schwabe et al., 2010).

Zusammengefasst rekapitulieren aktuelle Mausmodelle die humane Erkrankung der t(4;11)-
assoziierten Leukamie nur unzureichend. Uber die Expression des MLL+AF4-Fusionsproteins
werden hauptséchlich andere Krankheitsphanotypen anstatt der pro B-ALL hervorgerufen.
AulRerdem sind die Erkrankungen im Tiermodell mit einer langen Latenzzeit gekoppelt, im
Gegensatz zu dem extrem friihen Ausbruch beim Menschen im Sauglingsalter. Weiterhin
zeigt auch das Mausmodell des reziproken AF4sMLL-Fusionsproteins eine lange Latenzzeit.
Deshalb werden verschiedene Szenarien fur die Etablierung eines Mausmodells haufig
diskutiert, welche bei der Imitation der humanen Erkrankung essenziell sein kdnnten. Hierbei
steht vor Allem die Kooperation beider Fusionsproteine im Mittelpunkt. Allerdings kann auch
der Verwendung von Zellen des richtigen zellularen Ursprung im Tiermodell eine
entscheidende Rolle zugeschrieben werden. Weiterhin kénnten Stimulanzien oder
kooperative genetische Veranderungen fir die Leukdmogenese notwendig sein (Stam,
2013).
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Abbildung 2.3: Struktur und Funktion von MLL, AF4, MLLeAF4 und AF4sMLL

Oben =

jeweiligen GrolRenangaben (AT = AT-Haken, NLS= nukleares Lokalisationssignal, MT = MT-Domane,

Schematische Darstellung der Domé&nenstruktur des MLL- und des AF4-Proteins mit

PHD = plant-homeo-domain-Finger, BD = Bromodoméne, FYRN und FYRC = N- beziehungsweise C-
terminale Dimerisationsdoméane, CS1 und CS2 = Schnittstellen der Taspasel, SET = SET-Domaéne,
NHD und CHD = N- beziehungsweise C-terminale Homologiedoméane, ALF = familienspezifische
ALF-Domaéne, pSER = Serin-reiche Doméane). Mitte = Multiproteinkomplexe des MLL- und des AF4-
Proteins mit Interaktionspartner-assoziierten Funktionen (gezeigt sind die im Text erwahnten
Interaktionspartner. Fir genauere Studien der Komplexe siehe Prasad et al., 1995; Nilson et al., 1997;
Nakamura et al., 2002; Yokoyama et al., 2004; Dou et al., 2005; Zeisig et al., 2005; Bitoun et al., 2007
2011).

Fusionsproteine MLL*AF4 und AF4<MLL mit jeweiligen GroéRenangaben und Funktionen in vitro und

und Benedikt et al, Unten = Schematische Darstellung der Domanenstruktur der

in vivo. Die Darstellung der Chromosomen 11 und 4 zeigt die resultierenden Fusionschromosomen

nach reziproker Translokation, wobei die Gene MLL und AF4 sowie MLL*AF4 und AF4<MLL durch

farbige Quadrate symbolisiert werden.
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2.5 Sekundarmutationen in MLL-assoziierten Leukamien

Fur Leukadmien werden haufig "two hit"-Modelle postuliert, in denen proliferations- und
Uberlebensbeeinflussende Mutationen mit den exprimierten Fusionsproteinen wéahrend der
Leukdmogenese kooperieren (Gilliland, 2001; Kosmider und Moreau-Gachelin, 2006). Fur
kindliche ALLs kdnnen beispielsweise oft zusatzliche genetische Veranderungen in Genen
beobachtet werden, die essenziell fur die Proliferation von differenzierenden B-Lymphozyten
sind (Kuiper et al., 2007). Da bei Sauglingen mit einer t(4;11)-assoziierten Leukdmie kaum
genetische Aberrationen der Kopienzahlen im Genom auftreten (Bardini et al., 2010),
kénnten einzelne Punktmutationen in Genen eine Rolle spielen, auch wenn diese bisher nur
selten identifiziert wurden (Dobbins et al., 2013). Am haufigsten werden dabei Mutationen in
den Genen FLT3 und RAS diskutiert, weil diese allein haufig bei Patienten mit einer AML

diagnostiziert werden und die Ursache der Erkrankung darstellen (Abbildung 2.2).

2.5.1 FLT3

Das humane FLT3-Gen (FMS-like tyrosine kinase 3) kodiert fir eine membrangebundene
Rezeptor-Tyrosinkinase die hauptsachlich in myeloischen und lymphatischen Vorlauferzellen
exprimiert wird. Aufgrund der strukturellen Homologie wird sie den Klasse-lII-Rezeptor-
Tyrosinkinasen zugeordnet. Diese sind durch funf Immunglobulin-dhnliche Domanen, eine
Transmembrandomane, eine juxtamembrane Domane und durch zwei intrazellulare
Kinasedomanen charakterisiert. Weitere Mitglieder dieser Proteinfamilie sind der "colony-
stimulating factor receptor" (FMS), der "steel factor receptor” (KIT) und die beiden "platelet-
derived growth factor receptor A and B" (PDGFRA, PDGFRB). Die FLT3-Tyrosinkinase wird
durch Bindung des FLT3-Liganden aktiviert, welcher in den meisten Geweben exprimiert
wird. Nach der Bindung des Liganden wird die Konformation des inaktiven monomeren
Rezeptors verandert, wodurch ein aktives Dimer entsteht. Dieses fuhrt zur Aktivierung des
PI3K- und RAS-Signalwegs, wodurch die Proliferation und Inhibition der Apoptose erhoht
wird. Mutationen des FLT3-Gens kommen als Duplikation von 3 - >400 Basenpaaren in der
juxtamembranen Doméane (ITD-Mutation = "internal tandem duplication", Exons 14 und 15)
oder als Punktmutation in der Tyrosinkinase-Doméane vor (TKD-Mutation = "tyrosine kinase
domain”, Exon 20). Veranderungen der Konformation durch ITD-Mutationen fihren zu
Liganden-unabhangiger Dimerisierung, Autophosphorylierung und einer konstitutiven
Aktivierung des Rezeptors. TKD-Mutationen resultieren ebenfalls in einem Liganden-
unabhangigen konstitutiv aktiven Rezeptor, jedoch Uber eine erhohte intrinsische
Tyrosinkinase-Aktivitat (Stirewalt und Radich, 2003).
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Bei Patienten mit einer AML treten FLT3-Mutationen haufig auf. Wahrend ITD-Mutationen bei
15-35 % der Patienten detektierbar sind, kommen TKD-Mutationen bei 5-10% der
AML-Patienten vor (Stirewalt und Radich, 2003). Generell sind FLT3-Mutationen bei
AML-Patienten meist mit einer schlechten Prognose assoziiert, unabhéangig von der sehr
variablen Sequenz, Lange oder Lokalisation (Schnittger et al., 2012). Bei ALL-Patienten
treten FLT3-Mutationen generell selten auf. Am haufigsten kommen sie bei kindlichen ALLs
mit hyperdiploidem Karyotyp mit etwa 21-25% vor und auch bei Sauglingen und
Kleinkindern mit genetischer Verdnderung des MLL-Gens werden vor allem TKD-Mutationen
bei 18 % der Patienten identifiziert (Armstrong et al., 2004; Taketani et al., 2004).
Auftretende FLT3-Mutationen scheinen jedoch keinen Einfluss auf die Uberlebens-

wabhrscheinlichkeit von kindlichen ALL-Patienten zu haben (Barbosa et al., 2014).

2.5.2 RAS

Die nahezu ubiquitéar exprimierten humanen RAS-Gene N-, K- und HRAS kodieren fir
GTPasen, die als molekulare Schalter in zahlreichen zellularen Signalwegen der
Proliferation, Differenzierung und des Uberlebens von Zellen beteiligt sind. Sie bestehen aus
einer hypervariablen Region und einer katalytischen G-Domane. Durch post-transkriptionale
Modifikationen der hypervariablen Region kommt es zur Lokalisation an der Plasma-
membran. Werden aufgrund externer Stimuli beispielsweise Rezeptor-Tyrosinkinasen
aktiviert, kommt es zur Autophosphorylierung an Tyrosinresten der intrazellularen
Kinasedomanen. Die phosphorylierten Tyrosinreste ermdglichen die Bindung der
Adaptormolekile SHC und GRB2, wodurch es zur Rekrutierung von Guaninnukleotid
Austauschfaktoren (GEFs) wie dem SOS-Protein kommt. Die Dissoziation von gebundenem
GDP in der katalytischen G-Doméane des RAS-Proteins wird durch GEFs stimuliert, wodurch
ein Austausch zu gebundenem GTP erfolgt. Diese Bindung fuhrt zu einer Konformations-
anderung, welche die Affinitdt von RAS zu Effektoren wie Proteinen der RAF-Familie oder
der PI3-Kinase steigert, wodurch diese aktiviert werden. AnschlieRend wird RAS durch die
Hydrolyse des GTP zu GPD unter Beschleunigung durch GTPase aktivierende Proteine
(GAPs) inaktiviert. Die haufigsten Mutationen der RAS-Gene sind Punktmutationen in der
katalytischen G-Domane, welche einen Glycin-Aminoséureaustausch bewirken (G12, G13,
G61). Der Austausch fuhrt zu einer Resistenz gegen die GAP-abhéngige GTP-Hydrolyse,
wodurch eine Stimulus-unabhangige konstitutiv aktive GTPase entsteht (Takashima und
Faller, 2013).

RAS-Mutationen treten bei vielen Krebsarten auf. Am haufigsten kommen KRAS-Mutationen
im Codon 12 vor, gefolgt von NRAS-Mutationen im Codon 61 (Takashima und Faller, 2013).

Bei Patienten mit einer AML treten RAS-Mutationen zu etwa 11 % auf (Kadia et al., 2012).
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Wahrend das Auftreten von RAS-Mutationen bei kindlichen AML-Patienten mit genetischen
Veranderungen des MLL-Gens schwankt (0-20 %), kommen sie bei kindlichen ALL-Patienten
mit genetischen Verdnderungen des MLL-Gens mit einer Haufigkeit von 50 % vor (Mahgoub
et al., 1998; Liang et al., 2006). Besonders scheinen sie mit der t(4;11)-ALL bei Sauglingen
und Kleinkindern assoziiert und fiihren hier zu hohen Leukozytenzahlen bei Diagnose,
starken Resistenzen bei Glucocorticoid-Behandlung und generell schlechten Uberlebens-
raten (Driessen et al., 2013; Barbosa et al., 2014).
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Abbildung 2.4: Der FLT3- und RAS-Signalweg

Die Rezeptor-Tyrosinkinase FLT3 (bestehend aus finf Immunglobulin-dhnlichen Domanen, einer
Transmembrandomaéne, einer juxtamembranen Doméne und zwei intrazellularen Kinasedoménen [von
oben nach unten]) fuhrt nach Stimulation Uber den Liganden zur Aktivierung des PI3K- und RAS-
Signalwegs. Der RAS-Signalweg wird Uber die RAS-abhéngige Hydrolyse von GTP zu GDP unter
Beschleunigung durch GTPase aktivierende Proteine (GAPs) aktiviert. Die Signalwege fihren zu
Genexpression sowie assoziiert zu Proliferation und zum Uberleben der Zelle. (Abbildung modifiziert
nach Stirewalt und Radich, 2003).
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2.6 Koffein als Stimulans in MLL-assoziierten Leukamien

Koffein (IUPAC = 1,3,7-Trimethyl-2,6-purindion) ist ein in Pflanzen vorkommendes Xanthin-
beziehungsweise Purinalkaloid-Derivat. Es wird vor allem in anregenden Getranken in
Ublichen Dosen von 50-200 mg eingenommen und wirkt hauptsachlich stimulierend auf das
Zentralnervensystem aber auch positiv-chronotrop und -inotrop sowie bronchodilatierend und
diuretisch (Mutschler et al., 2001). Molekular bindet Koffein als Antagonist an Adenosin-
Rezeptoren, vor allem am A,s-Rezeptor welcher in Basalganglien, BlutgefalRen und
Immunzellen von Milz und Thymus sowie in Leukozyten und Thrombozyten exprimiert wird.
Durch die Bindung von Koffein an den Rezeptor werden cAMP-vermittelte Signal-
transduktionen in Proteinkinase A-, MAP-Kinase- und PI3-Kinase-Signalwegen inhibiert
(Chen et al., 2013). Weiterhin hemmt Koffein die Aktivitdt der ATM- und ATR-Kinase, da sie
zur Familie der Serin-/Threoninkinasen mit einer PI3K-a&hnlichen katalytischen Domaéane
gehoren (Blasina et al., 1999; Sarkaria et al., 1999). Beide Kinasen spielen eine
entscheidende Rolle in der Aktivierung der zelluldren Antwort nach DNA-Doppelstrang-
briichen. Hierbei kommt es zu DNA-Reparaturmechanismen, zur strikten Kontrolle des
Zellzyklus, zur Modulation von Signalwegen und zu Apoptose oder Seneszenz (Shiloh und
Ziv, 2013). Fur Krebserkrankungen wird oftmals ein Einfluss aktiver DNA-Reparatur-
mechanismen diskutiert. Durch die Aktivierung des Mechanismus kommt es zu Seneszenz
und somit zur Ausbildung von Resistenzen der Krebszellen gegeniiber Bestrahlung und
chemotherapeutischen Agenzien. Deshalb koénnten Inhibitoren des DNA-Reparatur-
signalwegs die Therapierbarkeit von Krebserkrankungen durch die Aufhebung der
Seneszenz verbessern (Bartkova et al., 2006; Mallette et al., 2007; Hazawa et al., 2012).
Auch fir Leukamien werden solche Inhibitoren diskutiert (D'Andrea, 2010), da vor allem bei
Hochrisiko-Leukéamien seneszente und somit resistente Klone zu einem schnellen Rezidiv
fuhren kénnen. AuRerdem konnten bereits anti-seneszente Effekte von Koffein, welches ein
haufig verwendeter Inhibitor der ATM- und ATR-Kinasen des DNA-Reparaturmechanismus
ist, auf Zellen mit genetischer Veradnderung des MLL-Gens gezeigt werden. In einem
MLLeENL-basierten Mausmodell wurden nach sieben Monaten hyperproliferierende
myeloische Zellen im Knochenmark und der Milz von Mausen detektiert. Das gesteigerte
Wachstum liel? jedoch ein bis zwei Monate spater nach und die Zellen verfielen in
Seneszenz, wodurch ein Ausbruch der Krankheit verhindert wurde. Diese Seneszenz konnte
auf eine Aktivierung der ATM- und ATR-Kinase im DNA-Reparaturmechanismus
zurickgefuhrt werden. Weiterhin fihrte die Inhibition beider Kinasen durch Behandlung der
sieben Monate alten Mause mit Koffein als Stimulans zur Verkiirzung der Latenzzeit und
zum Ausbruch der Leukamieerkrankung nach durchschnittlich 62 Tagen (Takacova et al.,
2012).
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2.7 Zielsetzung der Arbeit

Die t(4;11)-assoziierte Leukdmie mit dem Phé&notyp einer pro B-ALL ist eine hdaufig
diagnostizierte Krebserkrankung bei Sauglingen in geringem Alter. Sie zeichnet sich durch
eine schlechte Prognose aus, da die Krankheit kaum auf die Therapie anspricht und haufig
mit einem Rezidiv einhergeht (Kapitel 2.4.1). Frihere Studien zur Aufklarung der Leukamo-
genese durch Expression der resultierenden Fusionsproteine MLLeAF4 und AF4<MLL
konnten die humane Erkrankung jedoch nur unzureichend rekapitulieren (Kapitel 2.4.3 und
2.4.4). Zwar wurde im Mausmodell des reziproken Fusionsproteins AF4sMLL der humane
Phanotyp imitiert, jedoch widerspricht die lange Latenzzeit dieses Modells, ebenso wie die
Latenzzeiten in MLLeAF4-Mausmodellen, dem extrem friihen Ausbruch der Erkrankung im
Sauglingsalter. Da die Expression von AF4«MLL in murinen zellbasierten Systemen weiterhin
zum Verlust der Kontaktinhibition und zu Wachstumstransformation fuhrt, scheint das
reziproke Fusionsprotein das treibende Onkogen der t(4;11)-assoziierten Leukéamie zu sein.
Um die Leukdmogenese der Erkrankung nun weiterfihrend auf zellularer Ebene sowie im
Tiermodell aufzuklaren, wurde hauptsachlich die Auswirkung von AF4sMLL im Rahmen
dieser Arbeit unter verschiedenen Aspekten untersucht. Die Funktion des reziproken
Fusionsproteins sollte zundchst in humanen Zellen eines frilhen Entwicklungsstadiums
studiert werden. Zur Analyse von Transformationsprozessen sollten Zellen verwendet
werden, welche dem Ursprung der humanen Erkrankung analog sind, da friihere Studien
hauptséchlich in murinen Systemen durchgefihrt wurden. Die Untersuchungen sollten
in vitro Effekte auf die Proliferation und das klonogene Wachstum, sowie im Xenograft-
Mausmodell die Entwicklung von Leukéamie-Phanotypen zeigen. Da fir das MLLeAF4-Protein
bereits Studien in humanen Zellen vorliegen (Montes et al., 2011), sollten alle Experimente
entsprechend durchgefiihrt werden. Weiterhin sollte das Auftreten kooperierender
Sekundarmutationen bei t(4;11)-Patienten studiert werden, welche mdglicherweise den
frihen Ausbruch der humanen Erkrankung fordern. Hierflr sollten die fur die t(4;11)-ALL
meist diskutierten Gene FLT3 und RAS auf typische aktivierende Mutationen untersucht
werden (Kapitel 2.5). Da auRerdem ein aktiver DNA-Reparaturmechanismus zu Seneszenz
der Leukamiezellen und assoziiert zu langen Latenzzeiten fihren kénnte, sollte zudem der
Einfluss von Koffein als Stimulans auf t(4;11)-Zellen in vitro und in vivo untersucht werden.
Aufgrund des Fokus dieser Arbeit auf Effekte des AF4sMLL-Proteins, sollte weiterhin das
Potenzial des solitaren MLL C-Terminus ermittelt werden eine Krankheit im Mausmodell
hervorzurufen, da etwa 20 % aller Patienten kein AF4sMLL sondern haufig ein verkirztes
MLL-C-Protein als Reziprok ausbilden (Kowarz et al., 2007; Scharf et al., 2007). Hierfur sollte
das MLL-C-Protein mit Methyltransferaseaktivitat tber die konservierte SET-Doméne mit

einem artifiziellen Protein ohne diese Doméane verglichen werden.
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3  Ergebnisse

3.1 Untersuchung onkogener Transformationsprozesse nach

Expression von AF4<MLL in humanen hamatopoetischen

Stamm- und Vorlauferzellen

Die Expression von AF4sMLL in murinen Systemen zeigt onkogene Eigenschaften des
Fusionsproteins, wie den Verlust der Kontaktinhibition und die Wachstumstransformation von
Zellen (Bursen et al., 2004). Dennoch konnte die Entwicklung einer ALL im Tiermodell
ausschlieB3lich nach langen Latenzzeiten beobachtet werden (Bursen und Schwabe et al.,
2010), was eine klare Diskrepanz zur humanen Erkrankung darstellt, die vor allem bei
Sauglingen vorkommt. Dies fuhrt zur Annahme, t(4;11)-assoziierte Fusionsproteine
entwickeln ihr vollstandiges Transformationspotenzial mdglicherweise nur in humanen Zellen
eines frihen Entwicklungsstadiums.

Da fur das Fusionsprotein MLL*AF4 bereits Studien in humanen Zellen eines solch friihen
Entwicklungsstadiums vorliegen, wurden alle Experimente zur Untersuchung des onkogenen
Potenzials von AF4«MLL mdglichst analog durchgefihrt, um alle Daten optimal vergleichen
zu konnen. Durch die Expression von MLLeAF4 in CD34" humanen hamatopoetischen
Stamm- und Vorlauferzellen konnte im Xenograft-Mausmodell jedoch kein Phanotyp einer
Leukdmie oder einer anderen Erkrankung induziert werden (Montes et al., 2011). Allerdings
werden in MLL*AF4-Mausmodellen mit murinen Zellen jedoch meist myeloische Neoplasien
nach langen Latenzzeiten beobachtet (Chen et al., 2006; Metzler et al., 2006; Krivtsov et al.,
2008; Tamai und Inokuchi, 2013) und Xenograft-Mausmodelle mit immunsuppremierten
Mausstammen in der Regel nach g12-16 Wochen abgebrochen, was zu diesen Ergebnissen
fuhren konnte. Dennoch zeichnete sich das Modell durch eine effiziente Expression des
Fusionsproteins in primaren humanen Zellen aus. Auf3erdem konnte eine hohe Anzahl
angewachsener Zellen beobachtet werden, die mit der Bildung neuer hadmatopoetischer
Zellen im Tier beginnen (Engraftment), was fur eine gute Etablierung des Modells spricht. In
zellbasierten Systemen fiihrte die Expression von MLLeAF4 in CD34" humanen
hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen zu erhéhtem klonogenen Potenzial sowie zu
erhohter Proliferation, gekoppelt an eine geringere Apoptoserate in vitro (Montes et al.,
2011). Diese geringere Apoptoserate konnte zwar auch in murinen Systemen beobachtet
werden, jedoch fihrte die Expression von MLL*AF4 hier zur Hemmung der Proliferation
(Gaussmann et al., 2007). Somit bedarf die Funktion von MLL*AF4 wahrend der Proliferation
von Zellen ebenfalls zusétzlicher Untersuchungen, sodass alle Studien in frihen humanen
Zellen dieser Arbeit sowohl mit dem potenziell onkogenen AF4sMLL-Protein als auch mit

dem MLLeAF4-Protein durchgefiihrt wurden.
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3.1.1 Etablierung lentiviraler Expressionssysteme

Lentivirale Expressionssysteme werden haufig etabliert, um einen effizienten und
anhaltenden Gentransfer in nicht stimulierte humane h&matopoetische Stamm- und
Vorlauferzellen ohne Verlust des typischen Oberflachenph&notyps zu ermdglichen (Evans et
al., 1999). Zur Transduktion von humanen Zellen dieser Arbeit wurde ein lentivirales System
der zweiten Generation verwendet (Dull et al.,, 1998). Der Transfervektor enthalt eine
trunkierte 5'LTR, die keine Funktion als RNA-Polymerase |l Promotor besitzt. Die Expression
wird stattdessen durch den konstitutiven EFla-Promotor gewaéhrleistet. Neben basalen
Einheiten wie das HIV-Verpackungssignal und das "rev-responsive-element” (RRE) enthalt
der Vektor weitere Modifikationen. Das "Woodchuck Hepatitis Virus Post-transcriptional
Regulatory Element" (WPRE) dient zur Verbesserung der Transkription (Zufferey et al.,
1999) und damit zur Steigerung des Virustiters, ebenso wie der "central polypurine tract"
(cPPT) (Follenzi et al., 2000 ; Zennou et al., 2000). Weiterhin ist der Vektor mit einer
"selfinactivating-LTR" (SIN-LTR) versehen um Replikationsdefizienz zu gewéahrleisten
(Zufferey et al., 1998). Fur moglichst kleine Transkripte, wurde auf einen zuséatzlichen
Promotor oder eine IRES-Sequenz ("internal ribosomal entry site") zur Expression eines
Fluoreszenzmarkers verzichtet. Hierfir wurden im pRRL.sin-EF1a-PGK-GFP-Ursprungs-
vektor der PGK-Promotor und der Fluoreszenzmarker GFP deletiert und die zu
untersuchenden Fusionsgene AF4sMLL und MLLeAF4 Uber eine T2A-Proteasesequenz
direkt mit dem Fluoreszenzmarker dTomato fusioniert. Das nur 63 bp grof3e autokatalytische
2A-Fragment ist auRerdem im lentiviralen System effizienter als die IRES-vermittelte
Expression (Chinnasamy et al., 2006). In der Abbildung 3.1.1 A ist die provirale DNA der drei
verwendeten Konstrukte schematisch dargestellt. Zur Produktion viraler Partikel wurde ein
Transfervektor mit den beiden Verpackungsplasmiden co-transfiziert. Das Plasmid psPAX2
kodiert fur die Gene gag/pol, rev und tat wobei das Plasmid pVSV-g zur Expression des
VSV-G Hilllproteins fuhrt. Der durch Ultrazentrifugation ~150-fach konzentrierte Virus wurde
zur Transduktion hdmatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen verwendet. Da durch alle
Konstrukte der Fluoreszenzmarker dTomato exprimiert wird, wurde die Transduktions-
effizienz am Fluoreszenzmikroskop beurteilt. Die Abbildung 3.1.1 B zeigt transduzierte
humane hamatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen. Wahrend mit dem 2AdT-Konstrukt
eine Effizienz von mehr als 60 % erreicht werden konnte, ist diese mit den Fusionen
AF4«MLL und MLLeAF4 deutlich geringer und kann nur in einigen Zellpopulationen
beobachtet werden. Um dennoch die Integration aller viralen Konstrukte in den
transduzierten humanen hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen eindeutig zu
bestimmen, wurden die Transkripte an cDNA nachgewiesen. Die Abbildung 3.1.1 C zeigt den

Nachweis aller Konstrukte sowie des Haushaltsgens GAPDH als Ladekontrolle. Wahrend far
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MLLeAF4 nur eine geringe Abweichung zur Expression des Fluoreszenzmarkers zu
beobachten war, zeigte AF4*MLL wie schon in Abbildung 3.1.1 B die geringste
Transduktionseffizienz und analog die geringste Expression des Konstrukts.
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Abbildung 3.1.1: Lentivirales Expressionssystem

A) Schematische Darstellung der proviralen DNA verwendeter Lentiviren mit GrolRenangaben. Die
Pfeile symbolisieren die Lage der Oligonukleotide zum Nachweis der Konstrukte (siehe C).

B) dTomato-Fluoreszenzmikroskopie transduzierter humaner hamatopoetischer Stamm- und
Vorlauferzellen. VergroRerung = 100x, Belichtung = 0,5 sek

C) Nachweis der integrierten lentiviralen Konstrukte auf transkriptioneller Ebene an cDNA
transduzierter humaner hamatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen. Als Ladekontrolle dient der
Nachweis von GAPDH. (M = Marker, / = untransduzierte Zellen, dT = 2AdT-transduzierte Zellen, AM =
AF4eMLL-2AdT-transduzierte Zellen, MA = MLL*AF4-2AdT-transduzierte Zellen, V = Vektorkontrolle,

W = Wasserkontrolle).
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Wie in Abbildung 3.1.1 dargestellt, ist die provirale DNA beider Fusionsproteine deutlich
grol3er als das Genom des HIV-1 Lentivirus mit 9,18 kb. Die Gr63e der Fusionsproteine kann
daher die effiziente Verpackung des Virus und somit die Transduktion enorm beeinflussen.
Auch wenn messbare Titer noch erreicht werden kénnen, wenn die provirale DNA eine
Grol3e von 18 kb ubersteigt (Kumar et al., 2001), sinkt die Anzahl der Viren drastisch ab der
Auslastung des Kapsids. Um sicher zu stellen, dass die provirale DNA des AF4sMLL-2AdT-
Konstrukts sowohl verpackt als auch nach Infektion vollstandig in die DNA der Zielzelle
integriert wird, wurden cDNA-Fragmente sowie das gesamte transkribierte Fusionsgen
AF4+MLL aus lentiviral transduzierten Zellen nachgewiesen. Die Abbildung 3.1.2 A zeigt die
hierfir verwendeten Oligonukleotide mit jeweiliger Lage und Orientierung an der proviralen
DNA. Zum Nachweis aller Fragmente wurde eine "Longrange-PCR" mit vorangestellter
"Touchdown-PCR" durchgefiihrt. Uber die "Touchdown-PCR" sollten unspezifische
Amplifikate vermieden werden. Da die gesamte AF4sMLL-cDNA-Kassette nicht Uber die
erste "Longrange/Touchdown-PCR" amplifiziert werden konnte, wurde eine "Nested-PCR"
angeschlossen (Abbildung 3.1.2 B links). Die Bande mit der entsprechenden Grol3e wurde
aus dem Agarosegel extrahiert und nach Klonierung in den Vektor pGEM-T sequenziert.
Hierbei konnte das Konstrukt vollstandig bestéatigt werden (Daten nicht gezeigt). Zur
Identifizierung kleinerer Fragmente wurden Oligonukleotid-Kombinationen ab der 5’NTR oder
dem dT-Fluoreszenzmarker gewahlt. Wie die Abbildung 3.1.2 B rechts zeigt, konnten
Fragmente unterschiedlicher Grol3e detektiert werden, welche insgesamt die komplette
Lange des Konstrukts abdecken. Aufféllig ist jedoch, dass das kleinste Fragment, beginnend
ab dem Fluoreszenzmarker, am starksten amplifiziert werden konnte und die Bandenstéarke
in Richtung der 5'NTR-gelegenen Fragmente abnimmt. Da diese Beobachtung auf das
Auftreten moglicher Splicevarianten des Konstrukts AF4¢«MLL-2AdT durch den Virus deutet,
wurden weiterhin zwei unspezifische Banden analysiert (Blockpfeile Abbildung 3.1.2 B).
Hierfir wurden die Banden aus dem Agarosegel extrahiert und nach Klonierung in den
Vektor pGEM-T sequenziert. Wahrend der linke Pfeil auf ein PCR-Artefakt durch fehlerhaftes
Binden der Primer deutet, konnte durch Sequenzierung der rechten Bande ein Spliceprodukt
identifiziert werden. Die Reaktion unter Verwendung der Primer NTR.LR.F1 und D4.2346.R
resultiert an der nicht gespliceten Matrize in einem Amplifikat vom Beginn der 5’NTR Uber
den AF4-Teil bis zum Beginn des MLL-Teils. Die Sequenz des Amplifikats an der gespliceten
Matrize beginnt ebenfalls am Beginn der 5'NTR, bricht jedoch nach 53 bp ab und beginnt
erneut direkt in der Fusion bis zur Bindestelle des Primers D4.2346.R im MLL-Teil des
Konstrukts (Daten nicht gezeigt). So entsteht ein Fragment von insgesamt 1158 bp. Folglich
finden Splicevorgénge des Virus aufgrund der hohen GroRRe der verwendeten Konstrukte
bevorzugt in der 5’NTR oder generell im 5'-Teil des Konstrukts statt, wodurch die bessere

Amplifikation ab dem Fluoreszenzmarker resultiert.
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Abbildung 3.1.2: Identifizierung der gesamten integ rierten AF4sMLL-2AdT cDNA-Kassette in
lentiviral transduzierten Zellen

A) Schematische Darstellung der proviralen DNA des gréf3ten verwendeten lentiviralen Konstrukts
AF4-MLL-2AdT. Die Pfeile symbolisieren die Lage der Oligonukleotide zum Nachweis des gesamten
Konstrukts sowie einzelner Fragmente (siehe B).

B) Links = Nachweis des kompletten integrierten Konstrukts nach einer Nested-PCR im Anschluss an
eine Longrange/Touchdown-PCR an spezifischer cDNA transduzierter Zellen. Rechts = Nachweis
einzelner Fragmente des Konstrukts AF4«MLL-2AdT. Die Blockpfeile deuten auf zusatzlich analysierte
Banden um alternative Splicevarianten zu charakterisieren. (M = Marker, D = Derivat-spezifische
(AF4-MLL) cDNA, V = Vektorkontrolle, W = Wasserkontrolle)
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3.1.2 Isolation humaner hamatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen

Hamatopoetische Stammzellen bilden die Spitze einer Hierarchie an Vorlauferzellen welche
nach Differenzierung fir die Produktion reifer Blutzellen wie Erythrozyten, Thrombozyten und
Leukozyten malRgebend sind. Fir Transplantationen oder in vitro-Kulturen werden humane
hamatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen (hHSPCs = "human hematopoietic stem and
progenitor cells”) ublicherweise aus Nabelschnurblut, dem peripheren Blut tber Apherese
oder dem Knochenmark gewonnen (Orkin und Zon, 2008). Da die multipotenten Stamm- und
Vorlauferzellen das Zelloberflachen-Glycoprotein CD34 exprimieren, ist eine Verwendung
von CD34 als Marker zur Isolation von hHSPCs mdglich (Nielsen und McNagny, 2008). Fir
das Xenograft-Mausmodell wurden humane hamatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen
aus Nabelschnurblut gewonnen (hHSPCs-CB = "hHSPCs-cord blood"), wahrend fir alle
in vitro-Experimente aufgrund der besseren Verfligbarkeit humane hamatopoetische Stamm-
und Vorlauferzellen aus dem peripheren Blut Gber Apheresate verwendet wurden (hHSPCs-
PB = "hHSPCs-peripheral blood"). In beiden Féllen wurden die Zellen mittels humanem
CD34 MicroBeadKit von Miltenyi isoliert. Die Abbildung 3.1.3 zeigt die durchfluss-
zytometrische Analyse von Apheresezellen vor und nach der CD34-spezifischen
Aufreinigung. Unbehandelte Apheresate enthielten etwa 1,5% CD34" Zellen. Weiterhin
exprimierten etwa die Halfte der Apheresezellen das im Allgemeinen auf hamatopoetischen
Zellen zu findende Oberflachenantigen CD45. Nach der Aufreinigung konnte eine Population
von 96 % CD34" Zellen verzeichnet werden, die ebenfalls das Oberflachenantigen CD45

exprimieren, welche die Population von hHSPCs-PB darstellen.
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Abbildung 3.1.3: Bestimmung von CD34 " und CD45 " Zellen aus Apheresaten

Durchflusszytometrische Analyse von Apheresezellen vor und nach CD34-spezifischer Isolation.
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3.1.3 Wachstumskurven

Nachdem die Population an CD34" hHSPCs-PB mittels lentiviraler Transduktion (Kapitel
3.1.1) die Fusionen AF4sMLL-2AdT beziehungsweise MLL*AF4-2AdT oder den Fluoreszenz-
marker 2AdT allein exprimierten, sollte zun&chst die Proliferation der Zellen untersucht
werden. Zur Messung der Zellproliferation wurde eine Kombination aus Trypanblau-
Farbungen und Verwendung des CCK8-Assays durchgefiihrt. Wahrend tber die Trypanblau-
Farbungen absolute Lebendzellzahlen bestimmt wurden, gibt der CCK8-Assay Aufschluss
Uber die metabolische Aktivitat der Zellen, wodurch Rickschlisse auf die Proliferation
gezogen werden konnen. Die Abbildung 3.1.4 A zeigt die Auswertung der Trypanblau-
Zellzahlung und die Abbildung 3.1.4 B die Auswertung des CCK8-Assays Uber einen
Zeitraum von siebzig Tagen. Die Expression von MLLeAF4 flihrte zu einer Zunahme der
Proliferation von hHSPCs-PB im Vergleich zu untransduzierten oder 2AdT-transduzierten
Zellen. Dieses gesteigerte Wachstum konnte bereits in alteren Studien an humanen Zellen
belegt werden (Montes et al.,, 2011). Nach etwa flnfzig Tagen jedoch stagnierte das
Wachstum der Zellen plétzlich, was am nun eher geraden Verlauf der Wachstumskurve tber
die Trypanblau-Farbungen erkennbar ist. Der Effekt einer so gehemmten Proliferation nach
Expression des MLLe*AF4-Proteins konnte ebenfalls bereits in alteren Studien im
induzierbaren, murinen Zellsystem beobachtet werden (Gaussmann et al., 2007). Im CCK8-
Assay korreliert das initial erh6hte Wachstum von MLLeAF4-transduzierten hHSPCs-PB
allerdings nicht mit dem Metabolismus der Zellen. Dieser &hnelt stark den Werten untrans-
duzierter Zellen und scheint somit durch die Expression des Fusionsproteins von Beginn an
gedrosselt. Das reziproke Fusionsprotein AF4«MLL hingegen fuhrte von Beginn an zu eher
flacher verlaufenden Wachstumskurven der transduzierten hHSPCs-PB, sodass am Ende
des Experiments keine lebenden Zellen in der Kultur verblieben. Da jedoch aus Studien im
induzierbaren, murinen Zellsystem bekannt ist, dass dieser Effekt aufgrund der hohen
Apoptoserate in Kombination mit einem starken Metabolismus der Zellen resultiert, wurden
entsprechende Studien angeschlossen. Der metabolische CCK8-Assay zeigte jedoch einen
ahnlichen Kurvenverlauf von Zellen nach AF4<MLL-Expression, wie die Auswertungen der
Trypanblau-Farbungen, weshalb weitere Analysen angeschlossen wurden (Abbildung 3.1.5).
Um die beobachteten Veranderungen in den Wachstumskurven auf die lentiviral
transduzierten Konstrukte beziehen zu konnen, wurde die Expression aller Konstrukte zu
verschiedenen Zeitpunkten wahrend des Experiments bestimmt. Die Abbildung 3.1.4 C zeigt
den Nachweis der Konstrukte an cDNA der Zellen zu Beginn sowie nach 24 und 60 Tagen in
Kultur. Anfangs konnten alle Konstrukte eindeutig detektiert werden, wobei das Signal mit
der Dauer der Proliferationsbestimmung abnahm. Insgesamt wurde wiederum die geringste
Transduktionseffizienz in AF4sMLL-2AdT-transduzierten hHSPCs-PB beobachtet.
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Abbildung 3.1.4: Wachstumskurven von transduzierten humanen hamatopoetischen Stamm-

und Vorlauferzellen

A) Zellzdhlungen lebender Zellen Uber Trypanblau-Farbungen lber einen Zeitraum von 70 Tagen.
B) Absorptionsmessungen nach Verwendung des CCK8-Assays Uber einen Zeitraum von 70 Tagen.
C) Nachweis der integrierten lentiviralen Konstrukte auf transkriptioneller Ebene an cDNA zu Beginn
sowie nach 24 und 60 Tagen. Als Ladekontrolle diente der Nachweis von GAPDH. (M = Marker, / =
untransduzierte Zellen, dT = 2AdT-transduzierte Zellen, AM = AF4sMLL-2AdT-transduzierte Zellen,
MA = MLL.AF4-2AdT-transduzierte Zellen, V = Vektorkontrolle, W = Wasserkontrolle).
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Um die Effekte der Proliferation transduzierter hHSPCs-PB genauer zu charakterisieren,
wurde ein Zellzyklus-/Apoptose-Assay durchgefuhrt. Hierfir wurden transduzierte Zellen fur
sechs Stunden mit BrdU inkubiert. Dieses ist ein chemisches Analogon des Nukleosids
Thymidin und wird an dessen Stelle wahrend der S-Phase des Zellzyklus in die DNA
eingebaut. Die Analyse der Verteilung von Zellen in die verschiedenen Phasen des
Zellzyklus erfolgte Uber eine Doppelfarbung mit einem FITC-gekoppeltem Antikorper gegen
BrdU und dem Nukleinséureinterkalator Propidiumjodid, welcher zur DNA-Gehalts-
bestimmung verwendet werden kann. Die Abbildung 3.1.5 zeigt die durchflusszytometrische
Analyse der transduzierten hHSPCs-PB im Assay nach fiinfzig Tagen. Die Expression von
AF4eMLL flhrte zu erhbhten Apoptoseraten wie bereits von Gaussmann et al. gezeigt.
Weiterhin wurden etwas mehr Zellen in der S-Phase beobachtet, was durch hohere
Metabolismusraten der Zellen begrindet sein kann. Fir die Expression von MLL.AF4
hingegen konnten, in der Phase des stagnierten Wachstums, weniger Zellen in der G2/M-
Phase beobachtet werden. Nach flinfzig Tagen in Kultur wiesen diese Zellen somit einen
Zellzyklusarrest auf, welcher ebenfalls in friheren Studien beobachtet werden konnte

(Gaussmann et al., 2007) .
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Abbildung 3.1.5: Zellzyklus-/Apoptose-Assay von tra nsduzierten humanen hamatopoetischen
Stamm- und Vorlauferzellen

Durchflusszytometrische Analyse von BrdU Uber einen spezifischen FITC-gekoppelten Antikdrper und
Propidiumjodid in transduzierten hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen nach funfzig Tagen in
Kultur.
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3.1.4 Colony Forming Unit (CFU)-Assay

Klonogenes Wachstum beschreibt die Teilungsfahigkeit von Zellen und die Differenzierung in
reife Zellstadien. Da HSPCs in semi-solidem Medium nach Induktion durch Zytokine
proliferieren, kann ein CFU-Assay Aufschluss Uber die Klonogenitat von Zellen geben.
Hierflr wird die Bildung von Kolonien unterschiedlicher Morphologie beurteilt (Pereira et al.,
2007). Um das klonogene Wachstum lentiviral transduzierter hHHSPCs-PB zu untersuchen,
wurde Methylcellulose-Medium supplementiert mit den Zytokinen hSCF, hGM-CSF, hIL3 und
hEpo verwendet. Durch Induktion der Zytokine kénnen Kolonien mit reifen erythroiden
Vorlauferzellen und geringer Proliferationskapazitat (CFU-E = "colony forming unit-erythroid™)
oder Kolonien mit weniger entwickelten erythroiden Vorlauferzellen und hoher
Proliferationskapazitat (BFU-E = "burst forming unit-erythroid") entstehen. Weiterhin kdnnen
Kolonien aus Granulozyten-Vorlauferzellen (CFU-G = "colony forming unit-granulocyte™) und
Vorlauferzellen von Makrophagen (CFU-M = "colony forming unit-macrophage") gebildet
werden. Aullerdem ist die Bildung von Kolonien mit gemischten Vorlauferzellen von
Granulozyten und Makrophagen (CFU-GM) oder Granulozyten, Erythrozyten, Makrophagen
und Megakaryozyten (CFU-GEMM) mdglich. Die Abbildung 3.1.6 A zeigt die Auswertung des
CFU-Assays fur 2AdT-, AF4esMLL-2AdT- und MLLeAF4-2AdT-transduzierte hHSPCs-PB im
Vergleich zu untransduzierten Zellen. Hierflr wurden Kolonien aus mindestens finfzig Zellen
nach jedem der drei Platings gezahlt und anhand ihrer Morphologie bestimmt (Abbildung
3.1.6 A oben rechts). Die Analyse der Gesamtkolonienzahl ergab ein htéheres klonogenes
Potenzial aller transduzierten Zellen im Vergleich zu untransduzierten hHSPCs-PB nach den
ersten beiden Platings. Erst die Bestimmung der verschiedenen Koloniearten zeigte
Unterschiede aufgrund der Expression der Fusionsproteine. Nach dem ersten Plating
differenzierten zunachst alle transduzierten Zellen hauptsachlich in Kolonien aus
Granulozyten- und reifen erythroiden Vorlauferzellen. Nach dem zweiten Plating
differenzierten Zellen nach Expression von MLL*AF4 oder des Fluoreszenzmarkers
hauptséchlich in Kolonien aus Makrophagen-Vorlauferzellen. Zellen, welche das reziproke
Fusionsprotein AF4eMLL exprimierten, zeigten jedoch eine stérkere Differenzierung in
Granulozyten-Vorlauferzellen die als CFU-G oder auch als gemischte Kolonie mit
Makrophagen-Vorlauferzellen (CFU-GM) vorlagen. Die vermehrte Bildung von Leukozyten
nach Expression von AF4sMLL konnte ebenfalls in den Zytospins belegt werden. Die
Abbildung 3.1.6 B spiegelt charakteristische Ausschnitte aller Zellen nach jedem Plating
wider. Besonders nach dem zweiten Plating kénnen, im Vergleich zu den Kontrollen und
MLLeAF4-exprimierenden Zellen, deutlich mehr und vergréRerte AF4sMLL-assoziierte
Leukozyten beobachtet werden. Eine genauere Charakterisierung der Leukozyten in
beispielsweise Granulozyten war jedoch am Mikroskop nicht mdglich. Nach dem dritten

Plating wurden insgesamt nur wenig Kolonien gebildet.
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Abbildung 3.1.6: Colony Forming Unit-Assay von tran sduzierten humanen ha&matopoetischen
Stamm- und Vorlauferzellen

A) Auswertung des CFU-Assays nach insgesamt drei Platings. Gezeigt ist die Anzahl aller Kolonien
pro Konstrukt sowie die verschiedenen Koloniearten. Oben rechts = Morphologie der verschiedenen
Koloniearten.

B) Zytospins untransduzierter sowie aller transduzierter Zellen im CFU-Assay nach jedem Plating.
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Um die Effekte im CFU-Assay auf die lentiviral transduzierten Konstrukte beziehen zu
konnen, wurde die Expression aller Konstrukte bestimmt. Da durch alle Konstrukte der
Fluoreszenzmarker dTomato exprimiert wurde, konnte die Transduktionseffizienz am
Fluoreszenzmikroskop beurteilt werden. Die Abbildung 3.1.7 A zeigt den Nachweis der
exprimierten Konstrukte Gber die Fluoreszenz der Kolonien transduzierter hHSPCs-PB nach
dem ersten Plating, bei etwa 90 % der Kolonien mit dem 2AdT-Konstrukt und etwa 30 % der
Kolonien mit den Fusionsproteinen. Weiterhin wurden die Konstrukte an cDNA der Zellen
nach jedem Plating nachgewiesen (Abbildung 3.1.7 B). Hierbei konnten jedoch
ausschlie3lich nach dem zweiten Plating alle Konstrukte gleichermalien detektiert werden,
was fur eine Selektion transduzierter Klone in diesem Plating spricht. Nach dem ersten
Plating konnte nur das MLL<AF4-Protein neben der Kontrolle, sowie hach dem dritten Plating

nur die Kontrolle nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.1.7: Expression lentiviraler Konstrukte in Kolonien des CFU-Assays

A) dTomato-Fluoreszenzmikroskopie von Kolonien des CFU-Assays nach dem ersten Plating.
VergréRerung = 100x, Belichtung = 0,5 sek

B) Nachweis der integrierten lentiviralen Konstrukte auf transkriptioneller Ebene an cDNA. Als
Ladekontrolle dient der Nachweis von GAPDH. (M = Marker, / = untransduzierte Zellen, dT = 2AdT-
transduzierte Zellen, AM = AF4«MLL-2AdT-transduzierte Zellen, MA = MLLeAF4-2AdT-transduzierte

Zellen, V = Vektorkontrolle, W = Wasserkontrolle).
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3.1.5 Xenograft-Mausmodell

Neben in vitro-Experimenten sollten die Auswirkungen lentiviral transduzierter hHHSPCs im
Tiermodell untersucht werden. Ein Xenograft-Modell (griechisch xénos = Gast; Fremder)
bezeichnet die Transplantation von Zellen oder Geweben zwischen verschiedenen Spezies.
Da es hierbei oft zu Abstolungsreaktionen des Immunsystems und damit zu keinem
Engraftment transplantierter Zellen kommt, muss ein entsprechender Stamm als
Empfangerorganismus im Mausmodell gewéhlt werden. Der hochgradig immundefiziente
Mausstamm NOD/LtSz-scid IL2ry” zeichnet sich durch ein generell schwaches Immunsystem
aus. Durch die sogenannte scid-Mutation der PRKDC-Gene werden DNA-Doppelstrang-
briiche nach der V(D)J Rekombination in B- und T-Zellen nicht repariert und es werden keine
reifen Lymphozyten gebildet. AuBerdem wird durch die homozygote Mutation der "IL2-
gamma-chain"-Gene die Differenzierung von NK-Zellen blockiert. Dennoch wird nach
sublethaler Bestrahlung keine Entwicklung von Lymphomen beglnstigt, xenotransplantierte
Zellen werden gut angenommen und der Mausstamms zeigt eine hohe Uberlebensrate die
16 Monate Ubersteigt (Shultz et al., 2005). Um Leukamie-induzierende Effekte t(4;11)-
assoziierter Fusionsproteine in humanen Zellen im Xenograft-Modell zu untersuchen, wurden
AF4eMLL-2AdT-, MLL.AF4-2AdT- sowie 2AdT-transduzierte hHSPCs-CB verwendet. Nach
sublethaler Bestrahlung von Mausen des Stamms NOD/LtSz-scid IL2ry” wurden die Zellen
direkt in das Knochenmark des Femurs der Tiere transplantiert (IBMT = "intra-bone marrow
transplantation”) (Kim et al., 2013). Diese Transplantationsmethode sollte zu einem besseren
Engraftment der in das Tier eingebrachten Zellen flhren, im Gegensatz zu Transplantationen
in die Blutbahn der Tiere. AufRerdem sollten durch die IBMT subkutane Gewebe-
veranderungen vermieden werden, die bei Transplantationen in die Blutbahn von
immunsuppremierten Mausen haufig entstehen. Die Tabelle 3.1.1 zeigt die Anzahl der
transplantierten Mause pro Konstrukt und die Anzahl der analysierten Mause. Die Daten aller
analysierten Mause flossen in Gewebegewichtsbestimmungen, Blutbilder, Analysen zum

Engraftment humaner Zellen sowie im Nachweis der transduzierten Konstrukte ein.

Tabelle 3.1.1: Anzahl transplantierter und analysie  rter Mause im Xenograft-Mausmodell

Konstrukt Transplantierte Mause Analysierte Mause
PRRL_2AdT 5 4
pRRL_AF4eMLL-2AdT 10 5
pRRL_MLLeAF4-2Ad 5 3
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Insgesamt wurden alle Mause Uber einen Zeitraum von 200 Tagen beobachtet. Die
Abbildung 3.1.8 A zeigt den Leukadmie-Graph fiur diese Zeit. Wahrend des
Beobachtungszeitraums konnte bei keiner Maus eine Leukdmie-Entwicklung oder sonstige
morphologisch feststellbare Erkrankungen diagnostiziert werden. Um genauere Aussagen
Uber den Gesundheitszustand analysierter Mause treffen zu kénnen, wurden Organe des
Brustkorbs und des Bauchraums genauer untersucht. Hierfir wurden die Tiere ventral
geoffnet um Lage, GrolRe und Beschaffenheit von Herz, Lunge, Thymus, Leber, Milz und
Gastrointestinaltrakt zunachst rein optisch charakterisieren. Die Abbildung 3.1.8 C zeigt
Aufnahmen dieser Organe im geo6ffneten Thorax und Bauch je einer Maus pro Konstrukt.
Generell konnten keine Veranderungen der Organe beobachtet werden die auf eine
Erkrankung der Mause schlieRen lieRen. Da die t(4;11)-assoziierte Leukdmie hauptsachlich
den Krankheitsphanotyp einer ALL aufzeigt, wurden zur quantitativen Analyse mdglicher
Veranderungen charakteristische Zellen oder Gewebe der Erkrankung untersucht. Nach
gangigen "Bethesda proposals for classification of lymphoid neoplasms in mice" werden
lymphatische Erkrankungen an Verdnderungen hamatopoetischer Organe wie Blut,
Knochenmark, Milz, Leber oder Thymus und Lymphknoten klassifiziert (Morse et al., 2002).
Zur Analyse dieser Organe wurde zundchst das Gewicht von Milz, Thymus und Leber
bestimmt. Die Abbildung 3.1.8 B zeigt die Auswertung der Gewichte aller analysierten Mause
sowie die durchschnittlichen Gewichte pro verwendetem Konstrukt. Alle Mause zeigten
Milzgewichte deren Mittelwert um etwa 50mg schwankt. Fir den hochgradig
immundefizienten  Mausstamm  NOD/LtSz-scid IL2ry" sind Milzgewichte dieser
GroRRenordnung unauffallig, wéhrend Milzen bei M&ausen ohne Beeintrdchtigung des
Immunsystems ein durchschnittliches Gewicht von 100 mg haben. Da das Knochenmark von
Mausen wahrend der frihen Hamatopoese vollstéandig von Blutzellen ausgefillt wird, werden
hamatopoetische Veradnderungen hauptséchlich durch Gewichts- und GréRenunterschiede
der Milzen ersichtlich. Durch die Expression von AF4sMLL in transplantierten hHSPCs-CB
wurden jedoch im Durchschnitt kleinere und leichtere Milzen der M&ause beobachtet (AM =
37,7 £ 13,8 mg vs. dT = 64,7 + 17,6 mg / MA = 57,4 + 12,3mg). Weiterhin wurden keine
Auffalligkeiten im Vergleich der Thymusgewichte von Mausen nach AF4sMLL- oder
MLLeAF4-Expression beobachtet. Die Analyse der Lebergewichte zeigte hingegen weitere
Unterschiede zwischen den Konstrukten. Wahrend Mause mit AF4eMLL-transduzierten
hHSPCs-CB oder nach Expression der Kontrolle nhormale Lebergewichte von durchschnittlich
1000 mg zeigten, waren die Lebern von Mausen mit transduzierten hHSPCs-CB nach
Expression von MLLeAF4 deutlich groRer und schwerer (MA = 1633,4 + 386,7 mg vs. dT =
1090,8 + 80,8 mg/ AM =972,9 £ 114,6 mQ).
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Abbildung 3.1.8: Krankheitsanalyse im Xenograft-Mau  smodell

A) Kaplan-Meier-Uberlebenskurve transplantierter Mause im Beobachtungszeitraum von 200 Tagen.
Der Leukadmie-Graph dokumentiert das Auftreten von Leuk&mie-Phanotypen.

B) Milz-, Thymus- und Lebergewichte aller analysierten Mause sowie die gemittelten Gewichte pro
verwendetem Konstrukt.

C) Abbildung aller Organe im gedffneten Brust- und Bauchraum je einer Maus pro Konstrukt.
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Zur Beurteilung des Blutes wurden Blutbilder aller analysierten Mause ausgewertet. Diese
bestimmen die Anzahl von Erythrozyten, Thrombozyten und Leukozyten pro Mikroliter Blut.
Da sich Leukamien durch die stark vermehrte Bildung von Leukozyten auszeichnen, wurde
die Anzahl an Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten genauer bestimmt. Die Abbildung
3.1.9 zeigt die Auswertung der Blutbilder aller Mause mit transplantierten hHSPCs-CB nach
Expression von AF4«MLL, MLL*AF4 oder der Kontrolle. Generell lagen die Blutbilder aller
Méause im Normbereich (Leukozyten = 3-15 x 1000/ul; Thrombozyten = 1400-6000 x 1000/pl;
Erythrozyten = 5000-12000 x 1000/ul; Granulozyten = 1,2-6,8 x 1000/ul; Lymphozyten = 1,2-
3,2 x 1000/pl; Monozyten = 0,3-0,8 x 1000/ul; Angaben aus Animal Blood Counter ABX Vet
Pack). Allerdings fielen M&use mit transduzierten hHSPCs-CB nach Expression von
AF4<MLL durch insgesamt weniger Blutzellen auf, als Mause der Kontrollgruppe oder Mause

der Gruppe mit transduzierten hHSPCs-CB nach Expression von MLLeAF4.
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Abbildung 3.1.9: Blutbilder aller analysierten Maus e im Xenograft-Modell

Die Blutbilder dokumentieren die Anzahl von Leukozyten, Thrombozyten und Erythrozyten pro ul Blut.
Die Angaben der Leukozyten wurden weiter unterteilt in die Anzahlen von Granulozyten, Lymphozyten

und Monozyten.
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Um die beobachteten Effekte auf die transplantierten hHSPCs-CB beziehen zu kénnen,
wurde das Engraftment humaner Zellen im Blut und im Knochenmark der Mause untersucht.
Zur Analyse des Blutes wurde im Rhythmus von vier Wochen bis zum Ende des Experiments
Blut aus der Schwanzspitze entnommen und durchflusszytometrisch humane Blutzellen tber
einen APC-gekoppelten hCD45-Antikorper detektiert. Das humane Zelloberflachen-
Glycoprotein CD45 wird auf allen Leukozyten exprimiert und kann zum generellen Nachweis
humaner Zellen des Blutes verwendet werden. Die Abbildung 3.1.10 zeigt die Analyse des
Blutes auf humane hamatopoetische Zellen am Ende des Experiments. Wie der Tabelle
oben rechts zu entnehmen ist, konnten in zwei von vier Mausen mit transduzierten
hHSPCs-CB der Kontrolle, in drei von finf Mausen mit transduzierten hHSPCs-CB nach
Expression von AF4<MLL, jedoch in keiner von drei Mausen mit transduzierten hHSPCs-CB
nach Expression von MLL*AF4 humane Zellen nachgewiesen werden. Der prozentuale
Anteil an detektierten humanen Zellen im Blut fur die Kontrollgruppe zeigte mit der Literatur
vergleichbare Werte von etwa 6 % (Shultz et al., 2005), wahrend die Werte in den Gruppen
der Fusionsproteine deutlich geringer waren. So konnte im Blut von Mausen mit
transduzierten hHSPCs-CB nach Expression von AF4«MLL nur knapp 1% humane Zellen
nachgewiesen werden und die Mause mit transduzierten hHSPCs-CB nach Expression von
MLLeAF4 zeigten keine humanen Zellen im Blut. Da das Engraftment von Zellen nach
Transplantation im Knochenmark meist héher ist, im Vergleich zum Engraftment von Zellen
im peripheren Blut, wurde weiterhin die Anzahl humaner hamatopoetischer Zellen im
Knochenmark am Ende des Experiments bestimmt. Die Abbildung 3.1.11 A zeigt beispielhaft
die durchflusszytometrische Analyse an je einer Maus pro Konstrukt. Durch Detektion Uber
den APC-gekoppelten hCD45-Antikdrper konnten in Mausen mit transduzierten hHHSPCs-CB
der Kontrolle maximal 48 % (vergleiche im Blut maximal 16,3 % in Abbildung 3.1.10) humane
Zellen nachgewiesen werden. Fir Mause mit transduzierten hHSPCs-CB nach Expression
von AF4eMLL wurden maximal 4 % und fur Mause mit transduzierten hHSPCs-CB nach
Expression von MLL*AF4 maximal 3 % humane Zellen im Knochenmark detektiert. Somit
konnte ein Engraftment der Zellen generell bestatigt werden. AufRerdem wurde die
Expression der lentiviral transduzierten Konstrukte in Zellen des Knochenmarks aller
analysierten Mause Uberprift. Wie in Abbildung 3.1.11 B zu sehen ist, konnte im
Knochenmark von drei von vier Mausen die Expression des 2AdT-Konstrukts nachgewiesen
werden, was mit den Daten des Engraftments humaner Zellen korreliert. Im Knochenmark
von Mausen der Fusionsgen-Konstrukte war die Detektion fir MLL*AF4 nur in einem Fall

sehr schwach und fur AF4«MLL nicht mdglich.
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Abbildung 3.1.10: Engraftment humaner Zellen im Blu  t von Mausen des Xenograft-Modells

Durchflusszytometrische Analyse humaner Zellen im Blut von Mausen des Xenograft-Modells Uber
einen APC-gekoppelten hCD45-Antikdrper. Oben links = Auswertung aller Daten zu prozentualen
Anteilen humaner Zellen im Blut sowie Bestimmung des Mittelwerts. Oben rechts = Tabelle zur Anzahl
der Mause, in welchen ein Engraftment von humanen Zellen nachgewiesen werden konnte sowie zum
prozentualen Anteil an humanen Zellen im Blut von Mausen pro Konstrukt, als Mittelwerte mit

Standardabweichungen.
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Abbildung 3.1.11: Engraftment humaner Zellen im Kno  chenmark von M&usen des
Xenograft-Modells

A

A) Durchflusszytometrische Analyse humaner Zellen im Knochenmark von Mausen des Xenograft-
Modells Uber einen APC-gekoppelten hCD45-Antikorper.

B) Nachweis der integrierten lentiviralen Konstrukte auf genomischer Ebene an gDNA aus Zellen des
Knochenmarks. Als Ladekontrolle dient der Nachweis von GAPDH. (M = Marker, AM = AF4sMLL-
2AdT-transduzierte Zellen, MA = MLL*AF4-2AdT-transduzierte Zellen, V = Vektorkontrolle, W =

Wasserkontrolle).

48



Ergebnisse

3.2 Analyse von Sekundarmutationen an genomischer DNA von

Patienten mit einer t(4:11)-assoziierten Leukamie

Die Etablierung von Mausmodellen fir die t(4;11)-assoziierte Leukdmie kann zurzeit nicht als
abgeschlossen betrachtet werden und bedarf weiterer Entwicklungen. Uber Expression des
Fusionsproteins AF4sMLL kann zwar der humane Krankheitsphanotyp ausgeltst werden,
jedoch bendtigt dieses Modell eine lange Latenzzeit (Bursen und Schwabe et al., 2010). Da
fur einen Ausbruch anderer hamatopoetischer Krankheiten oft ein "two hit"-Modell postuliert
wird, in dem proliferations- und Uberlebensbeeinflussende Mutationen mit den exprimierten
Fusionen kooperieren (Gilliland, 2001), sollte diese Hypothese fur die t(4;11)-Leukamie
untersucht werden. Nachdem besonders aktivierende Mutationen der Gene FLT3 und K-
beziehungsweise NRAS diskutiert wurden (Taketani et al., 2004; Mahgoub et al., 1998; Liang

et al., 2006), sollte die Analyse von Sekundarmutationen auf diese Gene fokussiert werden.

3.2.1 Patientengruppen und sequenzierte Gene

Zur Analyse kooperierender Mutationen in den Genen FLT3 und K- beziehungsweise NRAS
wurde genomische DNA einer Gruppe von 144 Patienten mit genetischer Veranderung des
MLL-Gens untersucht. Die Kohorte wurde in drei Untergruppen aufgeteilt. Wahrend 21
Patienten eine komplexe t(4;11)-Leukamie mit Beteiligung der Gene MLL, AF4 und einem
dritten Translokationspartner aufweisen, zeigen 79 Patienten eine reziproke t(4;11)-
Leukdmie. Durch die reziproke Translokation werden die beiden resultierenden
Fusionsproteine MLLe*AF4 und AF4<MLL exprimiert. Die Kontrollgruppe besteht aus 44
Patienten mit einer anderen Verdnderung des MLL-Gens, wie die Expression der
Fusionsproteine MLLeAF9, MLL*ENL, MLL*AF10, MLLeELL und MLLAF6 oder der
Ausbildung einer partiellen Tandemduplikation des MLL-Gens (Abbildung 3.2.1 B). Um
potenzielle Sekundarmutationen zu analysieren, wurde genomische DNA aus Zellen des
Blutes oder des Knochenmarks aller Patienten bei Diagnose untersucht. Hierflr wurden
Regionen der Gene K- beziehungsweise NRAS und FLT3 amplifiziert, in welchen
typischerweise aktivierende Punktmutationen auftreten. Die Abbildung 3.2.1 A zeigt die
untersuchten Regionen der drei Gene. Fir K- und NRAS wurden die Exons 2 und 3
amplifiziert. FUr die ITD-Mutation des FLT3-Gens wurden die Exons 13-15 und fir die TKD-
Mutation das Exon 20 amplifiziert. Die untersuchten Fragmente wurden Uber Agarosegel-
Elektrophorese aufgereinigt (Abbildung 3.2.1 C) und auftretende Mutationen durch direkte

Sequenzierungen identifiziert (Prelle et al., 2013).
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Abbildung 3.2.1: Sequenzierte Gene und Patientengru  ppen der Sekundarmutationsanalyse

A) Schematische Abbildung der Exon-Intron-Struktur analysierter Gene. Die Pfeile symbolisieren die
Lage der Oligonukleotide zum Nachweis der untersuchten Fragmente.

B) Ubersicht der untersuchten Patientengruppen. Alle Patienten mit genetischer Veranderung des
MLL-Gens wurden in drei Untergruppen unterteilt. Patienten mit komplexer t(4;11)-Leuk&mie sind
durch drei Translokationspartner charakterisiert, wahrend bei Patienten mit reziproker t(4;11)-
Leukdmie das AF4-Gen den MLL-Translokationspartner darstellt. Die Kontrollgruppe besteht aus
Patienten mit einer anderen Veranderung des MLL-Gens.

C) Untersuchte Fragmente eines Patienten der Gene K- beziehungsweise NRAS und FLT3.
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3.2.2 Auswertung

Zur Auswertung von kooperierenden Mutationen wurden die Chromatogramme der direkten
Sequenzierungen auf gleichzeitig auftretende Fluoreszenzsignale untersucht, welche auf
eine heterozygote Mutation der DNA oder auf das Vorkommen von genetisch verschiedenen
Zellklonen deuten. Wahrend in den drei untersuchten Patientengruppen sowohl keine ITD-
Mutationen als auch keine TKD-Mutationen des FLT3-Gens identifiziert wurden (Daten nicht
gezeigt), zeigte die Analyse der RAS-Gene insgesamt 16 Nukleinsdureveranderungen. Der
Hauptteil aller identifizierter Mutationen trat in der Untergruppe der Patienten mit reziproker
t(4;11)-Leukamie auf. Hier konnten signifikant die meisten Mutationen (n=8) an gDNA
padiatrischer Patienten erfasst werden. Die Untersuchung adulter Patienten mit reziproker
t(4;11)-Leukamie sowie padiatrischer Patienten mit einer anderen Veranderung des MLL-
Gens deckte hingegen jeweils vier Punktmutationen auf. Die statistische Auswertung der
Mutationen innerhalb der drei Untergruppen reziproker und komplexer t(4;11)-Leuk&mien
und Patienten mit anderen Veranderungen des MLL-Gens zeigte jedoch keine Signifikanz
(Abbildung 3.2.2 A). Zur genaueren Charakterisierung der identifizierten Punktmutationen
wurde der resultierende Aminosaureaustausch bestimmt. Alle NRAS Mutationen, bis auf
einen G12C-Austausch, resultierten in der typischen aktivierenden G12D Mutation.
AulBerdem trat eine NRAS G12D/G13D-Doppelmutation auf. Das Spektrum der KRAS
Mutationen reichte von der typischen aktivierenden G12D Mutation Uber G10A, G12A, G12V
bis zu G13D Aminosaureveranderungen. Fur das Exon 3 der Gene K- beziehungsweise
NRAS, in welchem der typische aktivierende G61-Aminosédureaustausch vorkommen kann,
konnten keine Mutationen erfasst werden. Die Abbildung 3.2.2 B zeigt die identifizierten
Mutationen gelb hinterlegt in den entsprechenden Chromatogrammen.

Um die Tendenz des vermehrten Vorkommens mutierter RAS-Gene in péadiatrischen
Patienten mit reziproker t(4;11)-Leukamie genauer zu analysieren, wurden weiterhin Proben
der Patienten bei Rezidiv untersucht. Da sich funf Patienten zur Zeit der Analyse in
Remission befanden und fir acht Patienten keine Informationen Uber einen Ruckfall zur
Verfligung standen, konnten nur drei Proben analysiert werden. In zwei untersuchten Fallen
konnte bei Rezidiv keine Mutation des RAS-Gens identifiziert werden. Lediglich in der
Gruppe padiatrischer Patienten mit reziproker t(4;11)-Leukdmie zeigte ein Patient auch nach
einem Ruckfall die gleiche Mutation des vorher identifizierten RAS-Allels. Die identifizierte
Mutation ist ein G12V-Aminosdureaustausch im KRAS-Gen. Somit sind RAS-Mutationen bei
Rezidiv eines Patienten in den meisten Fallen nicht mehr nachweisbar, was auf das

Vorkommen von genetisch verschiedenen Zellklonen deutet.
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Abbildung 3.2.2: Auswertung der Sekundarmutationsan

alyse

A) Aufteilung aller analysierten Patienten in drei Untergruppen nach Translokation und Alter. Die

Zahlen in den Késten beschreiben die Anzahl diagnostizierter Mutationen bei Diagnose und Rezidiv

wahrend Signifikanzen tber und unter den jeweiligen Patientengruppen angegeben sind.

B) Tabelle identifizierter Punktmutationen mit Patientennummer, Translokation der Leukamie, Alter

des Patienten

bei

Diagnose,

identifizierte Mutation,

Chromatogramm analysierter Rezidivfalle.

resultierendes Chromatogramm

und
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3.3 Einfluss von Koffein auf AF4*MLL-exprimierende Zellen

Da fur eine andere chromosomale Translokation mit Beteiligung des MLL-Gens gezeigt
werden konnte, dass Koffein als Stimulans zu anti-seneszenten Zustdnden leukamischer
Zellen sowie zu verklrzten Latenzzeiten in Mausmodellen fuhrte (Takacova et al., 2012),

sollte dessen Einfluss auf t(4;11)-assoziierte Zellen untersucht werden.

3.3.1 Wachstumskurven von t(4;11)-Zelllinien

Um den Einfluss von Koffein zu untersuchen wurden t(4;11)-Zelllinien mit verschiedenen
Konzentrationen des Xanthins behandelt. Die drei verwendeten Zelllinien mit dieser
Translokation sind die beiden Vorlaufer-B-Zelllinien SEM und RS(4;11) sowie die Akute
Monocytische Leukamie-Zelllinie MV(4;11). Zur Kontrolle wurden Zellen der Linie KOPN-8
behandelt, da diese das Fusionsprotein MLLsENL wie die Zellen der Studien von Takacova
et al. exprimieren. AuRerdem wurde die Vorlaufer-B-Zelllinie NALM-6 nach Gabe von Koffein
analysiert, um Leukamiezellen ohne genetische Veranderung des MLL-Gens vergleichen zu
kénnen. Alle Zelllinien wurden wéhrend Phasen des exponentiellen Wachstums ohne oder
mit Koffein in Konzentrationen von 0,125 mM, 0,25 mM oder 0,5 mM inkubiert. Die
gewahlten Konzentrationen entsprechen durchschnittlichen Angaben aus Datenbank-
recherchen anderer in vitro-Experimente mit Koffein (Ehrhardt et al., 2013; Hashimoto et al.,
2004). Im taglichen Rhythmus nach Behandlung der Zellen mit Koffein, wurde das
Wachstum Uber drei Tage bestimmt. Die Abbildung 3.3.1 zeigt Wachstumskurven der
untersuchten Leukamie-Zelllinien unter Gabe von Koffein. Um Anderungen der Proliferation
maoglichst genau zu bestimmen, wurden sowohl Lebendzellzahlen (ber Trypanblau-
Farbungen ermittelt (Abbildung 3.3.1 A) als auch Absorptionsmessungen nach Verwendung
des CCKB8-Assays durchgefiihrt, welche eher Ruickschlisse auf die metabolische Aktivitat
der Zellen zulassen (Abbildung 3.3.1 B). Die Trypanblau-Zellzdhlungen zeigten, dass alle
Zelllinien mit einer MLL-Translokation nach drei Tagen ein reduziertes Wachstum nach
Behandlung mit Koffein aufwiesen. Diese Abnahme der Proliferation korrelierte stark mit der
Erhéhung der Koffein-Konzentrationen, wobei die héchste Konzentration das geringste
Wachstum hervor rief. Zu bemerken ist jedoch, dass die Zelllinien SEM und RS(4;11) mit
0,25 mM beziehungsweise 0,125 mM Koffein zu Beginn des Wachstumsexperiments starker
proliferierten. Zellen der Linie NALM-6 zeigten verstarktes Wachstum unter Gabe von Koffein
in einer Konzentration von 0,125 mM Uber den gesamten Zeitraum des Experiments. In
hoéheren Konzentrationen bewirkte die Gabe von Koffein jedoch eine Hemmung des
Wachstums. Im CCK8-Assay hingegen zeigten alle verwendeten Zelllinien ein verringertes

Wachstum, beziehungsweise einen verringerten Metabolismus nach Behandlung mit Koffein.
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Abbildung 3.3.1: Wachstumskurven von Leukamie-Zelll inien unter Koffein-Behandlung

A) Zellzahlungen lebender Zellen lber Trypanblau-Farbungen der Zelllinien SEM, RS(4;11), MV(4;11),
KOPN-8 und NALM-6 24, 48 und 72 Stunden nach Koffein-Behandlung mit den Konzentrationen
0 mM; 0,125 mM; 0,25 mM und 0,5 mM.

B) Absorptionsmessungen nach Verwendung des CCK8-Assays der Zelllinien SEM, RS(4;11),
MV(4;11), KOPN-8 und NALM-6 24, 48 und 72 Stunden nach Koffein-Behandlung mit den
Konzentrationen 0 mM; 0,125 mM; 0,25 mM und 0,5 mM.
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Da die Wachstumskurven der Leukamie-Zelllinien meist eine Hemmung der Proliferation von
Zellen bei steigender Koffein-Konzentration zeigten, wurde dieser Effekt weiterhin Gber einen
Zellzyklus-/Apoptose-Assay charakterisiert. Bromodesoxyuridin wird von Zellen wahrend des
Zellzyklus anstelle des Nukleotids dTTP in die DNA eingebaut und kann durch spezifische
Antikdrper nachgewiesen werden. Durch zusatzliche Farbung mit dem DNA-Interkalaltor
Propidiumjodid kénnen tber durchflusszytometrische Analysen sowohl Veranderungen im
Zellzyklus als auch Apoptose der Zellen nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.3.2: Zellzyklus-/Apoptose-Assay von SEM und RS(4;11) nach Koffein-Behandlung

Durchflusszytometrische Analysen von BrdU Uber einen spezifischen FITC-gekoppelten Antikorper
und Propidiumjodid in den Leukamie-Zellinien SEM und RS(4;11) 72 Stunden nach Koffein-
Behandlung mit einer Konzentration von 0,5 mM.
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In der Abbildung 3.3.2 sind die durchflusszytometrischen Analysen nach Verwendung des
Zellzyklus-/Apoptose-Assays fur die beiden t(4;11)-assoziierten Leukamie-Zelllinien SEM
und RS(4;11) dargestellt. Die Linien wurden mit 0,5 mM Koffein behandelt und nach 72
Stunden analysiert. Die Anzahl von bis zu diesem Zeitpunkt mitotischer Zellen (BrdU") wurde
wie die Verteilung der Zellen in den Phasen des Zellzyklus GO/G1-, S- und G2/M-Phase
sowie die Population an apoptotischen Zellen der sub-2n-Phase (ber den
Nukleinsdureinterkalator  Propidiumjodid ermittelt. Beide Zelllinien zeigten keine
Verdnderungen in der Population der sub-2n-Phase, wodurch ein Einfluss der
Koffeinbehandlung auf die Apoptose der Zellen ausgeschlossen werden kann. Uber die
Verteilung der Zellen in die Phasen des Zellzyklus kann jedoch ein Effekt nach Koffeingabe
beobachtet werden. Beide Linien wiesen weniger Zellen in der S-Phase sowie der G2/M-
Phase auf und mehr Zellen in der GO/G1-Phase. Weiterhin wurden weniger BrdU™ Zellen, die
wahrend des Assays die Mitose durchlaufen hatten, detektiert. Somit wurde ein Arrest von
SEM und RS(4;11) nach Behandlung mit 0,5 mM Koffein in der G1-Phase des Zellzyklus

beobachtet.

3.3.2 Wachstumskurven von stabil AF4eMLL- oder MLL.AF4-
exprimierenden 32D-Zellen

Der Effekt von Koffein auf die Proliferation t(4;11)-assoziierter Zellen wurde an Zellen
erweitert untersucht, die jeweils nur ein Fusionsprotein exprimieren und den im Mausmodell
verwendeten Zellen analog sind. Fir diesen Zweck wurde die murine pro B-Zelllinie aus
longterm Knochenmarkkulturen 32D stabil Giber ecotrope Retroviren transduziert, sodass die
Expression der Fusionsproteine AF4«MLL oder MLL+AF4 resultierte. Die Suspensionszelllinie
32D wachst in Abhangigkeit von Interleukin 3 (IL3) und arretiert ohne IL3 in der GO/G1-
Phase des Zellzyklus, wobei durch anhaltenden Entzug der Zelltod tber Apoptose eintritt.
Die Abbildung 3.3.3 beschreibt die etablierten stabilen Zelllinien, welche anschlieRend fur
in vitro-Experimente verwendet wurden. Gezeigt ist die provirale DNA der verwendeten
Retroviren Uber Konstrukte des Vektors pM-neo-Sfil in schematischer Darstellung mit den
jeweiligen GroRenangaben (A). Weiterhin wurden die Fusionstranskripte AF4sMLL und
MLLeAF4 an cDNA aller kultivierten Klone nachgewiesen, damit nur Klone mit stabiler
Expression flr in vitro-Experimente verwendet wurden (B). Um zusatzlich die stabile
Integration der Konstrukte der verwendeten Klone 32D _dT2A-AF4<MLL #66 und 32D _dT2A-
MLLeAF4 #66 zu Uberprifen, wurden die Fusionstranskripte erneut nach acht Passagen

nachgewiesen (C).
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Abbildung 3.3.3: Stabil AF4«MLL- oder MLLsAF4-expri  mierende 32D-Zelllinien

A) Schematische Darstellung der proviralen DNA verwendeter Retroviren mit GréRenangaben. Die
Pfeile symbolisieren die Lage der Oligonukleotide zum Nachweis der Konstrukte (siehe B).

B) Nachweis der integrierten retroviralen Konstrukte auf transkriptioneller Ebene an cDNA aller
kultivierten Klone. Als Ladekontrolle diente der Nachweis von GAPDH.

C) Erneuter Nachweis der integrierten retroviralen Konstrukte auf transkriptioneller Ebene an cDNA

verwendeter Klone nach acht Passagen. Als Ladekontrolle diente der Nachweis von GAPDH.

Um den Einfluss von Koffein zu untersuchen wurden zuféllig ausgewahlte Klone der
etablierten stabilen Zelllinien, 32D_dT2A-AF4sMLL #66 und 32D_dT2A-MLL*AF4 #66, in
Medium ohne oder mit 0,5mM Koffein kultiviert. Uber Absorptionsmessungen durch
Verwendung des CCK8-Assays wurde die Proliferation der Zellen anhand der metabolischen
Aktivitat Gber einen Zeitraum von drei Tagen beobachtet. Da Koffein bereits seneszente
Programme in MLLeENL-assoziierten Leukdmiezellen inhibieren konnte, wurde der Effekt
des Xanthins weiterhin unter Gabe und Entzug von IL3 untersucht, da 32D-Zellen ohne IL3

im Zellzyklus arretieren. Wie bereits bei den Koffein-Experimenten der Suspensionszelllinien
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zu beobachten war (Abbildung 3.3.1), fuhrte die Behandlung mit dem Xanthin zur Hemmung
der Proliferation aller verwendeten Zellen unabhangig von der Expression des jeweiligen
Fusionsproteins (Abbildung 3.3.4). Diese Wachstumsinhibition bei Koffeinbehandlung wurde
auch unter Entzug von IL3 beobachtet. Somit konnten keine anti-seneszenten Effekte von
Koffein auf t(4;11)-Zellen beobachtet werden. Allerdings konnte nach Expression von
MLLeAF4 gezeigt werden, dass die Proliferation dieser Zellen weniger im Verlauf des
Experiments gehemmt wurde. Da bei 32D-Zellen durch anhaltenden IL3-Entzug der
programmierte Zelltod eintritt, werden hier anti-apoptotische Effekte durch die Expression
von MLLeAF4 bestatigt, welche bereits in alteren Studien beschrieben wurden (Caslini et al.,
2004; Gaussmann et al., 2007).
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Abbildung 3.3.4: Wachstumskurven von stabil AF4sMLL - oder MLLeAF4-exprimierenden 32D-
Zellen in koffeinhaltigem Medium unter Gabe oder En  tzug von Interleukin 3

Absorptionsmessungen nach Verwendung des CCK8-Assays der stabil AF4¢«MLL- oder MLLeAF4-
exprimierenden Klone der Suspensionszelllinie 32D nach 0, 24 und 48 Stunden. Die Zellen wurden
mit und ohne 0,5 mM Koffein sowie unter Gabe (oben) oder Entzug (unten) von Interleukin 3

untersucht.
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3.3.3 Mausmodell

Neben in vitro-Experimenten zur Auswirkung von Koffein auf t(4;11)-assoziierte Zellen wurde
ein murines Transduktions-/Transplantationsmodell etabliert, um die Koffeineffekte auch
in vivo charakterisieren zu kénnen. Hierfir wurden murine hamatopoetische Stamm- und
Vorlauferzellen aus dem Knochenmark von Spendermausen verwendet die Lineage negativ,
also CD5-, B220-, CD11b-, Grl-, 7-4- sowie Ter-119-defizient sind, jedoch das Oberflachen-
antigen Scal exprimieren (MHSPCs = "murine hematopoietic stem and progenitor cells").
Diese Population entspricht CD34°/CD38 humanen hamatopoetischen Stamm- und
Vorlauferzellen (Purton und Scadden, 2007). Die Transduktion der fir zweiundsiebzig
Stunden pra-stimulierten Zellen erfolgte Uber ecotrope Retroviren, die Uber Konstrukte des
pIDEACMV-SEL mittels der Verpackungszelllinie Platinum-E hergestellt wurden. Die
Abbildung 3.3.5 zeigt die provirale DNA der verwendeten Retroviren mit den jeweiligen
GroRRenangaben. AuBerdem ist der Nachweis der integrierten Konstrukte in test-
transduzierten 32D-Zellen dargestellt, um die Infektidsitat der Viren vor Transduktion von

mMHSPCs einschatzen zu konnen.
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Abbildung 3.3.5: Verwendete Retroviren im Mausmodel | zur Untersuchung von Koffeineffekten

A) Schematische Darstellung der proviralen DNA verwendeter Retroviren mit Gré3enangaben.
B) Nachweis integrierter Konstrukte an cDNA test-transduzierter 32D-Zellen. Als Ladekontrolle diente
der Nachweis von GAPDH.

59



Ergebnisse

Insgesamt sollte das verwendete Mausmodell dem Modell von Bursen & Schwabe et al.,
2010 gleichen, um die gewonnenen Daten gut vergleichen zu kodnnen. Neben der
Verwendung desselben Zelltyps und derselben Virusart wurde der experimentelle Ablauf des
Mausmodells eingehalten. Es wurden Empfangermduse des Stamms C57BL/6-Ly5.1
gewahlt, die einen Tag sowie eine Stunde vor der Transplantation einer sublethalen
Ganzkorperbestrahlung mit jeweils funf Gray unterzogen wurden. Dieser Stamm exprimiert
die Isoform 1 des hamatopoetischen Zellmarkers Ly5 (=CD45), sodass im Modell
transduzierte Zellen, welche die Isoform Ly5.2 exprimieren, identifiziert werden konnten
(Shen et al.,, 1985). Der einzige Unterschied beider Modelle lag in der Art der
Transplantation. Um generell ein besseres Engraftment der transduzierten Zellen zu
erreichen, wurden diese direkt in das Knochenmark des Femurs transplantiert. Die Tabelle
3.3.1 fasst die Anzahl der transplantierten Mause sowie die Anzahl der analysierten Mause
pro Konstrukt zusammen. Die Daten aller analysierten Mause flossen in Gewebe-
gewichtsbestimmungen, Analysen zum Engraftment transplantierter Zellen sowie im

Nachweis der transduzierten Konstrukte mit ein.

Tabelle 3.3.1: Anzahl transplantierter und analysie  rter Mause im Koffein-Mausmodell

Konstrukt Transplantierte Mause Analysierte Mause
pIDEACMV-SEL_dT2A 5 4
pIDEACMV-SEL_dT2A-AF4eMLL 17 13
pIDEACMV-SEL_dT2A-MLLeAF4 15 7

Im Mausmodell zur Untersuchung der Auswirkungen von Koffein wurde allen Mausen eine
Woche nach Transplantation Koffein in einer Konzentration von 0,4 mg/ml Uber das
Trinkwasser zugefihrt. Diese Konzentration entspricht der verwendeten Dosis im von
Takacova et al. etablierten Modell. Alle Tiere wurden Uber einen Zeitraum von 260 Tagen
taglich einer phéanotypischen Untersuchung unterzogen, um ein Auftreten von
Krankheitssymptomen friihzeitig zu erkennen. Da im Tiermodell von Bursen & Schwabe et
al. Leukadmien nach 233 £21 Tagen auftraten, wurde das Experiment nach 260 Tagen
abgebrochen und die Tiere analysiert. Zur Bestimmung einer Uberlebenskurve nach Kaplan-
Meier wurde fur alle Mause die Zeitspanne zwischen Transplantation und Ende des
Experiments dokumentiert. Wie die Abbildung 3.3.6 A zeigt, wies keine der transplantierten
Mause den Krankheitsphanotyp einer Leukamie im Beobachtungszeitraum auf. Der Ereignis-

Graph zeigt den plétzlichen Ubernachttod von insgesamt einer Maus mit dem Konstrukt
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pIDEACMV-SEL-dT2A, von vier Mausen mit dem Konstrukt pIDEACMV-SEL-dT2A-AF4sMLL
und von acht Mausen mit dem Konstrukt pIDEACMV-SEL-dT2A-MLL*AF4 in der frihen Zeit
nach Transplantation. Diese Mause hatten extrem zuriickgebildete Milzen und die Anzahl
von Zellen im Knochenmark war deutlich reduziert, was auf die Bestrahlung zurtickgefuihrt
wurde. Am Ende des Beobachtungszeitraums von 260 Tagen wurde der Thorax und der
Bauchraum aller Mause ged6ffnet um GrolRe, Lage und Beschaffenheit der Organe zu
untersuchen. Alle Mause waren bei dieser Untersuchung vollkommen unauffallig. Da im Falle
einer Leukamie haufig die VergroRerung der Milz auftritt, wurden alle Milzen prapariert und
gewogen. Die Abbildung 3.3.6 B zeigt die Auswertung aller Milzgewichte der Mause sowie
deren Mittelwert nach Konstrukten. Hierbei konnten keine Verédnderungen beobachtet

werden. Alle Mause zeigten normale Milzgewichte des Mausstamms C57BL/6-Ly5.1 von

etwa 100 mg.
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Abbildung 3.3.6: Krankheitsdokumentation der Mause im Koffein-Modell

A) Kaplan-Meier Uberlebenskurven transplantierter Mause im Beobachtungszeitraum von 260 Tagen.
Links = Der Leukamie-Graph dokumentiert das Auftreten von Leukamie-Phanotypen. Rechts = Der
Ereignis-Graph dokumentiert das Auftreten von anderen Ereignissen, die zum Tod der Tiere fihrten.

B) Milzgewichte aller analysierten Mause sowie die gemittelten Gewichte pro verwendetem Konstrukt.
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Um das Engraftment der transplantierten Zellen im Knochenmark nachzuweisen wurden die
Knochen beider Beine gespilt und die Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Da die
transduzierten Zellen die Isoform 2 des hamatopoetischen Zelloberflichenmarkers Ly5
(= CD45) exprimieren, konnten diese gut von Zellen der Empfangerméause C57BL/6-Ly5.1
unterschieden werden. Die Anzahl CD45.2" Zellen gibt somit Aufschluss tber den Erfolg des
Engraftments transplantierter Zellen im Knochenmark. Die Abbildung 3.3.7 A zeigt die
durchflusszytometrische Analyse von CD45.2" Zellen im Knochenmark analysierter Mause.
Wie der Tabelle oben rechts zu entnehmen ist, konnten in zwei von drei Mausen mit dT2A-
transduzierten mHSPCs, jedoch nur in vier von dreizehn Mausen mit dT2A-AF4sMLL-
transduzierten mHSPCs und in zwei von sieben Mausen mit 2AdT-MLLeAF4-transduzierten
mHSPCs CD45.2" Zellen nachgewiesen werden. Der prozentuale Anteil an detektierten
Spenderzellen im Knochenmark lag fiur die Kontrollgruppe bei mehr als 20 %, fiir beide
Fusionen allerdings nur bei ~8 % beziehungsweise ~2 %. Da diese Werte auf ein schlechtes
Engraftment der transplantierten Zellen im Koffein-Modell deuten, wurden die Werte
zusatzlich mit Werten eines analogen Modells ohne Koffeingabe verglichen (Kapitel 3.4). Die
Tabelle 3.3.2 zeigt, dass das Engraftment transplantierter Zellen unter Koffeinbehandlung
der Mause um mehr als die Halfte reduziert war im Vergleich zu Mausen ohne Koffeinzusatz
im Trinkwasser. AuRerdem war der prozentuale Anteil an CD45.2" Zellen im Koffein-
Mausmodell wesentlich geringer (Koffein-Modell = 7,8 + 18,6 % vs. Modell ohne Koffein =
21 +£30,7 %). Somit hemmte Koffein die Proliferation von Zellen in vitro und auch das

Engraftment von transplantierten Zellen im Mausmodell.

Tabelle 3.3.2: Vergleich des Engraftments transplan tierter Zellen im Mausmodell + Koffein

Koffein-Modell Modell ohne Koffein
Anzahl der Mause mit
8/23 (34,8 % 12/17 (70,6 %
CD45.2" Zellen ( °) ( °)
Prozentualtir Anteil an 7.8 % £ 18,6 % 21 % + 30,7 %
CD45.2" Zellen

Weiterhin wurde die erfolgreiche Integration der viralen Konstrukte in transduzierten und
anschlieRend transplantierten Zellen auf genomischer Ebene nachgewiesen. Wie in
Abbildung 3.3.7 B zu sehen ist, konnte in zwei von dreizehn analysierten Mausen das virale
Konstrukt dT2A-AF4<MLL in Knochenmarkzellen nachgewiesen werden. Alle Kontrollmause
und alle Mause des Konstrukts dT2A-MLL*AF4 zeigten keine Expression beziehungsweise
Integration der Konstrukte, was jedoch auf das geringe Engraftment der Zellen zuriick

gefuhrt werden kann.
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A) Durchflusszytometrische Analyse zum Engraftment CD45.2" Zellen im Knochenmark von Mausen

des Koffein-Modells (ber einen APC- bzw. FITC-gekoppelten CD45.2-Antikérper. Oben links

Auswertung aller Daten zu prozentualen Anteilen humaner Zellen im Blut sowie Bestimmung des

Mittelwerts. Oben rechts = Tabelle zur Anzahl der Mause, in welchen ein Engraftment von humanen

Zellen nachgewiesen werden konnte sowie zum prozentualen Anteil an humanen Zellen im Blut von

Méausen pro Konstrukt, als Mittelwerte mit Standardabweichungen.

B) Nachweis der verwendeten Konstrukte an gDNA aus Knochenmarkzellen analysierter Mause.
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3.4 Expression von MLL-C im Mausmodell

Fur die t(4;11)-assoziierte Leukamie scheint das reziproke Fusionsprotein AF4<MLL das
treibende Onkogen zu sein, da es in vitro zum Verlust der Kontaktinhibition sowie zu
Wachstumstransformation von Zellen (Bursen et al.,, 2004) und im Mausmodell zur
Entwicklung lymphatischer Leukamieformen fihrt (Bursen und Schwabe et al.,, 2010).
MLL-assoziierte Leukdmien zeichnen sich jedoch oft durch komplexe Chromosomen-
aberrationen wie Translokationen mit drei oder vier beteiligten Genen, Insertionen,
Deletionen und Inversionen aus. Als Resultat dieser komplexen Aberrationen entsteht meist
ein isolierter MLL C-Terminus, der nicht oder in umgekehrter Orientierung mit dem
Translokationspartner fusioniert ist (Meyer et al., 2013). Durch einen Gen-internen Promotor
strangaufwarts des MLL Exon 12 kann der MLL C-Terminus jedoch auch ohne
Fusionspartner transkribiert werden. Das so entstandene MLL-C-Protein beginnt ab der
Bromodomane und endert mit der konservierten SET-Doméne des MLL-Proteins. Uber die
enthaltenden Schnittstellen der Taspase 1 wird das MLL-C-Protein in ein ~97 kDa grol3es
N-terminales Fragment und das auch im Wildtyp Protein vorkommende C-terminale
Fragment gespalten. Uber die zwei intramolekularen Interaktionsdoménen FYRN und FYRC
heterodimerisieren die Fragmente, sodass dem stabilisierten MLL-C-Protein eine Funktion
als Histonmethyltransferase uber die SET-Doméane zukommt (Scharf et al., 2007). Da auch
etwa 20 % aller Patienten mit einer t(4;11)-assoziierten Leuké&mie kein reziprokes
Fusionsprotein AF4sMLL ausbilden und es zur Bildung des MLL-C Proteins kommt (Kowarz
et al., 2007), sollte das Potenzial des MLL C-Terminus ermittelt werden, eine Krankheit im

Mausmodell hervorzurufen.

3.4.1 Mausmodell

Um die Effekte der Expression des MLL C-Terminus in vivo charakterisieren zu kénnen,
wurde ein murines Transduktions-/Transplantationsmodell etabliert. Hierfir wurden mHSPCs
verwendet, welche der Population von CD34/CD38 hHSPCs entsprechen (Purton und
Scadden, 2007). Die Transduktion der fur zweiundsiebzig Stunden pra-stimulierten Zellen
erfolgte Uber ecotrope Retroviren, die Uber Konstrukte des pIDEACMV-SEL mittels der
Verpackungszelllinie Platinum-E hergestellt wurden. Die Abbildung 3.4.1 A zeigt die provirale
DNA der verwendeten Retroviren mit den entsprechenden GréRenangaben. Neben Viren far
die Expression des MLL C-Terminus wurden Konstrukte ohne die C-terminal gelegenen
381 bp verwendet, welche fur die SET-Doméane des MLL-Proteins kodieren (Kapitel 2.4.2).
Da MLL-C uber die SET-Domane wie das Wildtyp-Protein Uber Histonmethyltransferase-
aktivitat verfugt (Scharf et al., 2007; Meyer et al., 2013), stellt das Konstrukt MLL-CASET
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eine inaktive Form des MLL C-Terminus dar. Weiterhin wurden beide Konstrukte tber eine
T2A Sequenz mit verschiedenen Fluoreszenzmarkern fusioniert, um eventuelle Effekte
dieser Marker ausschlieBen zu konnen. Vor der Transduktion von mHSPCs wurde die
Kopienzahl der Viren pro Konstrukt je Milliliter Virustuberstand ermittelt, um maoglichst gleiche
Virusmengen zu verwenden und &hnliche Transduktionseffizienzen zu erhalten. Die
Abbildung 3.4.1 B zeigt die Viruskopienbestimmung der MLL:C-, ASET- und Fluoreszenz-
markerkonstrukte (ber quantitative PCR an cDNA aus viraler RNA im Uberstand der
Verpackungszelllinie Platinum-E. In der Tabelle sind die Viruskopien fir jedes Konstrukt
angegeben, die tber eine Standardkurve ermittelt wurden.

A
2AdT (3326 bp) zsG2A (3351 bp)
El—FJ H E
=] =] B
MLL-C_2AdT (10702 bp) zsG2A_MLL-C (10727 bp)
B AE [E] E
H Az 2 e
MLL-CASET_2AdT (10321 bp) zsG2A_MLL-CASET (10346 bp)
E . 3 E £
G HA ; :

B
Viruskopienbestimmung
40 -
|

30 - u,
- Konstrukt |Viruskopien/ml
@©
g 20 | Kontrolle ® 2,7 x10°
I MLL-C ®| 45x1¢

MLL-CASETE| 20x 10
10 -
0 v ' .
1000 100000 10000000 1000000000

Kopien

Abbildung 3.4.1: Verwendete Retroviren im MLL-C-Mau  smodell

A) Schematische Darstellung der proviralen DNA verwendeter Retroviren mit GréRenangaben.

B) Viruskopienbestimmung der Konstrukte MLL-C, ASET und der Fluoreszenzmarker (Kontrolle) tiber
quantitative PCR an cDNA aus revers transkribierter viraler RNA im Uberstand der
Verpackungszelllinie Platinum-E. Die absolute Quantifizierung der cDNA-Kopien im Virusiiberstand

erfolgte nach Herstellerangaben anhand einer Standardkurve.
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Um transduzierte mHSPCs im Mausmodell jederzeit identifizieren zu kdénnen, wurden
Empfangerméuse des Stamms C57BL/6-Ly5.1 gewahlt. Da dieser Stamm die Isoform 1 des
hamatopoetischen Zellmarkers Ly5 (= CD45) exprimiert, kdénnen transduzierte Zellen
unterschieden werden, welche die Isoform Ly5.2 exprimieren (Shen et al., 1985). Nach einer
sublethalen Ganzkorperbestrahlung mit jeweils funf Gray, sowohl einen Tag als auch eine
Stunde vor der Transplantation, wurden die Zellen direkt in das Knochenmark des Femurs
transplantiert. Die Tabelle 3.4.1 zeigt die Anzahl der transplantierten Mause pro Konstrukt
und die Anzahl der analysierten Mause, deren Daten in Gewebegewichtsbestimmungen und
Analysen zum Engraftment transplantierter Zellen sowie im Nachweis der transduzierten

Konstrukte einflossen.

Tabelle 3.4.1: Anzahl transplantierter und analysie  rter Mduse im MLL-C-Mausmodell

Konstrukt Transplantierte Mause Analysierte M&use
pIDEACMV-SEL_ Kontrolle 11 4
pIDEACMV-SEL_MLL-C 14 9
pIDEACMV-SEL_MLL-CASET 10 4

Da fur die Expression von MLL-C im Mausmodell bisher keine Publikationen vorliegen,
wurden die Tiere Uber einen fir Mausmodelle langen Zeitraum von 410 Tagen beobachtet.
Aufgrund der Assoziation des MLL-C-Proteins mit der Entstehung bei reziproken und
komplexen Translokationen die zum Phanotyp einer Leukamie fuhren, wurde im Mausmodell
besonders auf die Entwicklung dieser Krankheit geachtet. Die Abbildung 3.4.2 A zeigt den
Leukamie-Graph des Modells Uber den Beobachtungszeitraum von 410 Tagen. Eine Maus
mit zsG2A-MLL.C-transduzierten mHSPCs entwickelte Merkmale einer Leukdmie aufgrund
der transplantierten Zellen nach 190 Tagen. Bei allen anderen Mausen wurde keine
Leukdmie diagnostiziert oder es konnten keine transplantierten Zellen bei Analyse
nachgewiesen werden. Am Ende des Beobachtungszeitraums oder bei Analyse wurden
Thorax und Bauchraum aller Méause gedffnet um GréRe, Lage und Beschaffenheit der
Organe zu untersuchen. Da im Falle einer Leukdmie h&ufig die VergroRerung der Milz
auftritt, wurden alle Milzen préapariert und gewogen. Die Abbildung 3.4.2 B zeigt die
Auswertung aller Milzgewichte der M&use sowie deren Mittelwert nach Konstrukten.
Wahrend Mause mit Fluoreszenzmarker- oder ASET-transduzierten mHSPCs normale
Milzgewichte des Mausstammes C57BL/6-Ly5.1 von etwa 100 mg zeigten, waren die Milzen
von Mausen mit MLL.C-transduzierten mHSPCs im Vergleich oft grof3er und schwerer
(MLL-C = 243,3 + 260,7 mg vs. Kontrolle = 113,3 £ 16,5 mg und ASET = 142,0 £ 40,4 mg).
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Abbildung 3.4.2: Krankheitsdokumentation der Mause im MLL-C-Mausmodell

A) Kaplan-Meier-Uberlebenskurve transplantierter Mause im Beobachtungszeitraum von 410 Tagen.

B) Milzgewichte aller analysierten Mause sowie die gemittelten Gewichte pro verwendetem Konstrukt.

Zur Charakterisierung der Leuk&miemerkmale der Maus mit zsG2A-MLL:C-transduzierten
MHSPCs wurden Zellen des Knochenmarks und der Milz durchflusszytometrisch untersucht.
Um den entstandenen Krankheitsphanotyp auf die transplantierten Zellen beziehen zu
konnen, wurde zunachst der prozentuale Anteil an CD45.2" Zellen bestimmt. Wie in
Abbildung 3.4.3 A zu sehen ist, bestand das Knochenmark nahezu vollstandig aus
transplantierten Zellen. Weiterhin wurden lymphatische Oberflachenmarker auf CD45.2*
Zellen untersucht. Wahrend CD45.2" mHSPCs einen normalen Anteil an B-Lymphozyten
bildeten (Nachweis (iber B220), betrug der Anteil an reifen T-Lymphozyten (CD3" Zellen) fast
90 %. Nach gangigen "Bethesda proposals for classification of lymphoid neoplasms in mice"
konnte daher ein T-Zell Neoplasma klassifiziert werden. Zur genaueren Charakterisierung
des Krankheitsphanotyps wurden Blutausstriche und Zytospins von Zellen des Knochen-
marks und der Milz analysiert. Wie in Abbildung 3.4.3 B erkennbar, ist die Anzahl von
Leukozyten im Blut nicht erhéht. Die Zytospins von Knochenmark und Milz zeigen kleine bis
mittelgroRe Leukozyten. Da aullerdem keine VergréfRerung des Thymus, jedoch ein
Milzgewicht von 173 mg beobachtet wurde, scheint es sich um ein reifes T-Zell Neoplasma
mit Charakteristiken eines Lymphoms zu handeln (Morse et al., 2002). Die Analyse der
Milzzellen zeigte analoge Resultate (Daten nicht gezeigt).

Um die beobachteten Effekte auf die transplantierten mHSPCs beziehen zu kénnen, wurde
das Engraftment CD45.2" Zellen im Knochenmark aller analysierten Mause untersucht. Die
Abbildung 3.4.4 zeigt die durchflusszytometrische Analyse des Knochenmarks lber einen
CDA45.2-Antikorper. Wie der Tabelle oben rechts zu entnehmen ist, konnten in drei von vier
Mausen mit Fluoreszenzmarker-transduzierten mHSPCs, in sechs von neun Mausen mit
MLL-C-transduzierten mHSPCs und in ebenfalls drei von vier Mausen mit ASET-
transduzierten mHSPCs CD45.2" Zellen nachgewiesen werden. Insgesamt wies das MLL-C-

Mausmodell somit ein Engraftment transplantierter Zellen von mehr als 70 % auf.
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Abbildung 3.4.3: Analyse des Krankheitsphanotyps de r Maus mit zsG2A-MLL.C-transduzierten
murinen hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen

A) Durchflusszytometrische Analyse von Zellen des Knochenmarks. Bestimmt wurde der Anteil an
transplantierten Zellen (CD45.2") im Vergleich zu Zellen der Empfangermaus (CD45.1%). Weiterhin
wurde der prozentuale Anteil an reifen T-Lymphozyten (CD3") und B-Lymphozyten wahrend der
Entwicklung (B220") unter den transplantierten Zellen bestimmt.

B) Blutausstrich und Zytospins von Zellen des Knochenmarks und der Milz.
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Abbildung 3.4.4: Engraftment CD45.2 * Zellen im Knochenmark von Maéausen im
MLL-C-Mausmodell

Durchflusszytometrische Analyse CD45.2" Zellen im Knochenmark (ber einen APC-/FITC-
gekoppelten Antikérper im Vergleich zu koérpereigenen Zellen der Empfangermause, welche die
Isoform 1 des hamatopoetischen Zelloberflachenmarkers CD45 exprimieren. Oben links = Auswertung
aller Daten zu prozentualen Anteilen CD45.2" Zellen sowie Bestimmung des Mittelwerts. Oben
rechts = Tabelle zur Anzahl der Mause, in welchen ein Engraftment von CD45.2" Zellen
nachgewiesen werden konnte sowie zum prozentualen Anteil an CD45.2" Zellen im Knochenmark von

Mausen pro Konstrukt, als Mittelwerte mit Standardabweichungen.
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3.4.2 Sekundare Retransplantationsexperimente

Zur Bestatigung des Phanotyps eines reifen T-Zell Neoplasmas mit Charakteristiken eines
Lymphoms der Maus mit zsG2A-MLL-C-transduzierten mHSPCs wurden sekundare
Retransplantationsexperimente durchgefihrt. Hierfir wurden Zellen des Knochenmarks und
der Milz dieser Maus in sublethal bestrahlte Empféangermause transplantiert. Um
transplantierte Zellen im Mausmodell identifizieren zu kodnnen, wurden erneut
Empfangerméause des Stamms C57BL/6-Ly5.1 verwendet, welche die Isoform 1 des
hamatopoetischen Zelloberflachenmarkers Ly5 (=CD45) exprimieren, wahrend auf den
urspriinglich transplantierten Zellen die Isoform CD45.2 zu finden ist. Die Abbildung 3.4.5
zeigt die Auswertung der sekundaren Retransplantationsexperimente. Zur Bestimmung der
Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier wurde fir alle M&ause die Zeitspanne zwischen
Transplantation und Auspragung eines Krankheitsphénotyps dokumentiert. Wie in Abbildung
3.4.5 A zu sehen ist, konnten nach 13 Tagen erste Anzeichen einer entstehenden Krankheit
beobachtet werden, nach 29 Tagen waren alle Mause erkrankt. Um genauere Aussagen
Uber den Gesundheitszustand erkrankter Mause treffen zu kénnen, wurden die Organe des
Bauchraums genauer untersucht. Hierflir wurde Lage, Grol3e und Beschaffenheit von Leber,
Milz und Gastrointestinaltrakt zunachst rein optisch charakterisiert. Die Abbildung 3.4.5 B
zeigt Aufnahmen dieser Organe je einer Maus pro transplantierter Zellart. Bei allen Mausen
waren die Lebern deutlich vergrof3ert. Aulerdem wurde bei allen Mausen eine Zunahme an
Gewicht und GroRRe der Milzen beobachtet, welche zur genaueren Untersuchung prépariert
und gewogen wurden. Die Analyse der Milzgewichte aller Mause zeigte ein
durchschnittliches Gewicht von 499,3 + 126,1 mg in Mausen mit transplantierten Milzzellen
der Primarmaus und von 464,8 + 204,6 mg in Mausen mit transplantierten Knochenmark-
zellen der Primarmaus (Abbildung 3.4.5 C). Weiterhin wurde eine erhéhte Infiltration von
Leukozyten besonders sowohl im Knochenmark als auch in der Milz beobachtet, was ein
Vergleich der Zytospins in den Abbildungen 3.4.5 B und 3.3.4 B zeigte. Um die Zellen des
Knochenmarks genauer zu charakterisieren wurde eine durchflusszytometrische Analyse
durchgefiuhrt. Die Abbildung 3.4.5 D zeigt eine erhdhte Anzahl reifer T-Lymphozyten, welche
das Oberflachenantigen CD45.2 exprimieren und somit als urspriinglich transplantierte
Zellen identifiziert werden kdnnen. Insgesamt konnte somit der Krankheitsphanotyp der
primar mit zsG2A-MLL-C-transduzierten mHSPCs transplantierten Maus bestatigt werden.
So zeigten sowohl Mause, welche mit Knochenmarkzellen der Primdrmaus transplantiert
wurden als auch Mause, welche mit Milzzellen der Primarmaus transplantiert wurden ein
reifes T-Zell Neoplasma mit Charakeristiken eines Lymphoms. Nach Transplantation mit
Milzzellen der Primarmaus konnte die Auspragung des Phanotyp allerdings etwas schneller

beobachtet werden.
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Abbildung 3.4.5: Analyse sekundérer Retransplantati
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onsexperimente der zsG2A-MLL:C-Maus

A) Kaplan-Meier-Uberlebenskurve aller mit Zellen des Knochenmarks oder der Milz transplantierter

Mause im Beobachtungszeitraum.

B) Abbildungen aller Organe je einer Maus pro Gruppe transplantierter Knochenmark- oder Milzzellen.

Weiterhin ist beispielhaft ein Zytospin von Knochenmarkzellen und Milzzellen einer sekundar

transplantierten Maus gezeigt.

C) Milzgewichte aller analysierten Mause sowie die gemittelten Gewichte pro Gruppe.

D) Zusammengefasste Auswertung der durchflusszytometrischen Analyse von Knochenmarkzellen

aller sekundar transplantierten Mause.
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3.4.3 Auffallige Erkrankungen von Mausen nach Expression des
MLL-C-Proteins

Auch wenn Uber den Beobachtungszeitraum von 410 Tagen nur eine Maus einen
Krankheitsphanotyp mit Merkmalen einer Leukamie beziehungsweise eines Lymphoms
durch die transplantierten mHSPCs entwickelte, konnte im Mausmodell das Auftreten
weiterer Krankheiten dokumentiert werden. Wie die Abbildung 3.4.6 im Ereignis-Graph zeigt,
traten vor allem in der Gruppe von Mausen nach Expression des MLL-C-Proteins gehauft
Krankheiten auf. Die Tabelle beschreibt alle Ereignisse (Analyse der Mause nach
Feststellung prafinaler Merkmale, nach Feststellung anderer Krankheiten die ein Leiden der
Tiere hervorgerufen hatte oder plotzlicher Tod) des Mausmodells nach 100 Tagen, da zu
diesem Zeitpunkt der Einfluss von Bestrahlung, Narkose oder Transplantation
ausgeschlossen werden kann. Fir diesen Zeitraum wurden bei 27,3 % der Mause mit
Fluoreszenzmarker-transduzierten mHSPCs, 20 % der Mause mit ASET-transduzierten
MHSPCs und 57,1 % der Mause mit MLL:C-transduzierten mHSPCs Ereignisse beobachtet.
Wahrend die Gruppe des ASET-Konstrukts und der Kontrolle ausschlieRlich mildere
Erkrankungen wie Diarrhoe und Obhrinfektionen aufwiesen oder aufgrund unauffalliger
phanotypischer Untersuchungen keine eindeutigen Diagnosen gestellt werden konnten, wies
die Gruppe der Mause nach Expression des MLL-C-Proteins in funf von acht Fallen enorme

Gewebeverdnderungen in hdmatopoetischen Organen auf.
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Abbildung 3.4.6: Analyse auftretender Ereignisse im MLL-C-Mausmodell

Links = Der Ereignis-Graph dokumentiert das Auftreten von Ereignissen (prafinale Merkmale oder
Krankheiten die ein Leiden der Tiere hervorrufen) die zum Tod der Tiere fihrten. Rechts = Tabelle
auftretender Ereignisse nach Gruppen der transplantierten Konstrukte. Gezeigt werden der Tag der

Diagnose sowie deren Ergebnis.
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Da besonders die Ereignisse mit Veranderungen hamatopoetischer Organe bei Mausen mit
MLL-C-transduzierten mHSPCs auffielen, wurden diese genauer charakterisiert. Die
Abbildungen 3.4.7, 3.4.8 und 3.4.9 zeigen die Analyse von drei dieser Falle. Um auftretende
Krankheitsphéanotypen auf die transplantierten mHSPCs beziehen zu konnen, wurde
zunachst der Anteil an CD45.2" Zellen im Knochenmark und den veranderten Geweben
durchflusszytometrisch bestimmt. Da jedoch in den drei analysierten Fallen keine CD45.2"
Zellen identifiziert werden konnten und nur Zellen detektiert werden konnten, welche den
hamatopoetischen Zelloberflachenmarker CD45.1 exprimierten, kénnen die beobachteten
Krankheitsbilder nicht eindeutig mit der Transplantation von MLL-C-transduzierten mHSPCs
verbunden werden. Dennoch traten die Gewebeverdnderungen exklusiv in der Gruppe
dieser Mause auf. Die Abbildung 3.4.7 zeigt eine VergroRerung von Leber, Milz und Thymus
251 Tage nach Transplantation. Die durchflusszytometrische Analyse zeigt vermehrt reife
T-Lymphozyten (CD3") sowie leicht vermehrte B-Lymphozyten im Knochenmark und in der
Milz der Maus. Weiterhin konnten im Thymus der Maus ebenfalls vermehrt reife
T-Lymphozyten (CD3") beobachtet werden. AuRerdem wurde eine Infiltration von
Lymphozyten im Blutausstrich und dem Zytospin der Knochenmarkzellen beobachtet. Nach
gangigen "Bethesda proposals for classification of lymphoid neoplasms in mice" konnte
daher erneut ein T-Zell Neoplasma klassifiziert werden, welches aufgrund der vermehrten
Lymphozyten im Blut Charakteristiken einer Leukdmie aufweist. Auch die Maus mit
prafinalen Merkmalen nach 255 Tagen (Abbildung 3.4.8) zeigte Veré&nderungen hamato-
poetischer Gewebe. Hier konnte eine extreme Gewichtszunahme der Milz verzeichnet
werden, welche durch die Bildung eines Tumors begulnstigt wurde. Um die Zellen des
Tumors separat zu untersuchen, wurde die durchflusszytometrische Analyse neben Zellen
des Knochenmarks und der Milz (roter Teil Milz) auf Zellen des Milztumors (wei3er Teil Milz)
erweitert. Wie die Abbildung 3.4.8 zeigt, konnten vor allem im Knochenmark und in Zellen
des Tumors ein erhohter Anteil von 50-60 % myeloischer Zellen (Mac1®) identifiziert werden.
Auch die Abbildungen der Zytospins von Knochenmark- und Milzzellen zeigten eine
Infiltration von myeloischen Zellen. Ein erhohtes Vorkommen an myeloischen Zellen (Mac1®)
konnte ebenso in Knochenmarkzellen der Maus mit Krankheitssymptomen 353 Tage nach
Transplantation beobachtet werden. Die Abbildung 3.4.9 B zeigt die durchflusszytometrische
Analyse der Knochenmark- und Milzzellen. In Zellen der Milz wurde jedoch ein normaler
Anteil an myeloischen Zellen beobachtet, wahrend vermehrt B-Lymphozyten detektiert
wurden. Nach gangigen "Bethesda proposals for classification of lymphoid neoplasms in
mice" weisen diese Resultate auf ein Neoplasma mit eher biphdnotypischem Ursprung hin.
Generell zeigte die Milz keine auffalligen phénotypischen Veranderungen. Allerdings war der

Thymus dieser Maus stark vergrof3ert.
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Abbildung 3.4.7: Krankheitsanalyse einer MLL:C-expr  imierenden Maus nach 251 Tagen

A) Abbildungen aller Organe sowie des Blutausstrichs und des Zytospins von Knochenmarkzellen.

B) Durchflusszytometrische Analyse von Zellen des Knochenmarks, der Milz und des Thymus.
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Abbildung 3.4.8: Krankheitsanalyse einer MLL:C-expr  imierenden Maus nach 255 Tagen

A) Abbildungen aller Organe sowie der Zytospins von Knochenmark- und Milzzellen.

B) Durchflusszytometrische Analyse von Zellen des Knochenmarks und der Milz (weil3er / roter Teil).
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Abbildung 3.4.9: Krankheitsanalyse einer MLL: C-expr

A) Abbildungen aller Organe.

imierenden Maus nach 353 Tagen

B) Durchflusszytometrische Analyse von Zellen des Knochenmarks und der Milz.
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4 Diskussion

4.1 Expressionssysteme flir grol3e Fusionsproteine in humanen

Zellen und Auswahl geeigneter Zelltypen und Mausmodelle

Die Erforschung des Pathomechanismus von Leukdmien durch Tiermodelle ist ein
essenzieller Bestandteil fur die Behandlung und Heilung der Krankheit. Die Modelle klaren
Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Zellen im Organismus und decken intrazellulare
Signaltransduktionskaskaden auf, welche fir die Initiation und das Andauern der Erkrankung
entscheidend sind. Aul3erdem finden etablierte Modelle Anwendung in Therapie-assoziierten
Studien. Da Leukamien durch krankhafte Veranderungen hématopoetischer Zellen hervor-
gerufen werden, sollten Tiermodelle bevorzugt werden, welche auf diese Zelltypen fokussiert
sind. Wahrend transgene Mause das kinstlich eingefihrte Gen sowohl in somatischen
Zellen als auch in Keimbahnzellen tragen, kénnen mit Transfektionsmethoden hamato-
poetische Zellen unterschiedlichen Differenzierungsgrades verandert und anschlielend
transplantiert werden, wodurch auch Rickschlisse auf den zellularen Ursprung der
Erkrankung gezogen werden kénnen.

Fur die t(4;11)-assoziierte Leukamie ist die Etablierung von Transfektions-/Transplantations-
Modellen jedoch problematisch. Die Fusionsproteine MLLsAF4 und AF4<MLL haben je nach
Lage der Bruchpunkte der entsprechenden Gene eine GréRe von 2100-2400
beziehungsweise 2800-3200 Aminosauren. Diese enorme Grol3e beeinflusst die Wahl des
effektivsten Expressionssystems dramatisch. Generell werden drei Gruppen von
Transfektionsmethoden unterschieden. Klassische chemische Methoden verwenden
kationische Polymere, Calciumphosphat oder kationische Lipide die Uber Komplexbildung
und Endozytose zur Aufnahme der DNA fihren. Physikalische Methoden bringen die DNA
Uber Mikroinjektion, Elektroporation, Sonoporation, Laser-Bestrahlung, magnetische
Nanopartikel oder durch Genkanonen in die Zielzellen ein (Kim und Eberwine, 2010).
Bezlglich der Grol3e der einzubringenden DNA sind diese Methoden nicht limitiert, jedoch
fuhren sie hauptsachlich zu einer transienten Expression. Da Tiermodelle je nach Latenzzeit
die stabile Expression des eingefiihrten Gens lber unbestimmte Zeit voraussetzen, sind
diese Methoden meist unzureichend. Auf3erdem werden fir Leukdmie-Modelle hauptsachlich
Stamm- und Vorlauferzellen genetisch verandert. Chemische Methoden zeigen hier
Transfektionseffizienzen von <1 % sowie eine minimale Integration der eingefiihrten Gene.
Deshalb finden hdchstens physikalische Methoden wie Elektroporationen Anwendung, da sie
ohne besondere Voraussetzungen durchzufiihren sind (Peister et al.,, 2004; Moore et al.,
2010), auch wenn hier oft hohe Viabilitatsverluste der Zellen verzeichnet werden und ein

Einfluss auf die Induktion der Differenzierung nicht ausgeschlossen werden kann. Am
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effektivsten sind jedoch biologische Methoden unter Verwendung viraler Systeme.
Besonders simple Retroviren zeichnen sich, ebenso wie komplexe Retroviren, durch hohe
Transduktionseffizienzen und hohe Integrationsraten aus, wodurch stabile Expressions-
systeme resultieren. Allerdings konnen stabil integrierte Gene Insertionsmutagenesen
hervorrufen und die Retroviren sind durch die Gréf3e ihres Genoms auf maximal 7-12 kb der
proviralen DNA limitiert (Zhang und Godbey, 2006). Wie die Abbildungen 3.1.1 und 3.3.5
zeigen, sind fur die Fusionsgene MLL*AF4 und AF4sMLL nur Grof3en proviraler DNA an der
oberen Grenze dieses Limits oder dartiber hinaus méglich, was zu erheblichen Verlusten der
Verpackungs- und Transduktionseffizienz fuhrt. Weiterhin sind dadurch klassische MOI-
Bestimmungen Uber die Fluoreszenz nicht mdglich und auch semiquantitative Beurteilungen
der Transduktionseffizienz, welche gDNA-Kopien der Fusionsgene Uber Titrations-PCR-
Experimente mit Plasmidkopien vergleichen, liefern keine Aussage Uber den Erfolg des
Expressionssystems. AuBerdem konnte diese Arbeit zeigen, dass es aufgrund der
maximalen Auslastung des viralen Kapsids zu Splicevarianten des eingeflihrten Gens
kommen kann. Viren mit gréReren Genomen wie Adenoviren, die einen Austausch von bis
zu 30 kb des 36 kb Genoms zulassen, waren an dieser Stelle optional. Da Adenoviren
allerdings nicht zu einer Integration und somit zur stabilen Expression der eingefihrten DNA
fuhren, sowie weiterhin beispielsweise Lymphozyten nur schlecht infizieren (Zhang und
Godbey, 2006), stellen sie zurzeit keine echte Alternative zu Retroviren dar. Hier kdnnte eine
Kombination mit Methoden hilfreich sein, welche Uber Transposonelemente zur Integration
von eingefuhrten Genen und stabilen Expressionen fuhren. Das "sleeping beauty"-System
bedient sich dabei an einem Transposaseenzym, das von inversen Basenwiederholungs-
elementen flankierte Gene zufallig in palindromische AT-Wiederholungen im Genom inseriert
(lvics et al., 2004). Fiur Krebszellen sowie Stamm- und Vorlauferzellen konnten bereits
erfolgreiche stabile Geninsertionen gezeigt werden (Sumiyoshi et al., 2009; Hong et al.,
2014). Ob eine Kombination aus Einschleusung grofRer Fusionsgene Uber beispielsweise
Adenoviren und anschlieBender Integration Uber Transposonsysteme effizient fir
hamatopoetische Zellen ist, bleibt jedoch weiter zu untersuchen. Aktuell scheinen hier
retrovirale Systeme mit geringen Transduktionseffizienzen, gefolgt von Elektroporationen mit
unerwinschten Wirkungen auf die Zelle und geringer Integration, die dennoch effektivsten

Expressionssysteme hamatopoetischer Zellen.

Weiterhin ist die Frage nach der Auswahl eines geeigneten Zelltyps im Leukamie-Modell
essenziell, da die Expression der Fusionsproteine vermutlich nur in Zellen entsprechenden
Ursprungs den humanen Phanotyp der Erkrankung korrekt imitiert. Fir die t(4;11)-assoziierte
Leukamie liegt der Ursprung der Erkrankung in utero. Da die Leukamie eine maligne
Erkrankung des blutbildenden Systems ist, scheinen frihe hamatopoetische Zellen als

Ursprung naheliegend. Allerdings konnte das Fusionsprotein MLLeAF4 auch in der DNA
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mesenchymaler Stammzellen des Knochenmarks bei Patienten identifiziert werden, wahrend
andere Leukamie-assoziierte Fusionsproteine nicht gefunden wurden. Dies lasst auf einen
zellularen Ursprung in pra-hamatopoetischen Vorlauferzellen schlie3en (Menendez et al.,
2009). Das Modell humaner embryonaler Blutzellbildung geht von einer Population
multipotenter Stammzellen, den Hamangioblasten aus, welche im Mesoderm des Embryos
zu hématopoetischen und endothelialen Stammzellen differenzieren. Hamatopoetische
Stammzellen besiedeln anschlieBend die fotale Leber, die Milz und schliellich das
Knochenmark (Wang et al., 2004; Cumano und Godin, 2007). Da t(4;11)-Zellen weiterhin von
der AF4-induzierten Transkription des humanen Glycoproteins CD133 abh&ngig sind,
welches auf hdmatopoetischen und endothelialen Stammzellen exprimiert wird (Mak et al.,
2012), scheinen Hamangioblasten als zellularer Ursprung wahrscheinlich. Fur Tiermodelle
verfigbare humane Zellen mit ahnlichem Ursprung sind pranatale embryonale Stammzellen
(hESCs), die in vitro aus Embryonen bis zum Blastozystenstadium vermehrt wurden (Cortes
et al., 2009) sowie postnatale CD34" hamatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen aus der
fotalen Leber, aus Nabelschnurblut oder dem peripheren Blut ber Apherese (Vodyanik et
al., 2005; Drake et al., 2011). Fur hESCs konnte bereits eine gering erhéhte Instabilitat des
MLL-Gens nach Exposition mit Etoposid im Vergleich zu CD34" hHSPCs gezeigt werden
(Bueno et al.,, 2011). Weiterhin verstarkte die Expression von MLLeAF4 die endotheliale
Spezifikation von hESCs (Bueno et al., 2012). Fur CD34" hHSPCs konnte eine initiale
Zunahme der Proliferation und des klonogenen Wachstums, gefolgt von einem
Zellzyklusarrest nach Expression von MLLeAF4, in dieser Arbeit und von Montes et al.
gezeigt werden. Die Expression von AF4eMLL in CD34" hHSPCs zeigte dagegen im
Vergleich flacher verlaufende Wachstumskurven aufgrund der vermehrten Apoptose, aber
auch eine verstarkte Bildung von Leukozyten (Abbildungen 3.1.4, 3.1.5 und 3.1.6). Allerdings
konnten fur frihe humane hamatopoetische Zellen bisher keine Mausmodelle etabliert
werden, wodurch die Frage des zellularen Ursprungs weiterhin auf hESCs und CD34"

hHSPCs, stellvertretend fur Hamangioblasten, fixiert bleibt.

Die Problematik der bisher nicht erfolgreichen Etablierung eines humanen Mausmodells fur
die t(4;11)-assoziierte Leukamie konnte neben der Frage nach dem korrekten zellularen
Ursprung auch in der Wahl eines geeigneten Mausmodells begrindet sein. Bisher wurde
aufgrund moglicher AbstolRungsreaktionen und schlechtem Engraftment xenotransplantierter
Zellen der hochgradig immundefiziente Mausstamm NOD/LtSz-scid IL2ry" als Empfanger-
organismus gewahlt. Dieser bildet keine reifen Lymphozyten und NK-Zellen und zeichnet
sich durch ein generell schwaches Immunsystem aus, wodurch gute Transplantations-
ergebnisse erzielt werden kdénnen (Shultz et al., 2005). Allerdings kdnnte ein schwaches
Immunsystem kontraproduktiv fir die Imitation von Erkrankungen sein, welche sich wie

Leukdmien durch starke Interaktionen mit dem Immunsystem auszeichnen. Zur
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Rekonstitution eines humanen Immunsystems in immundefizienten Mausen kénnen
Transplantationen von humanen fotalen Thymus- und Leberzellen in Kombination mit
humanen CD34" hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen dienen (BLT-Mause = bone
marrow/liver/thymus) (Lan et al., 2006; Denton et al., 2012). Andere Moglichkeiten ein dem
Immunsystem &hnliches Milieu fir transplantierte humane Zellen zu erzielen, kann durch die
Expression humaner Zytokine sowie durch Idealisierung von Zell-Zell- oder Rezeptor-
Liganden-Interaktionen im immundefizienten Mausstamm gelingen (Drake et al., 2012). So
fuhrt die Expression der humanen Zytokine SCF, GM-CSF und IL3 zu erhOhter
hamatopoetischer Rekonstitution nach Transplantation (NSG-SGM3-Mé&ause) (Billerbeck et
al., 2011) und auch der knockin humaner Zytokin-Gene in murine analoge Gene zeichnete
sich durch eine verbesserte Differenzierung transplantierter Zellen aus. Weiterhin zeigt die
Expression humaner MHC-Gene verbesserte T-Zell Funktionen transplantierter Zellen und
auch die Humanisierung von Genen, welche flr murine Makrophagen Funktionen nétig sind,
erhdhen die Effizienz erfolgreicher Xenograft-Mausmodelle (Drake et al., 2012). Die Wahl
eines solchen humanisierten Mausstamms konnte somit zur Etablierung eines Modells der

t(4;11)-asoziierten Leukamie beitragen.

4.2 Zellbiologische Effekte der t(4:11)-assoziierten Fusions-

proteine in vitro

Die Grundlagenforschung der humanen t(4;11)-assoziierten Leukéamie bezieht sich in erster
Linie auf Analysen der beiden resultierenden Fusionsproteine MLLsAF4 und AF4<MLL. Um
Auswirkungen der Fusionen im Tiermodell verstehen zu kénnen, ist die Analyse von
zellbiologischen Effekten in vitro entscheidend. Da murine Systeme oft besser etabliert sind,
werden sie haufig fur erste Untersuchungen verwendet. Frihere in vitro-Studien an stabil
MLLeAF4-exprimierenden, induzierbaren, murinen embryonalen Fibroblasten zeigten eine
blockierte Proliferation der Zellen. AulRerdem konnten anti-apoptotische Effekte Uber einen
Arrest in der GO/G1l-Phase des Zellzyklus nach Serumentzug beobachtet werden
(Gaussmann et al., 2007). In dieser Arbeit konnten diese anti-apoptotischen Effekte des
MLLeAF4-Proteins in murinen 32D-Zellen nach IL3-Entzug bestatigt werden (Abbildung
3.3.4). Ein Einfluss der Fusionsproteine auf die Proliferation unter normalen Bedingungen
konnte jedoch kaum beobachtet werden, da ein Zeitraum von drei Tagen fir eine korrekte
Aussage Uber das Proliferationsverhalten eher ungenitigend ist. Im Gegensatz zu den
Beobachtungen von Gaussmann et al. im murinen Zellsystem, fiihrte die Expression von
MLL*AF4 in CD34" hHSPCs-CB initial zur Zunahme der Proliferation und des klonogenen
Wachstums sowie ebenfalls zu hoéheren Uberlebensraten (Montes et al., 2011). Die
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Untersuchungen an MLLeAF4-exprimierenden CD34" hHSPCs-PB in dieser Arbeit konnten
die initiale Zunahme der Proliferation bestatigen (Abbildungen 3.1.4). Allerdings wurde nach
etwa funfzig Tagen eine Stagnation dieses initialen Wachstums der Zellen beobachtet, was
am nun eher geraden Verlauf der Wachstumskurve Uber die Trypanblau-Farbungen
erkennbar war. In dieser Phase wurde im Zellzyklus-/Apoptose-Assay ein Arrest der Zellen
wahren des Zellzyklus nachgewiesen (Abbildung 3.1.5). Somit scheint das MLL*AF4-Protein
zwar zu einer Steigerung der Proliferation fihren zu konnen, jedoch uberwiegen anti-
apoptotische Mechanismen wie die Blockierung des Zellzyklus durch das Fusionsprotein,
wodurch die Proliferation blockiert wird. Aus diesem Grund kénnen in zellbasierten Studien
zur Proliferation von MLLeAF4-exprimierenden Zellen sowohl Wachstumssteigernde als auch
-hemmende Effekte beobachtet werden. Zudem wurde in dieser Arbeit wie auch von Montes
et al. keine Veranderung wéahrend der Differenzierung humaner hamatopoetischer Stamm-
und Vorlauferzellen nach Expression von MLLeAF4 beobachtet (Abbildung 3.1.6). Die
Arbeiten von Bueno et al. zeigten aufRerdem eine endotheliale Spezifikation humaner
embryonaler Stammzellen nach Expression des Fusionsproteins. Somit scheint MLLsAF4
keinen Einfluss auf die hamatopoetische Differenzierung zu haben.

Das AF4sMLL-Protein hingegen fuhrte zur vermehrten Bildung von Leukozyten, und genauer
Granulozyten, im CFU-Assay (Abbildung 3.1.6). Somit scheint das reziproke Fusionsprotein
einen Einfluss auf die Differenzierung von hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen zu
haben. Insgesamt wurde jedoch keine Zunahme des klonogenen Wachstums im Vergleich
zu Zellen beobachtet, welche das MLLe*AF4-Protein oder den Fluoreszenzmarker als
Kontrolle exprimierten. Auch die Proliferation von AF4sMLL-exprimierenden Zellen scheint
oftmals nur wenig veréndert. So konnten in friheren in vitro-Studien an stabil AF4¢MLL-
exprimierenden, induzierbaren, murinen embryonalen Fibroblasten flacher verlaufende
Wachstumskurven im Vergleich zu den Kurven der Kontrollen beobachtet werden. Die
genauerer Analyse des Wachstums von AF4sMLL-exprimierenden Zellen zeigte jedoch eine
erhohte Apoptoserate, aber auch einen verstarkten Metabolismus der Zellen (Gaussmann et
al., 2007). In Analysen dieser Arbeit konnte die Steigerung der Apoptose und auch der
vermehrte Metabolismus der CD34" hHSPCs-PB nach Expression des reziproken
Fusionsproteins bestétigt werden (Abbildungen 3.1.4, 3.1.5). Durch diese Effekte scheint das
AF4eMLL-Protein kaum Einfluss auf die Proliferation der Zellen zu haben, da bei den rasch
wachsenden Zellen mit einem hohen Metabolismus zlgig der programmierte Zelltod eintritt.
Da jedoch weiterhin in murinen zellbasierten Systemen der Verlust der Kontaktinhibition und
die Wachstumstransformation von Zellen nach Expression von AF4«MLL beobachtet werden
konnte, scheint das reziproke Fusionsprotein Uber onkogenes Potenzial zu verfligen (Bursen
et al., 2004).
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4.3 Die Relevanz von RAS-Mutationen in t(4:11)-assoziierten

Leukamien

Onkogene Mutationen des GTPase-Gens RAS konnen bei ~25 % aller Krebserkrankungen
identifiziert werden und kommen héaufig bei hdmatopoetischen Krankheiten vor. Besonders
K- und NRAS-Mutationen der Codons 12, 13 und 61 sind mit der Stimulus-unabhangigen
Aktivierung des RAS/RAF/MEK/ERK-Signalwegs und einhergehender maligner Proliferation
sowie erhohten Uberlebensraten assoziiert. So konnen transgene Mausmodelle einer
K- beziehungsweise NRAS G12D Mutation zu erhdhter Myeloproliferation fihren. Bei allen
Leukdmienarten werden mehr NRAS-Mutationen im Vergleich zu KRAS-Mutationen
beobachtet (Ward et al., 2012), da NRAS-Mutationen hauptséachlich bei hdmatopoetischen
Erkrankungen und KRAS-Mutationen hauptsachlich bei epithelialen Erkrankungen auftreten
(Schubbert et al., 2007). Kindliche ALLs mit genetischer Veranderung des MLL-Gens stellen
jedoch eine Ausnahme dar, da hier ~40 % KRAS-Mutationen und ~10 % NRAS-Mutationen
auftreten (Liang et al., 2006). Auch die haufigste MLL-Translokation bei Sauglingen t(4;11)
zeichnet sich durch das Auftreten von RAS-Mutationen bei durchschnittlich 26 % der
Patienten aus (Driessen et al., 2013; Prelle et al., 2013 / diese Arbeit; Barbosa et al., 2014).
Eine genauere Auswertung der Daten zeigt, dass mehr als zwei Drittel der Patienten eine
KRAS-Mutation der Codons 12 und 13 tragt und dass besonders G12-Aminosaure-
veranderungen mit einem geringen Alter und hohen Leukozytenzahlen bei Diagnose

assoziiert sind (Abbildung 4.1).

NRAS
31,6%
(25%G12, 25%G13, 50%G61)
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68,4%
(54%G12, 46%G13)
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Abbildung 4.1: RAS-Mutationen bei Sauglingen mit einer t(4;11)-assozi  ierten Leukamie

Haufigkeiten von K- und NRAS-Mutationen bei Sauglingen mit einer t(4;11)-Leukamie und Auswertung
des Alters und der Leukozytenzahl bei Diagnose in Abhdngigkeit von der Art der KRAS-Mutation
(Abbildung mit Daten von Driessen et al., 2013; Prelle et al., 2013 / diese Arbeit; Barbosa et al., 2014).
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Die vermehrte Diagnose von KRAS-Mutationen bei kindlichen t(4;11)-ALLs kénnte mit dem
zellularen Ursprung der Erkrankung verbunden sein (Kapitel 4.1). Da die Leukadmie in utero
vermutlich in Hamangioblasten entsteht, kdnnten zusatzliche eher endothelial gepréagte
KRAS-Mutationen ein weiteres Indiz dieser Hypothese sein. Die sich wahrend der
Embryogenese oft teilenden Hamangioblasten kdnnten, ausgeltst durch den Translokations-
initierenden Stimulus, weitere Mutationen aquirieren. Allerdings kann innerhalb der Gruppe
identifizierter KRAS-Mutationen keine besondere Frequenz einer bestimmten Mutation
beobachtet werden. So kommen G12- und G13-Aminosaureveranderungen zu etwa gleichen
Anteilen vor und auch die resultierende Aminoséure ist variabel (Abbildungen 3.2.2 und 4.1).
Auch wenn G12-Mutationen mit einem geringeren Alter und hoheren Leukozytenzahlen
assoziiert und fur die Leukédmogenese fordernd sind, da die intrinsische GTPase Aktivitat von
G13-Mutanten eher der Wildtyp-Form ahnelt (Chen et al., 2013), stellt diese Mutation kein
besonderes Merkmal der t(4;11)-Leuké&mie dar. Daher scheinen zwar Mutationen im
KRAS-Gen typisch fur die t(4;11)-assoziierte Leukamie, jedoch ist die Auspragung der
Mutation eher willkirlich.

Weiterhin kann das mutierte RAS-Allel bei einem Rezidiv meist nicht mehr diagnostiziert
werden (Abbildung 3.2.2; Barbosa et al., 2014). Die Begrindung kénnte in der Funktion des
MLLeAF4-Fusionsproteins zu finden sein. Dessen Expression fuhrte in vitro zu einer
Aktivierung des Transkriptionsfaktors Elk-1, welcher Uber den RAS/RAF/MEK/ERK-
Signalweg beeinflusst wird. Nach Inhibition der Kinase MEK konnte die Elk-1-Aktivierung
aufgehoben werden und auch eine Inhibition der MLLeAF4-Expression in t(4;11)-Zelllinien
fuhrte zu einem reduzierten Phosphorylierungsstatus von MEK (Ng et al., 2010). Weiterhin
erhohte die Expression von MLLe*AF4 die Transkription des Kinase-Gens EphA7. Die
Expression der Kinase filhrte zu einem gesteigerten Phosphorylierungsstatus von ERK,
dessen Blockierung in t(4;11)-Zelllinien aul3erdem zu Apoptose fuhrte (Nakanishi et al.,
2007). Somit scheint die Expression von MLL*AF4 den RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweg zu
aktivieren, wodurch die initiale Proliferation von humanen Zellen nach Expression des
Fusionsproteins begriinden werden kann (Montes et al., 2011; Abbildung 3.1.4). Allerdings
konnte in dieser Arbeit auch eine Stagnation der Proliferation nach langerer
Wachstumsphase durch einen Zellzyklusarrest gezeigt werden, und auch in murinen
Systemen wurde bereits ein gehemmtes Wachstum nach Expression von MLL.AF4
beobachtet (Gaussmann et al., 2007). Dieser Effekt scheint mit anti-apoptotischen
Auswirkungen der Expression von MLLeAF4 zu korrelieren. So wird unter Expression des
Fusionsproteins der Zellzyklus auch nach Entzug von Seren oder anderen essenziellen
Wachstumsstimulanzien, nach Induktion der Apoptose mit TNFa und nach Behandlung mit
bestimmten Arzneimitteln oder auch Koffein blockiert. Durch das Auftreten von RAS-
Mutationen kann der MLLeAF4-assoziierte aktive RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweg stabilisiert
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werden, wodurch die anti-apoptotischen Effekte, wie die Blockierung des Zellzyklus,
gehemmt werden. So kann es zwar zu einem schnelleren Ausbruch der Erkrankung, jedoch
auch zu einer besseren Therapierbarkeit kommen, wodurch nur wenige RAS-Mutationen bei
einem Rezidiv diagnostiziert werden.

Uber die genannten Beobachtungen lassen sich weiterhin etablierte Mausmodelle fiir das
Fusionsprotein MLLeAF4 deuten. Durch Aktivierung des RAS/RAF/MEK/ERK-Signalwegs
kommt es zu erhohter Proliferation der genetisch veranderten hamatopoetischen Zelle und
zur Entstehung von hauptsachlich Lymphomen. Da lber die Expression von MLLeAF4 die
Differenzierung nicht beeinflusst wird (Kapitel 4.2), werden variable myeloproliferative
Krankheiten diagnostiziert (Chen et al., 2006; Metzler et al., 2006; Krivtsov et al., 2008;
Tamai und Inokuchi, 2013), welche den Phanotypen von RAS-Modellen &ahneln. Die
Entstehung der Erkrankungen ist weiterhin mit langen Latenzzeiten verknipft, was
vermutlich durch die Stagnation der Proliferation begriindet werden kann. Uber die
Kooperation von RAS-Mutationen kann das stagnierte Wachstum jedoch aufgehoben
werden. So flhrte eine aktivierende KRAS-Mutation im MLLeAF10-assoziierten Xenograft-
Mausmodell zum Ausbruch einer Leukéamie nach acht Wochen, wahrend beide Mutationen
allein keinen Krankheitsphanotyp induzieren konnten (Moriya et al., 2012). Eine aktivierende
KRAS-Mutation im transgenen MLLeAF4-Mausmodell verklirzte die Latenzzeit der
Lymphomentwicklung weiterhin von zwolf auf finf Monate, wahrend die KRAS-Mutation
allein nicht zu einer Erkrankung fiihrte (Tamai et al., 2011).

Zusammengefasst scheinen RAS-Mutationen besonders wahrend der Translokation in utero
im Hamangioblasten aufzutreten, weshalb hauptsachlich KRAS-Mutationen bei kindlichen
t(4;11)-Patienten vorkommen. Da die Mutation nicht essenziell fir die Leukdmogenese der
Erkrankung ist, werden variable Formen der KRAS-Mutationen von G12- und G13-
Aminosaureverdnderungen sowie einige NRAS-Mutationen detektiert. Dennoch fihrt die
Kooperation von RAS-Mutationen mit der Expression der Fusionsproteine zu einem
rascheren Ausbruch der Erkrankung und zu extrem hohen Leukozytenzahlen im Blut bei
Diagnose. Dies konnte durch die Stabilisierung des MLLeAF4-assoziierten aktiven
RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweg begrindet sein. Allerdings wird so auch der anti-
apoptotische Effekt des MLLeAF4-Proteins gehemmt, wodurch die Erkrankung besser auf die
Therapie anspricht und so weniger RAS-Mutationen bei Rezidiv dignostiziert werden.
Wourden die Klone mit einer RAS-Mutation durch die Therapie eliminiert, besteht das Rezidiv
aus angereicherten Klonen, welche MLLeAF4-assoziierte anti-apoptotische Effekte und
dadurch Therapieresistenz zeigen. Fir die Aufrechterhaltung der Erkrankung scheinen RAS-
Mutationen daher entbehrlich. So kdnnte der Krankheitsphanotyp der t(4;11)-Hochrisiko-
Leukdmie entstehen. Diese Annahme ist jedoch zurzeit rein spekulativ und bedarf weiterer

Untersuchungen.
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4.4 Der FLT3-Signalweq in t(4:11)-assoziierten Leukamien

Onkogene Mutationen der Rezeptor-Tyrosinkinase FLT3 kommen bei Kindern mit einer ALL
hauptsachlich bei ~21-28 % der Patienten mit hyperdiploidem Karyotyp und bei ~16-18 %
der Patienten mit genetischer Veranderung des MLL-Gens vor (Armstrong et al., 2004,
Taketani et al., 2004; Brown et al., 2005; Barbosa et al., 2014). Fur Sauglinge und
Kleinkinder mit einer t(4;11)-ALL konnten jedoch keine (diese Arbeit) oder insgesamt sechs
FLT3-Mutationen in drei Studien mit jeweils mehr als 130 Patienten dieser Altersgruppe
identifiziert werden (Taketani et al.,, 2004; Emerenciano et al., 2008; Barbosa et al., 2014).
Die diagnostizierten Mutationen der Sauglinge mit einer t(4;11)-ALL sind in der
Tyrosinkinasedomane der Codons 835 und 836 lokalisiert und gehen mit geringem Alter von
durchschnittlich drei Monaten und erhdhten Leukozytenzahlen bei Diaghose von
durchschnittlich 550 x 10%! einher. Allerdings kann kein eindeutiger Hinweis auf einen
Einfluss auf die Prognose der Patienten in Abhangigkeit der zusatzlichen Mutation
identifiziert werden (Taketani et al., 2004; Emerenciano et al., 2008; Barbosa et al., 2014).
Dennoch scheint der FLT3-abhangige Signalweg entscheidend mit der t(4;11)-Leuk&mie
assoziiert, da in leukdmischen Blasten von Patienten haufig eine hohe Expression der
Wildtyp Tyrosinkinase sowie ein erhdhter FLT3-Phosphorylierungsstatus beobachtet wird.
Besonders Patienten mit sehr hoher FLT3-Expression entwickeln friih ein Rezidiv und zeigen
sehr schlechte Uberlebensraten im Vergleich zu Patienten ohne genetische Veranderung
des MLL-Gens (Stam et al., 2007; Chillon et al., 2012). Da vor allem t(4;11)-Zellen mit sehr
hoher FLT3-Expression selektiv auf FLT3-Inhibitoren wie Midostaurin (PKC412) und
Lestaurtinib (CEP-701) ansprechen, werden aktuelle Behandlungsprotokolle bereits um
Lestaurtinib erweitert. Uber die Inhibitoren wird der Phosphorylierungsstatus der
Tyrosinkinase inhibiert und die Zellen gehen in Apoptose (Brown et al., 2005; Stam et al.,
2007; Brown, 2013).

Auf molekularbiologischer Ebene konnte die Relevanz des aktiven FLT3-Signalwegs noch
nicht vollstandig aufgeklart werden, da die Aktivierung der Tyrosinkinase besonders in Zellen
mit einer t(4;11)-Translokation zu einer kontraren Auswirkung zu fihren scheint. In genetisch
nicht veréanderten hamatopoetischen Vorlauferzellen fiihrt die Bindung des Liganden am
FLT3-Rezeptor zu erhdhter Proliferation und dadurch zur Initiation der Differenzierung von
Blutzellen. Ebenso ist der Signalweg durch die konstitutiven FLT3-Mutanten TKD und ITD
aktiv, was hier zu einer enormen Proliferation und Differenzierung, sowie zur Entartung der
Zellen fuhrt (Kapitel 2.5.1). Bei t(4;11)-Zellen fuhrt die Stimulation durch den Liganden jedoch
zur Inhibition der Proliferation tber einen Arrest in der GO/G1-Phase des Zellzyklus und zur
Unterdriickung der Apoptose nach Bestrahlung oder Behandlung mit Chemotherapeutika. Im

Gegensatz weisen Leuké&miezellen ohne genetische Verdnderung des MLL-Gens diese
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Effekte nicht auf und zeigen die auch in genetisch nicht mutierten Zellen auftretende
Zunahme der Proliferation (Furuichi et al., 2007). AuRerdem fihrt eine zusatzliche TKD-
Mutation in MLLeAF4-exprimierenden murinen 32D, hESCs und CD34" hHSPCs zur
gesteigerten Unterdriickung der Apoptose sowie zu verringertem klonogenen Wachstum und
zur Hemmung der Differenzierung in Blutzellen. Im Mausmodell fihrte die FLT3-Aktivierung
in MLLeAF4-exprimierenden Zellen dementsprechend nicht Transformation und somit zu
keiner Erkrankung der Tiere (Yamaguchi et al., 2009; Bueno et al., 2013; Montes et al.,
2013).

Ein aktiver FLT3-Signalweg scheint somit zu Quieszenz von t(4;11)-Zellen zu fiihren, da
nach Bindung des Liganden die Proliferation abnimmt und die Apoptose Uber einen Arrest in
der GO/G1-Phase des Zellzyklus inhibiert wird. So kénnen die ruhenden Zellen schon vor
Beginn der Therapie resistente Kolonien bilden, welche zu einem raschen Rezidiv der
Hochrisiko-Leukdmie fihren. Da die Aktivierung des FLT3-Signalwegs Uber eine erhéhte
Expression der Wildtyp Tyrosinkinase und Stimulation des Liganden gewahrleistet werden
kann, scheinen TKD-Mutationen Uberflussig, was durch die extrem geringe Diagnoserate bei
Patienten unterstutzt wird. Weiterhin scheinen ITD-Mutationen sogar nachteilig wahrend der
t(4;11)-Leukamogenese, da sie die Aktivierung von Liganden-abhangigen Signalwegen an
der Zelloberflache blockieren. Diese Stimulation tUber Liganden ist jedoch sowohl flr den
Wildtyp FLT3-Signalweg als auch fur weitere Zell-Zell-Interaktionen entscheidend
(Choudhary et al., 2009). Die Expression der Tyrosinkinase wird von den beiden t(4;11)-
assoziierten Fusionsproteinen gewahrleistet. So konnte das FLT3-Gen ebenso wie das
RUNX1-Gen als MLLeAF4-Target ermittelt werden (Wilkinson et al., 2013). Weiterhin scheint
das AF4<MLL-Protein an RUNX1 zu binden, wodurch ein aktiver Transkriptionsstatus tber
H3K4,,.3-Signaturen des PU.1-Gens fir eine aktive Expression von FLT3 sorgt (Huang et al.,
2011; Koh et al., 2013; Zhou et al., 2013). Die hoch exprimierte Tyrosinkinase kann so Uber
Interaktionen mit Stromazellen des Knochenmarks und Bindung des Liganden aktiviert
werden, wodurch es zu den beschriebenen quieszenten Effekten kommt (Furuichi et al.,
2007). So konnten weiterhin Beobachtungen gedeutet werden, die Chemoresistenz nach
Interaktion von Zellen mit genetischer Verdnderung des MLL-Gens und Zellen des
Knochenmarks zeigen (Sison et al., 2013). Da diese Interaktion essenziell fur t(4;11)-Zellen
scheint, werden aktuell Inhibitoren der Verbindung mit Stromazellen in Behandlungs-
protokollen fur die kindliche ALL diskutiert (Brown, 2013). Eine Inhibition des FLT3-
Signalwegs kdnnte weiterhin die Quieszenz von t(4;11)-Zellen blockieren, was zu einer
besseren Therapierbarkeit fihren kdnnte. Da jedoch eine FLT3-Aktivierung in t(4;11)-Zellen
lediglich die Quieszenz beeinflusst, muss auch die Suche nach einer Onkogen-gerichteten

Therapie weiter verfolgt werden.
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4.5 Koffein-abhéngige Wachstumsinhibition von t(4:11)-Zellen

Der ATM/ATR-abhangige DNA-Reparaturmechanismus fiihrt innerhalb seiner Funktion nach
genotoxischem Stress zur Blockierung des Zellzyklus und zu Seneszenz. Da fur
verschiedene Krebserkrankungen und auch fir Leukdmiezellen mit genetischer Veranderung
des MLL-Gens bereits eine Hemmung dieser Seneszenz durch Behandlung mit dem
ATM/ATR-Inhibitor Koffein gezeigt werden konnte (Bartkova et al., 2006; Lu et al., 2008;
Hazawa et al., 2012; Takacova et al., 2012), sollte der Effekt des Xanthins auf t(4;11)-Zellen
in dieser Arbeit untersucht werden. Sowohl durch das Auftreten des therapieresistenten
Rezidivs der Erkrankung als auch die ruhenden Eigenschaften der Zellen in verschiedenen
Modellen lassen eine Relevanz dieser Mechanismen vermuten (Kapitel 2). Sowohl in t(4;11)-
Zelllinien als auch in MLL*AF4- oder AF4«MLL-exprimierenden 32D-Zellen unter Gabe oder
Entzug von IL3 konnte jedoch eine konzentrationsabhéngige Wachstumsinhibition der Zellen
nach Behandlung mit Koffein gezeigt werden (Abbildungen 3.3.1 und 3.3.4), welche auf
einen Zellzyklusarrest zuriickzufihren war. Weiterhin wurde die Inhibition der Proliferation
nach Koffein-Gabe jedoch auch in untransduzierten 32D-Zellen beobachtet. Im Mausmodell
konnte zudem ein stark gehemmtes Engraftment transplantierter Zellen beobachtet werden.
AuRBerdem wurde ein GO/Gl-Arrest auch in murinen Epidermiszellen und ALL-Zellen
beobachtet (Hashimoto et al., 2004; Erhardt et al., 2013), weshalb der Koffein-abhéngige
Effekt nicht t(4;11)-spezifisch scheint. Weiterhin konnte in MLLeAF4-exprimierenden hESCs
eine globale Hemmung des DNA-Reparaturmechanismus gezeigt werden (Bueno et al.,
2013), sodass ein Einfluss dieses Signalwegs eher unwahrscheinlich ist. Diese Hemmung
scheint durch die Expression der t(4;11)-assoziierten Fusionsproteine begrindet. Wahrend in
Zellen ohne genetische Veranderung des MLL-Gens nach Aktivierung des ATM/ATR-
Reparaturmechanismus eine Serin516-Phosphorylierung von MLL zum S-Phase Arrest fihrt,
kann in t(4;11)-Zellen keine Hemmung der Replikation beobachtet werden. Hier ist die
Phosphorylierung von MLL*AF4 dominant gegenlber der des Wildtyps, wodurch eine weitere
Aktivierung des Signalwegs und der S-Phase Arrest blockiert wird (Liu et al., 2010). Da die
ATM/ATR-abhangige Phosphorylierung von MLL*AF4 jedoch keinen Effekt auf die
Proliferation zeigt, scheint die Inhibition der Kinasen durch Koffein ebenfalls irrelevant. Die
Koffein-abhangige Wachstumsinhibition kénnte eher auf die allgemeine Blockierung von
CcAMP-vermittelten Signaltransduktionen in Proteinkinase A-, MAP-Kinase- und PI3-Kinase-
Signalwegen und / oder auf MLLeAF4-abhangige anti-apoptotische Effekte zurtickzufihren
sein. Somit scheint der DNA-Reparaturmechanismus bei der t(4;11)-Leukamie nicht aktiv zu
sein und fihrt auch nicht zu den ruhenden Eigenschaften der Zellen, weshalb eine

Behandlung mit Koffein keine entscheidenden Auswirkungen zeigt.
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4.6 MLL-C-induzierte hamatopoetische Differenzierung

Das MLL-Protein wird in die stark konservierte Familie der Trithorax-Proteine eingeordnet,
deren prominenteste Funktion die Regulation des Expressionsmusters von HOX-Genen Uber
H3K4,.3-Signaturen der C-terminal gelegenen SET-Doméne ist. Neben der Realisierung
eines korrekten Korperbauplans wahrend der Embryonalentwicklung ist eine kontrollierte
HOX-Genexpression entscheidend fir die Hamatopoese (Kapitel 2.4.2). Wahrend die
Embryogenese bis zur Bildung des frihen Mesoderms nicht MLL-abhéngig ist, kann ab dem
Hamangioblastenstadium keine Differenzierung von Blutzellen bei MLL-Defizienz beobachtet
werden (Ernst et al., 2004). Dieser Effekt lasst sich auf eine reduzierte HOX-Genexpression
zurlUckfihren, wobei auch andere hamatopoetische Gene entscheidend beteiligt sind (Ono et
al., 2005; Artinger et al., 2013). Bei Leukdmien mit genetischer Veranderung des MLL-Gens
kommt es durch die Expression der Fusionsproteine zu einer Konkurrenzsituation, wodurch
das Wildtyp MLL-Protein in seiner Funktion eingeschrankt wird. Dadurch kommt es zu
Storungen der HOX-Genexpression und der Blutbildung, welche mit der Leukémie assoziiert
sind. Verschiedene MLL-Fusionen wie beispielsweise MLL*AF9 oder MLLeENL erzeugen
jedoch ein aberrantes HOX-Gen Expressionsmuster, dass zu einer raschen Proliferation der
differentiell arretierten hamatopoetischen Zellen und zur Transformation fuhrt (Ayton und
Cleary, 2001; Faber et al., 2009). Da Derivat 11-Proteine allerdings keine SET-Doméane
aufweisen, unterliegt diese Aktivierung einem anderen Mechanismus, welcher vermutlich
Uber die Interaktion des MLL N-Terminus mit MENIN1 erfolgt (Yokoyama et al., 2004). Fir
die t(4;11)-assoziierte Leukamie scheint jedoch das Derivat 11 MLL*AF4 und eine verknipfte
HOX-Genexpression nicht zur Transformation zu fihren (Kapitel 2.4.3, 2.4.4, 4.2). Das
reziproke AF4«MLL hingegen zeigt onkogene Eigenschaften, da es in murinen Zellen zum
Verlust der Kontaktinhibition und zu Wachstumstransformation fihrt (Bursen et al., 2004).
Allerdings konnte auch ein verstarkter Metabolismus, gekoppelt an erhéhte Apoptoseraten
nach Expression von AF4<MLL in murinen und humanen Zellen gezeigt werden, was zu
insgesamt flach verlaufenden Wachstumskurven fihrte (Gaussmann et al., 2007;
Abbildungen 3.1.4 und 3.1.5). Diese Beobachtung, dass bei den rasch wachsenden Zellen
mit einem hohen Metabolismus zlgig der programmierte Zelltod eintritt, konnte eventuell die
geringere Anzahl an Blutzellen im Xenograft-Mausmodell sowie die geringeren Milzgewichte
nach Expression von AF4<MLL dieser Arbeit begriinden. Weiterhin konnte ein Einfluss auf
die Differenzierung hamatopoetischer Zellen beobachtet werden, da nach Expression des
Reziproks vermehrt Leukozyten gebildet wurden (Abbildung 3.1.6). Somit scheinen die
proliferationsbeeinflussenden Eigenschaften des AF4<MLL-Proteins, also der verstarkte
Metabolismus aber auch die erhfhte Apoptoserate, besonders wahrend der

hamatopoetischen Differenzierung entscheidend. Da AF4<MLL, durch die Bindung des AF4
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N-Terminus an pTEFb, entscheidend an der Aktivierung zellularer Transkription beteiligt ist,
und durch den MLL C-Terminus Histonmethyltransferaseaktivitdt besitzt, werden in der
Funktion des Fusionsproteins die Transkriptionsaktivierung, also auch ein verstarkter
Metabolismus, mit der Kontrolle der Hamatopoese verkniipft. Daher kénnte der korrekte
humane t(4;11)-Phanotyp einer pro B-Zell ALL im Mausmodell von Bursen und Schwabe
et al. durch die differenzierungsbeeinflussenden Eigenschaften des AF4sMLL resultieren.
Aufgrund der schlechten Proliferation der Zellen kdnnte weiterhin die lange Latenzzeit erklart
werden. Dennoch wurden bisher keine genaueren Ruckschlisse auf eine Bedeutung der
SET-Doméne im MLL C-Terminus und eine mogliche HOX-Genexpression oder Wirkung auf
andere hamatopoetische Gene und damit verbundene Blutbildung gezogen.

Dass sogar die Expression des solitaren MLL-C-Proteins einen Einfluss auf die
Differenzierung hamatopoetischer Zellen hat, konnte in dieser Arbeit gezeigt werden. Im
Mausmodell fihrte die Expression des C-Terminus zu etwa doppelt so schweren Milzen im
Vergleich zu den Kontrollen (Abbildung 3.4.2), was auf eine gesteigerte Hamatopoese
schlielBen lasst. AuRerdem konnte die Entwicklung verschiedener Neoplasien nach
Expression von MLL-C beobachtet werden. Darunter ein T-Zell Neoplasma mit auftretender
Hepatosplenomegalie (Abbildung 3.4.3), ein leukdmisches Neoplasma mit VergréRerungen
von Leber, Milz und Thymus (Abbildung 3.4.7), ein Milztumor durch vermehrt myeloische
Zellen (Abbildung 3.4.8) und eine Bildung stark vergrof3erten Thymusgewebes mit eher
biphanotypischem Ursprung (Abbildung 3.4.9). Weiterhin traten solch extreme Erkrankungen
nicht bei Mausen mit Fluoreszenzmarker-transduzierten mHSPCs und nicht bei Mausen mit
ASET-transduzierten mHSPCs auf. Da Uber das ASET-Konstrukt keine SET-Doméne
exprimiert wird und das Protein keine Funktion als Histonmethyltransferase aufweist, missen
die beobachteten Effekte auf die Anwesenheit einer funktionellen SET-Domane zuriick-
zufuihren sein. Essenziell fur die Funktion als Histonmethyltransferase wéhrend der Hamato-
poese ist jedoch die fur das MLL-Protein charakteristische proteolytische Spaltung und
Heterodimerisierung (Kapitel 2.4.2). Ohne Dimerisierung Uber die Interaktionsdomanen
FYRN und FYRC kommt es zur Degradation der Fragmente und zum Phé&notyp eines MLL-
knockout. Die Stérung der Interaktion kommt vor allem bei Veranderungen in der Struktur der
PHD-Finger des MLL vor, wie bei der selten vorkommenden Deletion des Exon 11, wodurch
ein Teil des PHD1 zerst6rt wird. Die Deletion fuhrt zur Hemmung der HOX-Genexpression
und der Hamatopoese sowie bei Patienten zu einer schlechten Prognose (Yokoyama et al.,
2011). Weiterhin konnte bei t(4;11)-Patienten ein hohes Rezidivrisiko mit einem Bruchpunkt
im Intron 11 assoziiert werden, wahrend Patienten mit Bruchpunkten im Intron 9 in Gruppen
mit geringerem Risiko eingestuft wurden (Emerenciano et al., 2013). Diese Beobachtung
hangt ebenfalls mit Veranderungen der PHD-Finger und beeinflusster HOX-Genexpression

Uber Methylierungen der SET-Doméane zusammen. So werden Sauglinge und Kleinkinder mit
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einer t(4;11)-Leukamie in eine Gruppe mit erhéhter HOX-Genexpression und geringem
Rezidivrisiko sowie in eine Gruppe ohne HOX-Genexpression und hohem Rezidivrisiko
eingeordet (Stam et al., 2010). Weiterhin kommen niedrige HOX-Genexpressionen vermehrt
bei Sauglingen mit einem Bruchpunkt im Intron 11 vor, wahrend hohe HOX-Gen-
expressionen hauptséchlich bei alteren Kindern mit einem Bruchpunkt im Intron 9
vorkommen (Trentin et al., 2009). Im Mausmodell dieser Arbeit wurden MLL-C-Konstrukte ab
dem Exon 13 verwendet. Hier scheint kein Einfluss der PHD-Finger auf die Funktion des
MLL-C als Histonmethyltransferase erkennbar, sodass vermutlich eine Interaktion der
Fragmente Uber FYRN und FYRC mdglich war, die zu den hamatopoetischen Ph&notypen
im Modell fihrten. Unter realen Bedingungen wird der MLL C-Terminus jedoch wahrend der
Transkription inhibiert, da die 3'UTR des MLL-Gens stark mit der RNA-Polymerase Il
interagiert, wodurch die Transkription verzégert wird (Gomez-Benito et al., 2011). Da AF4
und genauer der N-Terminus, welcher auch im Fusionsprotein AF4sMLL exprimiert wird, zu
Initiation und Elongation der Transkription durch Bindung an pTEFb fuhrt, kdnnte diese
3'UTR-abhangige Inhibition jedoch bei der reziproken t(4;11)-Leukémie irrelevant sein.
Weiterhin bleibt zu klaren, in wieweit sich die Fusion des AF4 N-Teminus und besonders der
Bruchpunkt auf eine mdgliche HOX-Genexpression iber den MLL C-Terminus auswirkt, da
in einem System induzierbarer AF4sMLL-exprimierender muriner embryonaler Fibroblasten
bisher keine Aktivierung von HOX-Genen gezeigt werden konnte (Gaussmann et al., 2007).
Dennoch kénnte ein spezifisches HOX-Gen Expressionsmuster besonders in friihen hamato-
poetischen Zellen die Differenzierung von Leukozyten beeinflussen.

Ein zusatzlicher Mechanismus zur Regulierung der Differenzierung hmatopoetischer Zellen
Uber den MLL C-Terminus erfolgt Uber die Bindung an den Transkriptionsfaktor RUNX1.
Dieser ist fur die Hamatopoese essenziell und fuhrt bei embryonal lethaler Defizienz zur
Blockierung der Blutbildung in der fotalen Leber (Okuda et al., 1996). Wahrend der
Hamatopoese reguliert RUNX1 Gene wie GM-CSF-, CSF-1 Rezeptor-, Myeloperoxidase-,
neutrophile Elastase- und T-Zell Antigen Rezeptor-Gene (Okuda et al., 2001). Bei
AML-Patienten kommen haufig Punktmutationen oder Translokationen des RUNX1-Gens
vor, wobei bei ALL-Patienten eine Uberexpression des Wildtyp Proteins mit dem
transformierenden Potenzial assoziiert ist (Blyth et al., 2005 und 2009). Da der C-Terminus
des MLL-Proteins Uber Interaktionspotenzial mit RUNX1 verfigt und auch das AF4<MLL-
Protein Uber den C-terminalen MLL-Teil an RUNX1 zu binden scheint (Wilkinson et al.,
2013), konnte diese Interaktion ebenfalls zu den differenzierungsbeeinflussenden Eigen-
schaften des Reziproks beitragen. Die Hypothesen einer Relevanz des MLL C-Terminus fir
die hamatopoetische Differenzierung sind zurzeit jedoch rein spekulativ und bedirfen
weiterer Forschung. Vor allem, da im MLL-C-Mausmodell dieser Arbeit kein Riickschluss der

beobachteten Phanotypen auf die Expression des MLL-C in transplantierten Zellen gezogen
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werden konnte. In den meisten Fallen wurden trotz der Erkrankungen keine genetisch
veranderten Zellen identifiziert, was die gedankliche Reflexion tber alternative Mechanismen
verlangt.

Auch in Betracht der erhdhten Apoptoseraten von Zellen nach Expression von AF4eMLL
sowie der verstarkten Transkription tGber den AF4 N-Terminus sollte eine Kommunikation
zwischen Zellen Uber intraluminale Vesikel nicht ausgeschlossen werden. Dabei kdnnen
Exosomen mit einer GréRe von 40-100 nm und Mikro-Vesikel mit einer GroRe von 100-
1000 nm den Austausch von Proteinen aber auch Nukleinsduren wie mRNAs und miRNAs
Uber Exozytose gewéhrleisten (Valadi et al., 2007; Simons und Raposo, 2009). Besonders
mesenchymale Stammzellen nutzen Exosomen zur Programmierung umliegender Zellen,
wodurch beispielsweise Heilungsprozesse initiiert werden (Lavoie und Rosu-Myles, 2013).
AuRerdem nutzen Krebszellen Exosomen, um von umliegenden Zellen des Immunsystems
nicht als entartet erkannt und im Gegenteil eher geférdern zu werden (Gabriel et al., 2013).
Fur Leukdmien werden Exosomen aktuell stark diskutiert. Bisher konnten jedoch schon
Exosomen fir Zelloberflachenantigene wie CD33, CD34 und CD117 sowie Wachstums-
faktoren wie TGFB1l in Seren von AML-Patienten identifiziert werden, welche die zyto-
toxische Aktivitdt von NK-Zellen des Immunsystems verringern. Dadurch kdnnen immun-
suppremierende Eigenschaften an umliegende Zellen gelangen und die entartete Zelle kann
sich im Knochenmark einnisten (Whiteside, 2013). Der Austausch Leukamie-assoziierter
MRNAs uber Exosomen kann in Kulturen von Leukamiezellen und Knochenmarkzellen
eindrucksvoll beobachtet werden. Allerdings dienen Exosomen nicht nur der Umgestaltung
des Milieus der Krebszelle, sondern auch der Verbreitung onkogener Transkripte was fir
FLT3-Mutationen gezeigt werden konnte (Huan et al., 2013). Ob Exosomen auch mit der
t(4;11)-Leukéamie assoziiert sind und im MLL-C-Mausmodell dieser Arbeit zu den
beobachteten Phanotypen fiihrten, muss weiter untersucht werden. Allerdings ist diese
Theorie ein weiteres Indiz fir die essenzielle Notwendigkeit einer entsprechenden

Umgebung des Immunsystems fir die Funktion der Fusionsproteine MLL*AF4 und AF4<MLL.

4.7 Modell onkogener Transformationsprozesse der t(4:11)-

assoziierten Leukamie

Leukdmien treten in Deutschland bei ~12.000 Patienten pro Jahr auf und représentieren
etwa 2,4 % aller diagnostizierten Krebsneuerkrankungen. Bei Kindern sind Leuk&mien mit
33,8 % jedoch die haufigste Krebsform, die vor allem mit dem Phanotyp einer ALL assoziiert
ist (Robert Koch-Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in

Deutschland e.V., 2013). Besonders im Sduglingsalter treten wiederholt Translokationen des
91



Diskussion

genetisch instabilen MLL-Gens auf, wobei die Translokation t(4;11) dominant vorkommt.
Allerdings treten t(4;11)-assoziierte Leuk&mien auch sekundar nach Therapie mit
beispielsweise Topoisomerase lI-Inhibitoren bei alteren Patienten auf. Aufgrund dieser
zweiten Patientengruppe wird die Ursache der Erkrankung auch bei der maternalen
Aufnahme von angereicherten Flavonoiden wahrend der Schwangerschaft, neben der
allgemeinen Exposition genotoxischer Strahlung und Agenzien, vermutet (Strick et al., 2000;
Alexander et al., 2001; Spector et al., 2005). Als zellularer Ursprung der t(4;11)-assoziierten
Leukdmie werden Hamangioblasten wahrend der frihen Embryonalentwicklung
angenommen. Diese bilden im Blastozystenstadium hamatopoetische und endotheliale
Stammzellen (Kapitel 4.1). Leukdmische Blasten der t(4;11)-Translokation sind durch ein
Transkriptionsmuster charakterisiert, welches frilhen héamatopoetischen Stamm- und
Vorlauferzellen ahnelt (Kapitel 2.4.3). Da durch die Expression der Fusionsproteine MLL.AF4
und AF4<MLL eine Konkurrenzsituation zu den Proteinen MLL und AF4 entsteht, werden die
Funktionen der Wildtyp Proteine gedrosselt. Verdnderungen in der Funktion der Wildtyp
Proteine der t(4;11)-Translokation und anderer genetischer Veranderungen des MLL-Gens
werden gern diskutiert, um gemeinsame Mechanismen von MLL-Translokationen aufzu-
decken. Der Einfluss auf die HOX-Genexpression stellt dabei die MLL-assoziierte Modulation
dar. Wéahrend die Funktion des Wildtyp MLL-Proteins durch die Translokation beeinflusst
wurde, konnte fir einige Derivat 11 Fusionen durch die Interaktion des MLL N-Terminus mit
MENIN21 die transkriptionelle Aktivierung von MLL-Targetgenen wie HOX-Genen gezeigt
werden, die fur die Transformation essenziell ist. FUr die t(4;11)-assoziierte Leukdmie scheint
jedoch das Derivat 11 MLL*AF4 und eine verknipfte HOX-Genexpression nicht zur
Transformation zu fuhren (Kapitel 2.4.3, 2.4.4, 4.2), wahrend der Einfluss von HOX-Gen
Veranderungen in t(4;11)-Zellen generell diskutiert wird. Die Fusionspartnergen-assoziierte
Modulation resultiert aus der gemeinsamen Verbindung der haufigsten Translokationspartner
mit dem pTEFb/DOT1L-Transkriptionskomplex. So sorgen MLL-assoziierte Fusionsproteine
dominant gegeniber der Funktion der Wildtyp Translokationspartnerproteine fir veranderte
H3K79e23-Chromatinmuster und erhdhte Transkriptionslevel, was zur Transformation von
betroffenen Zellen fuhrt. Auch fir die t(4;11)-Leukdmie scheint die Assoziation von AF4 mit
pTEFb und auch DOTI1L einen wichtigen Mechanismus wahrend der Leukdmogenese
darzustellen (Marschalek, 2010 und 2011; Somarvaille und Cleary, 2010; Slany, 2010; Smith
et al., 2011; Ballabio und Milne, 2012; Muntean und Hess, 2012; de Boer et al., 2013).

Da jedoch jede Translokation mit genetischer Veranderung des MLL-Gens Unterschiede im
Phanotyp der leukédmischen Zellen, in der Umgestaltung von Signalwegen und in Therapie-
assoziierten Charakteristika aufweist, sollten neben gemeinsamen besonders spezifische
Mechanismen betrachtet werden. Deshalb ist die Analyse der Expression beider t(4;11)-

assoziierter Fusionsproteine MLLeAF4 und AF4<MLL in vitro und in vivo essenziell fur die
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Aufklarung der Leukamogenese. Durch die Ergebnisse verschiedener Studien in
Kombination mit Resultaten dieser Arbeit lasst sich so fur die t(4;11)-assoziierte Leukamie
ein spezifisches Modell der Leukdmogenese postulieren. Der augenfalligste Unterschied der
t(4;11)-Leukédmie zu anderen MLL-assoziierten Translokationen ist das AF4-Gen als
Translokationspartner. Das Wildtyp AF4-Protein ist in seiner Funktion entscheidend an der
Aktivierung der RNA-abhangigen transkriptionellen Initiation und Elongation beteiligt (Kapitel
2.4.2). In friheren in vitro-Studien konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Expression des
AF4 N-Terminus, welcher ebenfalls im reziproken Fusionsprotein AF4sMLL exprimiert wird,
zu Wachstumstransformation von Zellen fuhrt. Da die Expression und die Regulation des
proteasomalen Abbaus des AF4-Proteins jedoch strikt Gber die beiden E3-Ubiquitin-Ligasen
SIAH1 und SIAH2 reguliert wird, kann das AF4-Protein als Proto-Onkogen angesehen
werden. Im Fall des AF4<MLL-Proteins konnte jedoch gezeigt werden, dass das reziproke
Fusionsprotein aufgrund sterischer Gegebenheiten nicht proteasomal abgebaut wird und in
der Zelle akkumuliert. Weiterhin konnte auch hier der Verlust der Kontaktinhibition und die
Wachstumstransformation von Zellen beobachtet werden, wodurch dem AF4<MLL-Protein
ein onkogenes Potenzial zugesprochen wird (Bursen et al., 2004). Durch Analysen dieser
Arbeit konnte die Auspragung des onkogenen Potenzials von AF4<MLL besonders wahrend
der hamatopoetischen Differenzierung charakterisiert werden. Uber die Expression des MLL
C-Terminus und der konservierten SET-Doméne kommt es zur Aktivierung der hamato-
poetischen Differenzierung, wodurch im Mausmodell verschiedene maligne Neoplasien
resultieren. Die Zunahme der Hamatopoese konnte durch die Regulation von HOX-Genen
Uber die SET-Doméane entstehen. Weiterhin interagiert der MLL C-Terminus mit dem
Transkriptionsfaktor RUNX1, wodurch die Differenzierung zusatzlich beeinflusst wird (Kapitel
4.6). Da der C-terminale MLL-Teil auch durch das AF4sMLL-Protein exprimiert wird, kbénnten
diese Mechanismen die Rolle des reziproken Fusionsproteins wahrend der Hamatopoese
definieren. So arretiert der frihe Hamangioblast nach der Translokation in der Entwicklung,
weil besonders die Funktion des fur die Hamatopoese entscheidenden Wildtyp MLL-Proteins
durch die Expression der Fusionsproteine in seiner Funktion gedrosselt wird. Durch die
Expression von AF4<MLL wird jedoch sowohl generell die Transkription gesteigert als auch
bestimmte hamatopoetische Gene aktiviert. Dies fuhrt verstarkt zur Bildung von Leukozyten
in vitro (Kapitel 3.1.4), als auch zur Imitation des korrekten humanen Phanotyps einer pro B-
ALL im Mausmodell (Bursen und Schwabe et al., 2010). Die lange Latenzzeit dieses Modells
kann weiterhin durch in vitro-Analysen erklart werden. So zeigen AF4sMLL-exprimierende
Zellen flacher verlaufende Wachstumskurven im Vergleich zu den Kurven der Kontrollen.
Zwar wird durch das reziproke Fusionsprotein die Transkription, der Metabolismus und somit
die Proliferation erhéht, jedoch tritt ebenso rasch der programmierte Zelltod auf (Kapitel 4.2),

weshalb die Manifestation der Erkrankung im AF4sMLL-Modell einige Zeit benotigt.
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Das MLL+*AF4-Protein hingegen zeigt in vitro eine deutliche Inhibition der Apoptose. Diese
hangt vermutlich mit der Interaktion des MLL N-Terminus mit MENIN1 zusammen, wodurch
Cycline und Cyclin-abhangige Kinase-Inhibitoren aktiviert werden und es zum Arrest des
Zellzyklus kommt (Milne et al., 2005; Takeda et al., 2006). Verschiedene Studien belegen
niedrigere Apoptoseraten von MLLesAF4-exprimierenden Zellen nach langeren Wachs-
tumsphasen, nach Entzug von Seren oder anderen essenziellen Wachstumsstimulanzien,
nach Induktion der Apoptose mit TNFa und nach Behandlung mit bestimmten Arzneimitteln
oder auch Koffein (Kapitel 2.4.3, 3.1.3, 3.3.2). Eine genaue Charakterisierung dieser Effekte
ist aktuell noch offen, jedoch wird eine Beteiligung Calcium bindender Proteine der S100-
Familie diskutiert. Diese Proteine sind bei der Entstehung zahlreicher Erkrankungen
involviert (Marenholz et al., 2004) und sind auch in t(4;11)-Leukdmien beispielsweise nach
Behandlung mit Prednisolon hochreguliert (Tamai et al., 2011; Spijkers-Hagelstein et al.,
2012). AuRRerdem fihrt die Inhibition von S100A6 durch IL24 und durch die miRNA-205 zu
erhdhter Apoptose, wodurch gleichzeitig die Relevanz der Regulierung von miRNAs bei der
t(4;11)-Leukamie deutlich wird (Tamai et al., 2012; Dou et al., 2013). Wenn die anti-
apoptotischen Effekte des MLL*AF4-Proteins in der t(4;11)-Leukdmiezelle mit den
aktivierenden Effekten des AF4<MLL-Proteins im Zuge der hamatopoetischen
Differenzierung kooperieren, kann es so zum extrem friihen Ausbruch der Erkrankung im
Sauglingsalter kommen. Zusatzlich kann eine weitere Funktion des MLLeAF4-Proteins den
Ausbruch der Erkrankung beschleunigen. In vitro-Experimente zeigen, dass Zellen nach
Expression von MLL*AF4 eine gesteigerte Proliferation zeigen konnen, wenn anti-
apoptotische Mechanismen des Fusionsproteins inaktiv sind (Kapitel 4.3). Diese Zunahme
der Proliferation resultiert vermutlich aus einer Aktivierung des RAS/RAF/MEK/ERK-
Signalwegs. Werden durch den translokationsausldsenden Stimulus zuséatzliche RAS-
Mutationen im betroffenen Hamangioblasten aquiriert, wird der aktive Signalweg und damit
die Proliferation stabilisiert. So kommt es zum heftigen Ausbruch der Erkrankung mit hohen
Leukozytenzahlen wahrend der ersten Lebensmonate. Hierbei ist der Grad der Aktivierung
des Signalwegs fir die Leukdmogenese zwar unerheblich, jedoch verschlechtern sich die
Uberlebensraten der Patienten mit zunehmender Aktivitast der RAS-Mutation wie
beispielsweise einer Gl12-Aminosdureveranderung. Ohne zusatzliche RAS-Mutation
hingegen, wird der RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweg durch die anti-apoptotischen Effekte des
MLLeAF4-Proteins inaktiviert oder Uberlagert, was eventuell auch die Quieszenz der
t(4;11)-Zelle fordert.

Da die t(4;11)-assoziierte Leukamie als Hochrisiko-Leukamie Kklassifiziert wird, weil ein
schnell auftretendes Rezidiv schlecht auf die Therapie anspricht, sind Mechanismen einer
Quieszenz der entarteten Zellen wahrscheinlich. Fir die Rezeptor-Tyrosinkinase FLT3 ist

eine Beteiligung an diesen Mechanismen anzunehmen (Kapitel 4.4). In zellbasierten

94



Diskussion

Systemen konnte bereits gezeigt werden, dass die FLT3-Stimulation in t(4;11)-Zellen zur
Hemmung der Proliferation fuhrt. So wird aufgrund verschiedener Studien postuliert, dass
der in Leuké&miezellen Uberexprimierte Rezeptor durch den Liganden von Zellen des
Knochenmarks stimuliert wird. Durch diese wichtige Interaktion zu umliegenden Zellen
entwickeln die Leuk&miezellen eine Resistenz gegeniber Therapien mit zytotoxischer
Bestrahlung oder zytotoxischer Agenzien. Die Expression der Tyrosinkinase wird von den
beiden t(4;11)-assoziierten Fusionsproteinen gewdahrleistet. So konnte das FLT3-Gen
ebenso wie das RUNX1-Gen als MLL*AF4-Target ermittelt werden (Wilkinson et al., 2013).
Weiterhin scheint das AF4eMLL-Protein an RUNX1 zu binden, wodurch ein aktiver
Transkriptionsstatus Giber H3K4,.3-Signaturen des PU.1-Gens fir eine aktive Expression von
FLT3 sorgt (Huang et al., 2011; Koh et al., 2013; Zhou et al., 2013).

Ein weiteres Indiz fur die Bedeutung von Interaktionen der Leukdmiezellen zu umliegenden
Zellen kénnte die Vermutung von t(4;11)-assoziierten Exosomen sein. Da Krebszellen haufig
Exosomen nutzen, um von umliegenden Zellen des Immunsystems nicht als entartet erkannt
und im Gegenteil eher geférdern zu werden (Gabriel et al., 2013) oder auch um onkogene
Transkripte zu verbreiten (Huan et al., 2013), konnten Zell-Zell-Wechselwirkungen ntzlich
fur die Manifestation der Erkrankung sein.

Somit kénnen durch die Aufklarung der Leukamogenese in der Therapie der t(4;11)-
assoziierten Leukamie zahlreiche Punkte angegriffen werden, wodurch Strategien zur
Therapie und Heilung der Erkrankung intensiviert werden kénnen. Da Translokationen mit
genetischer Verdnderung des MLL-Gens scheinbar ber gemeinsame Mechanismen bei der
Entstehung der Erkrankung verfiigen, kdnnen Methyltransferase-Inhibitoren MLL-assoziierte
Funktionen blockieren und spezifische DOT1L-Inhibitoren auch die Fusionspartner-
assoziierte Chromatin-Modulation hemmen. Eine exaktere Moglichkeit der Inhibition der
Fusionsproteine bietet jedoch die Regulation der Expression. So kdnnte beispielsweise die
Akkumulation des Onkogens AF4sMLL in der Zelle verhindert werden. Da das reziproke
Fusionsprotein sowohl die Schnittstellen der Taspase 1, als auch die Erkennungsmotive der
E3-Ubiquitin-Ligasen SIAH1 und SIAH2 enthélt, konnte sowohl die Hemmung der
proteolytischen Spaltung als auch der Heterodimerisierung zum proteasomalen Abbau von
AF4<MLL fuhren. Fir das MLLeAF4-Protein scheint die Regulation der Expression allerdings
nicht offensichtlich. Dennoch konnte die Inhibition der anti-apoptotischen Effekte des
Fusionsproteins, beispielsweise durch die Hemmung der S100-Proteine, zu erhohter
Apoptose der Leukamiezellen fuhren. Ebenso koénnte die Regulation des MLLeAF4-
assoziierten RAS/RAF/MEK/ERK-Signalwegs die Therapierbarkeit verbessern und auch
andere Signalwege waren als Angriffspunkte der Therapie moglich. So kénnte die Hemmung
der FLT3-Aktivierung Uber Blockierung von Zell-Zell-Interaktionen eine Therapieoption

darstellen.
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Abbildung 4.2: Modell onkogener Transformationsproz esse der t(4;11)-assoziierten Leukamie

Im Modell der t(4;11)-assoziierten Leukdmogenese kooperiert die Funktion des reziproken AF4sMLL-
Proteins bei der Proliferation wéahrend der Differenzierung mit den Uberlebensbeeinflussenden
Eigenschaften des MLLe*AF4-Proteins bei der Entstehung der t(4;11)-assoziierten Hochrisiko-
Leukamie. Die Therapieresistenz der leukdmischen Blasten entsteht durch die Liganden-abhéngige
Stimulation des FLT3-Rezeptors und dadurch ausgeléste Quieszenz. (Abbildung des
Blastozystenstadiums modifiziert nach Cumano und Godin, 2007).
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5 Material und Methoden

5.1 Material

5.1.1 Chemikalien, Gerate und ihre Bezugsquellen

Substanzen

Agar

Agarose

Ampicillin
B-Mercaptoethanol
Bacto-Trypton
Betaisodona®-Losung
Bepanthen Augen- und Nasensalbe
BrdU (5-Bromo-2'-deoxyuridin)
Bromphenolblau

BSA

Calciumchlorid

DMSO

dNTPs

EDTA

Ethanol

Ethidiumbromid

Forene® Isofluran

Glucose

Hefeextrakt

HEPES

Isopropanol

Kaliumacetat
Kaliumhydroxid
Kanamycin

Ketamin (Ketavet®) 10 % Injektionslésung
Koffein

A-DNA (fir DNA-Marker)
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Natriumchlorid
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Paraformaldehyd

PEI (Polyethylenimin)

P1 (Propidiumjodid)
Polybrene®

Saccharose

Salzséaure (rauchend)

Tris

Bezugsquelle

Sigma
Invitrogen
Roth

Roth

Difco
MundiPharma
Bayer Vital GmbH
Sigma

Roth

Roth

Merck

Sigma

Peqglab

Roth

Roth

Sigma

Abbott

Merck

Difco

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

CEVA SANTE ANIMALE
Sigma

MBI Fermentas
Merck

Roth

Roth

Roth

Roth

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Roth

Roth

Roth
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Triton-X 100

Tween-20

Xylen-Cyanol-FF

Xylazin (Rompun®) 2 % Injektionslésung

Nahrmedien und Zusatzstoffe

Blasticidin

DMEM (high und low Glucose)
FLT3-Ligand (human), rekombinant
Foetal Bovine Serum Gold (FBS)
G418

human Methylcellulose Base Media
Hyclone FBS

IL3 (human), rekombinant

IL3 (murin), rekombinant

IL6 (murin), rekombinant
Iscove's MDM

L-Glutamin 200mM

PBS (1x)

Penicillin/Streptomycin (10x)
Puromycin

RetroNectin®

RPMI 1640

SCF (human), rekombinant

SCF (murin), rekombinant
StemSpan™ H3000

Trypan Blue Stain

Trypsin/EDTA solution (10x)

Kits und GroRenmarker

BD FACS™ Lysing Solution

Big Dye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
Cell Counting Kit-8

DNeasy Blood & Tissue Kit

Gel Extraction Kit

HiDI™ Formamide

NucleoSpin RNA Virus-Kit

PCR Purification Kit

Pure Yield™ Plasmid Midiprep System
QIlAquick ® Gel Extraction Kit

Quant-X™ One-Step gRT-PCR SYBR® Kit
Retro-X™ qRT-PCR Titration Components Kit
RNeasy Mini Kit

100 bp DNA ladder

Sigma

Roth

Merck

Bayer HealthCare

Bezugsquelle

PAA

PAA
Peprotech
PAA

PAA

R & D Systems
Hyclone
Peprotech
Peprotech
Peprotech
PAA

PAA

PAA

PAA

PAA
Takara
PAA
Peprotech
Peprotech
StemCell
Sigma
PAA

Bezugsquelle

BD

Applied Biosystems
Dojindo

Qiagen

Qiagen

Applied Biosystems
Macherey Nagel
Qiagen

Promega

Qiagen

Clontech

Clontech

Qiagen

NEB
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1 kb DNA ladder
50 bp DNA ladder

Enzyme

Alkalische Phosphatase

DNase

Klenow Large Fragment

Lysozym

PCR Extender System

Taq Polymerase (und Puffer)
Restriktionsendonukleasen (und Puffer)
RNase

RNasin

Superskript™ Reverse Transkriptase
T4-DNA-Ligase (und Puffer)
T4-DNA-Quick Ligase (und Puffer)
T4-Polynukleotid-Kinase (und Puffer)

Gerate

-20 °C-Gefrierschrank

-80 °C-Gefrierschrank

ABI Prism 310 Genetic Analyzer

ABI StepOnePlus™ Real-Time PCR System
Agarosegel-Elektrophoresekammer

Akku Jet

Animal Blood Counter ABX Vet Pack
Brutschranke HeraCell

Durchflusszytometer (CyFlow®ML, FACS Canto Il, FACSVerse)
Eismaschine

Elisa-Reader MR5000

Elektroporator Gene Pulser™ (Bakterien)
Feinwaage TE124S-OCE
Fluoreszenz-Mikroskop Observer Z1
Gammabestrahlungsanlage-Biobeam 2000
Heizblock

Kihlschranke

MACS-Seperatoren Octomacs und Quadromacs
Mikroskop

Nanophotometer P330

Netzgerat/PS500XT DC Power Supply
Neubauer-zZahlkammer

PCR-Gerate (GeneAmp PCR System 9700)
pH-Meter

Pipetten P10, P20, P100, P1000

NEB
NEB

Bezugsquelle

NEB
Qiagen
NEB
Sigma

5 PRIME
Promega
NEB
Sigma
Promega
Invitrogen
NEB
NEB
NEB

Bezugsquelle

Liebherr

Heraerus

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Owl Separation System
Braun

Scilvet

Thermo Scientific
Partec, BD

Ziegra

Dynatech

Bio-Rad

Sartorius

Zeiss

Gamma Service Medical
Liebisch

Liebherr

Miltenyi

Nikon

Implen

Hoefer Scientific Instr.
Brand

Applied Biosystems
Inolab

Eppendorf

99



Material und Methoden

S2 Brutschrank HeraCell 150i

S2 Sterilbank Maxisafe 2020

S2 Zentrifuge Megafuge 16R
Schuttelinkubator (Bakterien) CH4103
SterilGard Hood (LaminAir HB2472)
Thermoschiittler

Tischzentrifugen (5415D, 5424, 5702, 5702R)
Ultrazentrifuge L-70 (Rotor SW41Ti)
UV-Schirm (TFX-20M)

Vortex-2 Genie

Wasserbader

Zellzéhler TC10

Zentrifuge J2-HS (Rotor JA 20)
Zentrifuge J6-HC Rotor JLA 10,5)
Zytospin-Zentrifuge (Cellspin I)

Verbrauchsmaterialien

ARGENTRIX® Einmal-Hdllenstein-Atzstift

Cell-Strainer 100 pm Nylon

Cryo-Réhrchen

Doppel-Cellfunnel (Einweg)

EDTA-R6hrchen

FACS-R6hrchen

Falcons (15 ml und 50 ml)

Gewebekulturschaleng15 cm
210 cm
6-well
12-well
24-well
24-well (Mit humanem
Fibronektin beschichtet)
96-well

Kanilen Sterican 0,55 x 25 mm 24G

MACS® Cell Separation Colums MS und LS

Nitril-Einweghandschuhe

Objekttrager

PCR-GefalRe

Petrischalen

Pipetten (Steril; 2, 5, 10 und 25 ml)

Pipettenspitzen (20, 200 und 1000 pl)

Polypropylenréhrchen 5 ml

Reaktionsgefalie 1,5 ml

Sequenziergefalle

Sterilfilter 0,45 und 0,2 um

Tuberkulin-Spritzen Omnifix-F 25G

Ultrazentrifugen-Roéhrchen Thinwall,

Ultra-Clear™, 13.2 ml, 14 x 89 mm

Zahlkammern TC10

Zellkulturflaschen 50 ml

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
HT Infors
Heraeus
Eppendorf
Eppendorf
Beckmann

Life Technologies
Scientific Industries
Julabo

BioRad
Beckmann
Beckmann
Tharmac

Bezugsquelle

Hollenstein

BD

Greiner bio-one
Tharmac
Sarstedt
Sarstedt
Greiner bio-one
Greiner bio-one
Sarstedt
Greiner bio-one
Thermo Scientific
Greiner bio-one
BD

Greiner bio-one
Braun

Miltenyi

VWR

VWR

Greiner bio-one
Greiner bio-one
Corning
Greiner bio-one
Greiner bio-one
Eppendorf
Applied Biosystems
Sarstedt

Braun

Beckmann

BioRad
Greiner bio-one
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5.1.2 Pufferlésungen und Medien

Pufferlésung

Calciumchlorid-Transformationspuffer

DNA-Ladepuffer

HBS (2x), pH = 7,01

Ketamin/Xylazin-Lésung

Low TE

PBS+

PBS++

Pl-stain

ST-Puffer (DNA-Minipraparation) pH = 8

TBE-Puffer

E.coli-Medien

Salzlésung (Elektroporation)

0,1 % (wiv)
0,1 % (w/v)

Zusammensetzung
10 mM Tris
10 mM CacCl,
10 mM MgCl,
50 % (w/v)  Saccharose
100 mM EDTA

Bromphenolblau
Xylen-Cyanol-FF

277 mM NaCl
10 mM KCI
1,8 mM NazHPO4
43 mM HEPES
2 % (wiv) Glucose
17.5% Ketamin 10 %-L6sung
4.5 % Xylazin 2 %-L6sung
78 % PBS
10 mM Tris/HCI, pH =8
0,1 mM EDTA
PBS (1x)
10 % (v/v) FCS
PBS (1x)
1 % (wiv) BSA
2 mM EDTA
40 pg/ml Propidiumjodid
10 mM TrispH=7
5 mM MgCl,
40 pg/ml RNaseA
80 % (w/v)  Saccharose
5 % (v/v) Triton-X 100
50 mM EDTA
50 mM Tris
100 mM Tris
500 mM H:BO;3
2,5mM EDTA
Zusammensetzung
1M NaCl
100 mM MgCl,
100 mM MgSO,
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SOB-Medium

YT-Medium

YT-Medium mit Agar
YT-Medium (AMP)
YT-Medium (KAN)

2 % (wiv) Bacto-Trypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
0,25 % (v/v) 40 %-ige Glucoseldsung

1% Bacto-Trypton
0,5% NacCl

0,5% Hefeextrakt
+12% Agar

+ 100 pg/ml - Ampicillin
+ 25 pg/ml Kanamycin

5.1.3 Verwendete Organismen

Bakterienstamm

SCS110

Stbl2

Topl0

Zelllinie

32D

HEK-293T

KOPN-8

Genotyp

rpsL thr leu endA thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx
dam dcm supE44 A(lac-proAB)

mcrA(mcrBC-hsdRMS-mrr) endAl recAl thi gyrA96
recAl supE44(lac-proAB) A

mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80AlacZAM15
AlacX74 deoR recAl AraD139 A(ara,leu)7697
galu galK rspL(SmR) endAl nupG

Zelltyp/Medium DSMZ/Referenz

IL3-abhangige murine pro B-Zelllinie ACC 411
aus longterm Knochenmarkkulturen

RPMI 1640 + 10 % (v/v) FCS +
1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin
+ 20 % (v/v) WEHI-3B Uberstand

Humane Nierenkarzinomzellen; ACC 635
Derivat der Linie 293 (ACC 305), das ein

Plasmid mit der temperatursensitiven

Mutante des SV-40 T-Antigen tragt

DMEM (Low Glucose) + 10 % (v/iv) FCS +
1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin

Vorlaufer-B-Zelllinie, isoliert aus dem ACC 552
dem peripheren Blut eines Patienten mit
Vorlaufer B-Zell ALL; t(11;19) MLL<ENL

RPMI 1640 + 10 % (v/v) FCS +
1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin
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MV(4;11)

NALM-6

Platinum-E

RS(4;11)

SEM

WEHI-3B

Akute Monocytische Leukamie-Zelllinie ACC102
von einem Patienten mit AML; t(4;11)
MLLeAF4 und FLT3-ITD Mutation

RPMI 1640 + 10 % (v/v) FCS +
1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin

Vorlaufer-B-Zelllinie, isoliert aus dem ACC 128
dem peripheren Blut eines Patienten mit
akuter lymphatischer Leuk&mie

RPMI 1640 + 10 % (v/v) FCS +
1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin

Modifizierte HEK-293T Zelllinie zur Cell Biolabs, Inc.
Produktion von ecotrophen Retroviren

(Morita et al., 2000; Takahashi und

Yamanaka, 2006)

DMEM (Low Glucose) + 10 % (v/v) FCS +
1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin + 1 pg/ml
(w/v) Puromycin + 10 pg/ml (w/v) Blasticidin

Vorlaufer-B-Zelllinie, isoliert aus dem ACC 508
dem Knochenmark eines Patienten mit

akuter lymphatischer Leuk&mie;

t(4;11) MLL-AF4

RPMI 1640 + 10 % (v/v) FCS +
1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin

Vorlaufer-B-Zelllinie, isoliert aus dem ACC 546
dem peripheren Blut eines Patienten mit

akuter lymphatischer Leukéamie;

t(4;11) MLL-AF4

RPMI 1640 + 10 % (v/v) FCS +
1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin

Interleukin 3-produzierende murine ACC 26
Makrophagenartige Zelllinie

90-95 % Iscove's MDM + 10 % (v/v) FBS
+ 2 mM L-Glutamin + 2.5 x 10° M
Mercaptoethanol

Die Kultivierung der humanen und murinen Zelllinien erfolgte bei 5% CO,, 95 % relativer
Luftfeuchtigkeit und bei 37 °C.

Zelle
hHSPC

Zelltyp/Medium Aufreinigung
Humane hamatopoetische Stamm- und CD34 MicroBead
Vorlauferzellen aus Nabelschnurblut oder Kit human

dem peripheren Blut tGiber Apheresate, (Miltenyi)

die das Zelloberflachen-Glycoprotein
CD34 exprimieren.
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mHSPC

StemSpan H3000 + 100 ng/ml hFLT3-L +
100 ng/ml hSCF + 10 ng/ml hiL3 ODER

IMDM + 20 % (v/v) FCS + 5 % (v/v)
L-Glutamin + 2 % (v/v) Penicillin/
Streptomycin + 100 ng/ml hFLT3-L +
100 ng/ml hSCF + 10 ng/ml hIL3

Murine hamatopoetische Stamm- und
Vorlauferzellen aus dem Knochenmark,

die CD5-, B220-, CD11b-, Grl-, 7-4-
sowie Ter-119-defizient sind und das

Zelloberflachen-Antigen Scal exprimieren.

DMEM (Low Glucose) + 2 mM L-Glutamin

- Lineage Cell
Depletion Kit

mouse (Miltenyi)

- a-Scal
MicroBead Kit
(FITC) mouse

+ 10 % (v/v) HyClone + 1 % (v/v) Penicillin/

Streptomycin + 20 ng/ml mIL3 + 20 ng/ml
mIL6 + 100 ng/ml mSCF ("LSK-Medium")

Die Kultivierung der humanen und murinen Zellen erfolgte bei 5% CO,, 95 % relativer
Luftfeuchtigkeit und bei 37 °C.

Mausstamm
C57BL/6-Ly5.1
C57BL/6-Ly5.2
NOD/LtSz-scid IL2ry

5.1.4 Antikorper

Antikorper

a-BrdU-FITC
a-hCD34-PE
a-hCD45-APC
a-mCD3e-PE
a-mCD45.1-FITC
a-mCD45.1-PE
a-mCD45.2-APC
a-mCD45.2-FITC

Referenz

Charles River

Charles River

Jackson Laboratory
(Aus der Zucht AG Grez,
Georg-Speyer-Haus FfM)

a-mCD45R (B220)-PE

a-mMacl-FITC

a-Scal MicroBead Kit (FITC) mouse
CD34 MicroBead Kit human

FcR Blocking Reagent human

FcR Blocking Reagent mouse
Lineage Cell Depletion Kit mouse

Bezugsquelle

BD

BD

BD

Miltenyi
Miltenyi
Miltenyi
Miltenyi
Miltenyi
Miltenyi
Miltenyi
Miltenyi
Miltenyi
Miltenyi
Miltenyi
Miltenyi

104



Material und Methoden

5.1.5 Synthetische Oligonukleotide

Far Klonierungen, PCR-Analysen und Sequenzierungen verwendete Oligonukleotide, die als
Auftragssynthese von der Firma Eurofins (Luxemburg) bezogen wurden.

Oligonukleotide zur Klonierung von pRRL-Plasmiden
Sfil-Linker zum Einfigen des dTomato-Markers:

dT+RE*FW:  5-AGCTTTGTTTAAACGGCCTCACTGGCCATCGATGGATCCCATATG
TCTAGAATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGTCATC-3

dT+RE*RW: 5-TTCCGCGGCCGCTATGGCCGACGTCGACTTACTTGTACAGCTCG
TCCATGCCGTACAGGAACAG-3'

Linker zum Einfligen einer MCS / Deletion von PGK-Promotor und GFP:

pRRL-dT-MCS_PX*3: 5-AAACGGCCTCACTGGCCGATATCCCCGGGATGCATG
AATTCATCGATACTAGTGGATCCCATATGT-3'

pPRRL-dT-MCS_PX*5: 5-CTAGACATATGGGATCCACTAGTATCGATGAATTCATGCATC
CCGGGGATATCGGCCAGTGAGGCCGTTT-3

PCR des C-terminalen Fragments von AF4<MLL.:
der4_Nsil*3: 5-GATGCCACCATGCATGGAAATGCTGCAC-3'
der4_BamHI*5: 5-CGCGGATCCGTTTAGGAACTTCCGGCATTTCTTG-3'
PCR des C-terminalen Fragments von MLLeAF4:
derll EcoRI*3: 5-GAATAAAGAATTCTTTGCTCGGCTCAGC-3'
derll BamHI*5: 5-CGCGGATCCAGGTGTTTTGGTTAATTCTTGTAGC-3'
Linker zum Einfigen des 2A-Fragments:

2A*FW: 5-GATCCGGCAGTGGAGAGGGCAGAGGAAGTCTGCTAACATG
CGGTGACGTCGAGGAGAATCCTGGCCCAT-3

2A*RW: 5-CTAGATGGGCCAGGATTCTCCTCGACGTCACCGCATGTTAGCA
GACTTCCTCTGCCCTCTCCACTGCCG-3'

Oligonukleotide zur Klonierung von pIDE ~ ACMV-SEL-Plasmiden
PCR fur MLL-C-2AdT-Konstrukt:
MLL-Kasl*3:  5-CAACTGTGGCGCCAAGAAATGCCGGAAGTTCC-3'
dT(Sal)/Xhol*5: 5'-CCGCTCGAGTTACTTGTACAGCTCGTCCAT-3'
PCR zur Entfernung der Gateway®-att-sites im pIDE-RFB:
LTR_ECoRI*3: 5-CCGGAATTCAGATTTTATTTAGTCTCCAGAAAAAGG-3'

LTR_Sapl*5: 5-TCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCAATACGC-3
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Linker zum Einfugen der Sfil-Klonierungskassette:

SEL(B/E)*fw: 5-GATCCGGCCTCTGAGGCCTCTAGAAGAGTTAACAGTCCA
TGGCCTGTCAGGCCG-3'

SEL(B/E)*rev: 5'- AATTCGGCCTGACAGGCCATGGACTGTTAACTCTTCTAGA
GGCCTCAGAGGCCG-3'

Oligonukleotide fur PCR-Analysen

AF4*3 5'- GTTGCAATGCAGCAGAAGCC-3'
AF4*5 5'- ACTGTCACTGTCCTCACTGTCA-3'
dT-f 5'-GCGAGGAGGTCATCAAAGAG-3'
dT-r 5-CGTAGTAGTAGCCGGGCAGT-3'

GAPDH*3 5'- CTTCACCACCATGGAGAAGG-3'

GAPDH*5 5- CCTGCTTCACCACCTTCTTG-3

MLL 8*3 5'- CCCAAAACCACTCCTAGTGAG-3'

MLL 13*5 5'- CAGGGTGATAGCTGTTTCGG-3'

Oligonukleotide zur Analyse/Sequenzierung von Patie  ntenmaterial

KRAS Exon2*3:
KRAS Exon 2*5:
KRAS Exon 3*3:

KRAS Exon 3*5:

NRAS Exon 2*3:
NRAS Exon 2*5:
NRAS Exon 3*3:

NRAS Exon 3*5:

ITD 13-14-15*3:
ITD 13-14-15*5:
ITD seq:

TKD 20*3:

TKD 20*5:

TKD seq:

5-GATACACGTCTGCAGTCAAC-3'
5-TCATGGACCCTGACATACTC-3
5-GCCATTTGTCCGTCATCTTTGGAG-3'
5-TGCATGGCATTAGCAAAGACTCA-3'
5-TGTAGATGTGGCTCGCCAAT-3
5-TGATCCGACAAGTGAGAGAC-3’
5-GGCAATAGCATTGCATTCCC-3
5-TCCCTAGTGTGGTAACCTCA-3'
5-TGTTGCCTGGGCTGGTGTCTAATTCTTG-3*
5-AAGAGAAGAAGGCATGGGTGGGAAACTG-3!
5-GGTTGTCTCCTCTTC-3
5-AGAGGCTTTCTGAGGGAGTGCGTGCTTC-3*
5-GGCATGAGCCACTGCACCCAGCCAATTCAC-3'

5-ACCGGTACCTCCTACTGAAG-3'
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Oligonukleotide zur Sequenzierung (allgemein)

FT(Farbtaqg)*seq
pIDEACMV-SEL seq
pM*rev
pRRL-seq1*3

SP6

T7

5'-GGCATGGACGAGCTGTACA-3'
5'-CCACCGCCCTCAAAGTAG-3

5'- CTGGAGACTAAATAAAATC-3'
5-CCTCAGACAGTGGTTCAAAG-3'

5'- ATTTAGGTGACACTATAGAATAC-3'

5'- TAATACGACTCACTATAGG-3'

Oligonukleotide fiir den Nachweis spezifischer AF4sM  LL-Fragmente

spezifische AF4sMLL cDNA-Synthese:

D4.9922
D4.9788
D4.9664
D4.8194
D4.7124
D4.6065
D4.5029
D4.4094
D4.3014
D4.1599

D4.0565

5'-CAACTCCTCATAAAGAGACA-3'
5'-GAATACCAGTCAATCTTTCA-3'
5-GATGGTGTAGTCCTCGTT-3'
5-TTTATCTGTCAATGACTTCC-3'
5'-ATGGATACAACATTCAAGAC-3'
5-CTTCAGGAGTTGGATCTAC-3'
5'-ACCATAGGATCTTACTCCAT-3'
5-TAGGAATTCCAGGGTAAG-3'
5-TATCATCCAGAAAGACACAG-3'
5-CACTTATTACACTCCAGCAG-3

5'-AGGAATTAAAGGATATTTCG-3'

Nachweis von AF4sMLL-Fragmenten:

dT.LR.R1
dT.LR.R2
D4.2346.R
D4.5886.R
NTR.LR.F1
NTR.LR.F2
D4.7954.F
D4.6309.F
D4.5816.F

D4.4888.F

5-TGGTGTCCACGTAGTAGTAGCCGGGCAGTT-3'
5-GAGGCCTCCCAGCCCATTGTCTTCTTCTGC-3'
5-AGTTGGTGAGTCTGGTTCTCCAGGACCTTT-3'
5-ATTGTTGCCATGACCTTGCTCTACTGAACC-3'
5'-ATACCCACGTGGTTTAAACGGCCTCACTGG-3'
5-GGGGCTCGAGAGCAGGTAGTCCCGTAACAT-3'
5-CTCTCATTTGCAGGTGTTAACGGTTTGAGG-3'
5-GCACTTACATTCCTTCCCTGCAGCTACTCA-3'
5'-AAGGACACATGGATGCAGACCACATCTCTA-3'

5-ACAGTGATTTCTTCAGGTGGAGAGGAACGA-3'
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5.1.6 Vektoren und Plasmide

Name

PRRL_(AM/MA)-2AdT

pIDEACMV-SEL

pM-neo-Sfil

psPAX?2

pVvVSV-g

pGEM-T

Beschreibung

Derivat des lentiviralen Vektors pRRL.sin-EF1a-PGK-
GFP (Freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Dr.
Pablo Menendez, Granada) mit deletiertem PGK-
Promotor und GFP-Fluoreszenzmarker. Die Expression
der Fusionsproteine, welche Uber eine T2A-Protease
Sequenz direkt mit dem Fluoreszenzmarker dTomato
fusioniert sind, wird Uber den konstitutiven EF1a-
Promotor gewahrleistet. Das Plasmid wurde von der
Firma Plasmid Factory, Bielefeld in Auftragssynthese in
einer Konzentration von 1 mg/ml bezogen.7490 bp.

Derivat des retroviralen Gateway®-fahigen Destination-
vektors PINCO (Grignani et al., 1998) mit deletierten att-
sites sowie CMV-Promotor und GFP-Fluoreszenz-
marker. Zum erleichterten Austausch der Zielgene
(dT2A; dT2A-AF4+MLL; dT2A-MLL*AF4; MLL-C-2AdT;
MLL-CASET-2AdT; zsG2A; zsG2A-MLL:C; zsG2A-
MLL-CASET) wurde eine Sfil-Klonierungskassette
eingefigt. 11449 bp.

Derivat des retroviralen Expressionsvektors pMSCneo
mit eingefligter Sfil-Klonierungskassette. 6658 bp.

Lentiviraler Verpackungsvektor fur die Gene
gag/pol und rev. Das Plasmid wurde von der Firma
PlasmidFactory, Bielefeld in Auftragssynthese
Endotoxin-, RNA- und Proteinfrei in einer
Konzentration von 1 mg/ml in low TE bezogen.
10703 bp.

Expressionsplasmid fir das VSV-G Hullprotein. Das
Plasmid wurde von der Firma PlasmidFactory,
Bielefeld in Auftragssynthese Endotoxin-, RNA- und
Proteinfrei in einer Konzentration von 1 mg/ml in low
TE bezogen. 6507 bp.

Bakterieller Klonierungsvektor fir Tag-Polymerase
amplifizierte DNA-Fragmente. 3000 bp.
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5.2 Molekularbiologische Methoden

5.2.1 Standardmethoden

Die Durchfihrung der im folgenden Abschnitt aufgefihrten Methoden erfolgte, soweit nicht
anders angegeben, nach Herstellerangaben oder gangigen Standardprotokollen (Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Vol.3/4 von Sambrook et al., 2000/2012).

- Agarose-Gelelektrophorese

- Auffullreaktionen an tberhangenden Enden der DNA (NEB)

- Dephosphorylierung von 5'-Enden der DNA (NEB)

- Extraktion von DNA aus Agarosegelen (QIAGEN)

- Extraktion von Gesamt-gDNA aus Saugerzellen (QIAGEN)

- Extraktion von Gesamt-RNA aus Saugerzellen (QIAGEN)

- Extraktion von viraler Gesamt-RNA aus Verpackungszell-Uberstand
(Macherey Nagel)

- Fallungen von Nukleinséduren (Alkoholisch/Phenol-Chloroform)

- Herstellung CaCl,- und elektroporationskompetenter E.coli Bakterien

- Hybridisierung von synthetischen Oligonukleotiden

- Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli (Promega)

- Ligation von DNA mittels T4 DNA-Ligase (NEB)

- Minilysat Praparation von Plasmid-DNA aus E.coli mittels "boiled-lysis"-
Methode (Holmes und Quigley, 1981)

- Phosphorylierung von 5'-Enden der DNA (NEB)

- Photometrische Bestimmung der Konzentration von DNA/RNA

- Reverse Transkription (Invitrogen)

- Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen (NEB)

- Transformation CaCl,-kompetenter E.coli Bakterien

- Transformation elektrokompetenter E.coli Bakterien
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5.2.2 PCR-Techniken

Amplifikation von RAS- und FLT3-Fragmenten aus Patienten-gDNA
(Standard-PCR)

DNA-Fragmente zur Untersuchung bestimmter Sequenzen der humanen Gene K- und NRAS
sowie FLT3 wurden mittels PCR Extender System (5 PRIME) selektiv amplifiziert, da der
Enzym-Mix dieses Systems uber Korrekturlesefahigkeit verfigt. Als Matrize wurde
genomische DNA aus den Zellen des Blutes oder des Knochenmarks der Patienten aus
Studiengruppen der International BFM Study-Group (I-BFM) und der German Multicenter
Study Group on ALL (GMALL) verwendet.

Reaktionsansatz (50 pl): PCR-Programm:

5 pl gDNA (10 ng/pl) 93 °C 2 min

10 pl Primer 3'-Richtung (£ 0,4 pM)* 93 °C 20 sek

10 pl Primer 5'-Richtung (& 0,4 pM)* 62 °C 30 sek 35

5 pl HiFi-Puffer (10x) 68 °C 3 min ) Zyklen
4 ul dNTPs (2 je 0,2 mM) 68 °C 5 min

0,2 ul PCR Extender Enzyme Mix (2 1 U)

15,8 pl MQ-Wasser

* NRAS: NRAS Exon 1*3 & NRAS Exon 1*5 sowie NRAS Exon 2*3 & NRAS Exon 2*5
KRAS: KRAS Exon 1*3 & KRAS Exon 1*5 sowie KRAS Exon 2*3 & KRAS Exon 2*5
FLT3: ITD 13-14-15*3 & ITD 13-14-15 *5 sowie TKD 20*3 & TKD 20*5

Folgend wurden die Proben Uber Agarosegel-Elektrophorese und anschlieRender Gel-
Extraktion (Qiagen) gereinigt und 300-400 ng des Amplifikats zur Sequenzierung in einer

Standard-Sequenzierreaktion verwendet.

Amplifikation von cDNA-Kassetten an cDNA oder gDNA aus
Knochenmarkzellen transplantierter Mause (Standard-PCR)

Zum Nachweis integrierter cDNA-Kassetten in die DNA transduzierter und in Mause
transplantierter hamatopoetischer Zellen wurden spezifische DNA-Fragmente mittels

Standard-PCR amplifiziert. Als Matrize diente genomische DNA aus Knochenmarkzellen.

Zum Nachweis transkribierter cDNA-Kassetten der DNA transduzierter und in Mé&use
transplantierter hamatopoetischer Zellen wurde Gesamt-RNA aus Knochenmarkzellen
isoliert. Die mittels Superskript™ Reverser Transkriptase (Invitrogen) in  cDNA

umgeschriebene RNA diente als Matrize in der Reaktion.
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Reaktionsansatz (50 pl): PCR-Programm:

5 pl g/cDNA (2 100 ng) 94 °C 2 min

5 pl Primer 3'-Richtung (£ 0,2 uM)* 94 °C 30 sek

5 yl Primer 5'-Richtung (2 0,2 pM)* 58 °C 30 sek 35
10 pl GoTag-Puffer (5x) 72 °C 1 min Zyklen
5 ul MgCl, (2 1,5 mM) 72 °C 3 min

4ul dNTPs (2 je 0,2mM)
0,2 pl GoTag-Polymerase (2 1 U)
15,8 pl MQ-Wasser

*dT2A: dT-f & dT-r
AF4MLL: AF4*3 & MLL 13*5
MLL-AF4: MLL 8*3 & AF4*5
GAPDH: GAPDH*3 & GAPDH*5

Virentiterbestimmung an viraler RNA

(QRT-PCR)

Die Quantifizierung viraler Partikel im Uberstand von transfizierten Platinum-E Zellen erfolgte
unter Verwendung des ABI StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems sowie des Quant-X™
One-Step gRT-PCR SYBR® Kits von Clontech. Uber die Interkalation von SYBR Green in die
DNA bildet sich ein Fluoreszenzfarbstoff-DNA-Komplex, der nach entsprechender Anregung
Licht proportional zur DNA-Menge emittiert. Erreicht die Fluoreszenz einen Schwellenwert,
werden Ci-Werte (cycle threshold) jeder Probe ermittelt. Die absolute Quantifizierung der
cDNA-Kopien im Virusuberstand erfolgte nach Herstellerangaben anhand einer
Standardkurve mittels Primern und Kontrollplasmid (10 bis 10°) des Retro-X™ gRT-PCR
Titration Components Kit von Clontech. Als Matrize wurde zunéchst virale RNA aus dem
Uberstand isoliert (Macherey Nagel) und anschlieRend mittels Superskript™ Reverser

Transkriptase (Invitrogen) in cDNA umgeschrieben.

Reaktionsansatz (25 pl): PCR-Programm:

2 ul Probe 95 °C 10 min

0,5 pl Retro-X Reverse Titer-Primer 95 °C 15 sek 40
0,5 ul Retro-X Forward Titer-Primer 60 °C 1 min }Zyklen
12,5 pl Quant-X Puffer (2x) 95 °C 15 sek Tw

0,5 pl ROX™ Reference Dye LMP
0,5 pl Quant-X™ Enzyme
8,5 ul MQ-Wasser

111



Material und Methoden

Amplifikation von AF4sMLL an cDNA aus lentiviral transduzierten Zellen
("Longrange/Touchdown-PCR")

Um die Verpackungskapazitat des verwendeten lentiviralen Systems zu untersuchen,
wurden cDNA-Fragmente sowie das gesamte transkribierte Fusionsgen AF4sMLL aus
lentiviral transduzierten Zellen nachgewiesen. Als Matrize diente AF4sMLL-spezifische
cDNA. Die Amplifikation erfolgte tber eine Kombination aus "Touchdown-PCR", um
unspezifische Amplifikate zu vermeiden, gefolgt von einer "Longrange-PCR" um auch grof3e
Fragmente zu amplifizieren. Banden mit entsprechender Gro3e wurden aus dem Agarosegel
extrahiert und in den bakterieller Klonierungsvektor fir Tag-Polymerase amplifizierte DNA-

Fragmente pGEM-T kloniert um anschlieRend sequenziert zu werden.

Reaktionsansatz (50 pl): PCR-Programm:

5 pl cDNA 94 °C 3 min

5 pl Primer 3'-Richtung (£ 0,2 uM)* 94 °C 30 sek )

5 yl Primer 5'-Richtung (2 0,2 pM)* 68 °-0,5°C/Z 30sek » 15
5 ul GoTag-Puffer (10x) 68 °C 11 min J Zyklen
3 ul dNTPs (2 je 2,5 mM) 94 °C 30 sek |

0,2 ul PCR Extender Enzyme Mix (2 1 U) 60 °C 30 sek 20
26,8ul MQ-Wasser 68 °C 11 min+| Zyklen
*NTR.LR.F1 & dT.LR.R1 D4.4888.F & dT.LR.R1 30 sek/Z)

NTR.LR.F1 & D4.5886.R D4.5816.F & dT.LR.R1 68 °C 3 min

NTR.LR.F1 & D4.2346.R D4.6309.F & dT.LR.R1 4°C o0

D4.7954.F & dT.LR.R1

Da die gesamte AF4<MLL cDNA-Kassette nicht tUber die "Longrange/Touchdown-PCR"
amplifiziert werden konnte, wurde eine "Nested-PCR" angeschlossen. Hierfur wurde 1 pl der
"Longrange/Touchdown-PCR" als Matrize und die Primer NTR.LR.F2 & dT.LR.R2 sowie

oben beschriebenes PCR-Programm und selbiger Reaktionsansatz verwendet.

5.2.3 Sequenzanalysen

Die Analyse von DNA-Sequenzen erfolgte nach der Kettenterminationsmethode (Sanger et
al.,, 1977), die nach chromatographischer Auftrennung die Detektion von vier
unterschiedlichen Fluoreszenz-Signalen und so die Sequenzierung von Einzel- oder

Doppelstrang-DNA erméglicht. Nach Verwendung des Big Dye® Terminator v1.1 Cycle
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Sequencing Kit (Applied Biosystems) gemal der Herstelleranleitung, erfolgte die Detektion

im Abi Prism® 310 Genetic Analyzer.

Standard-Sequenzierungsreaktion: PCR-Programm:

4 ul DNA (=100 ng/ul) 94 °C 10 sek

3 ul Terminator Ready Reaction Mix (Big Dye) 56 °C 10 sek 35

3 ul Primer (2 pmol/ul) 60 °C 4 min Zyklen

5.3 Zellbiologische Methoden

5.3.1 Polyethylenimin-Transfektion der Verpackungszelllinie Platinum-E

zur Herstellung von Retroviren

Am Tag vor der Transfektion wurde die Verpackungszelllinie Platinum-E auf @10 cm-
Gewebekulturschalen in Vollimedium ausgebracht. Bei Erreichen einer Konfluenz von ~80 %
inkubierten die Zellen am folgenden Tag, nach einmaligem Waschen mit PBS, in 7 ml DMEM
(Low Glucose) ohne Zusatze eine Stunde bei 37 °C. AnschlieRend wurde der Transfektions-
mix tropfenweise in das Medium der Zellen gegeben. Nach 18 Stunden Inkubation bei 37 °C
wurde der Medium/Transfektionsmix abgenommen und durch 6ml des Mediums der
Empfangerzellen (Ohne Zytokine) ersetzt. Dieser virale Uberstand wurde nach weiteren 24
Stunden im Brutschrank vorsichtig abgenommen, direkt durch ein 0,45 um Sterilfilter
gegeben und aliquotiert in flissigem Stickstoff eingefroren und spater bei -80 °C gelagert.
Die Zellen wurden mit frischen 6 ml Medium der Empfangerzellen erneut 24 Stunden bei

37 °C inkubiert und der Virusiiberstand danach analog verarbeitet.

Transfektionsmix pro g10cm Gewebekulturschale:

500 pl PBS 500 pl PBS Inkubation
20 pg pIDEACMV-SEL  tropfenweise unter vortexen 110 pl PEI (10mM) 20 min,RT
oder pM-neo Sfil "

5.3.2 Calciumphosphat-Transfektion der Zellinie HEK-293T und
Konzentration des viralen Uberstandes zur Herstellung von
Lentiviren

Um ein Volumen von 400 ul konzentrierten Virusiiberstand herzustellen wurden je 5 x 10°

Zellen der Linie HEK-293T am Tag vor der Transfektion auf sechzehn @10 cm-
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Gewebekulturschalen in Vollimedium ausgebracht. Bei Erreichen einer Konfluenz von ~80 %
wurde das Medium der Zellen am folgenden Tag durch 5 ml DMEM (High Glucose) ohne
Zusétze ersetzt. Anschlie3end wurde der Transfektionsmix kurz gevortext und tropfenweise
in das Medium der Zellen gegeben. Nach neun Stunden Inkubation bei 37 °C wurde die
Ablagerung der CaPO,/DNA-Prazipitate am Mikroskop bestatigt, der Medium/Transfektions-
mix abgenommen und durch 4,5 ml Vollmedium ersetzt. Nach vierzig Stunden Inkubation bei
37 °C wurde der virale Uberstand durch einen 0,45 um Sterilfilter gegeben und zu je 11,7 ml
auf sechs Ultrazentrifugen-Ro6hrchen verteilt. Die Aufkonzentration der Lentiviren erfolgte bei
26.000 rpm und 4 °C in zwei Stunden. AnschlieRend wurde der Uberstand vorsichtig
dekantiert und das Pellet bei Raumtemperatur fir finf Minuten angetrocknet. Nach Zugabe
von je 75 pul StemSpan H3000 pro Roéhrchen wurde der Virus fir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert und im Rhythmus von zehn Minuten kurz gevortext. Die Lagerung

des so ~150-fach konzentrierten Virustiberstandes erfolgte in vereinten 400 pul bei -80 °C.

Transfektionsmix pro 10 cm-Gewebekulturschale im Polypropylenréhrchen:

20 pl pRRL 500 pl 2x HBS
15 pl psPAX2> + 412 pl MQ-Wasser+ 47 ul CaCl2 (2,5M) + (tropfenweise, Inkubation
6 pl pvVSV-g (vortexen) (vortexten, 5 min RT)  unter vortexen) 20 min,RT

5.3.3 Transduktion und Selektion der murinen Suspensionszelllinie 32D

Am Tag vor der Transduktion wurden je 1 x 10° Zellen der Linie 32D in zwdlf Wells einer 24-
well-Platte in Vollmedium ausgebracht. Am folgenden Tag wurden die Zellen bei 2000 rpm
und 30°C fir funf Minuten sedimentiert und das Medium vorsichtig abgenommen.
AnschlieRend wurden je 2 ml des jeweiligen Virusiiberstandes pro Well, versetzt mit 10 %
WEHI-3B Uberstand und 8 pug/ml Polybrene®, auf die Zellen gegeben sowie erneut bei
2000 rpm und 30 °C fur zwei Stunden zentrifugiert. Nach 24 Stunden Inkubation bei 37°C
erfolgte die Transduktion analog erneut. AnschlieBend wurden alle Zellen, nach weiteren 24
Stunden Inkubation bei 37 °C, mit PBS gewaschen und in 5 ml Vollimedium + 1000 pg/mi
G418 zur Selektion ausgebracht. Die maximale Konzentration des G418 wurde zuvor Uber
eine Totungskurve bestimmt. Um monoklonale Zelllinien der beiden Transduktionen zu
erhalten wurden die Zellen nach drei Tagen Selektion mittels Trypanblau-Farbung gezahlt
und in einer Konzentration von einer lebenden Zelle pro 500 pl Medium (1/3 konditioniertes
Medium + 2/3 Vollmedium + 1000 pg/ml G418) verdinnt. Diese Medium/Zellsuspension
wurde in einem Volumen von je 250 pl/Well auf eine 96-well-Platte verteilt und zwei Wochen
bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine Expansion von pro Transduktion willkirlich

gewahlten zwolf Klonen.
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5.3.4 Wachstumskurven  dber Trypanblau-Farbungen und den
CCKB8-Assay

Zur Messung der Zellproliferation verschiedener Zelllinien wurde eine Kombination aus
Trypanblau-Farbungen und Verwendung des CCK8-Assays durchgefiihrt. Der CCK8-Assay
ist ein Derivat des MTT-Assays, der durch die Umwandlung des Tetrazoliumsalzes WST-8
Uber Dehydrogenasen in der Zelle zum orange-farbenen WST-8-Formazan, Aussagen Uber
die metabolische Aktivitdt und somit die Anzahl lebender Zellen zul&sst (Ishiyama et al.,
1997). Trypanblau ist ein anionischer Diazofarbstoff, der von lebenden Zellen nicht
aufgenommen wird und stattdessen abgestorbene Zellen mit perforierten Zellmembranen
dunkelblau anfarbt. Fir die Wachstumskurven wurden die Zellen in einer bestimmten Dichte
ausgesat und taglich bzw. zweimal pro Woche die Proliferation bestimmt. Fir die
Trypanblau-Farbungen wurden 15 pl der Kultur abgenommen und mit 15 pl Trypanblau-
Losung versetzt im Zellzahler TC10 gemessen. Fur den CCK8-Assay wurden je 100 pl der
Kultur in einem Well einer 96-well-Platte mit 10 pl CCK8-Ldsung luftblasenfrei versetzt und
bei 37 °C zwei Stunden inkubiert. AnschlieRend wurde die Absorption bei 450 nm im Elisa-
Reader MR5000 bestimmt und der Wert einer Blindprobe (Medium) subtrahiert. Alle

Messungen wurden in Triplikaten durchgefihrt.

Zelldichte zu Beginn der Wachstumskurven bzw. nach wdchentlicher Passage:

hHSPCs-PB: 1 x 10° Zellen/ml KOPN-8: 1,25 x 10° Zellen/ml

MV(4;11): 1,25 x 10° Zellen/ml
32D: 4 x 10* Zellen/ml NALM-6: 1,25 x 10° Zellen/ml
32D-AM: 4 x 10* Zellen/ml RS(4;11): 1,25 x 10° Zellen/ml
32D-MA:; 4 x 10* Zellen/ml SEM: 1,25 x 10° Zellen/ml

5.3.5 Zellzyklus-/Apoptose-Assay

Die Bestimmung des Zellzyklus und der Apoptoseraten verschiedener Zelllinien erfolgte Uber
eine Doppelfarbung mit Pl und einem FITC-gekoppeltem Antikorper gegen BrdU nach
bearbeitetem Protokoll von Hoy et al.,1989. Hierfiir wurden die zu messenden Zellkulturen
mit bzw. ohne BrdU in einer Endkonzentration von 1 mM versetzt und jeweils vier Stunden
(SEM, RS(4;11), NALM-6) oder sechs Stunden (transduzierte hHSPCs-PB) bei 37 °C
inkubiert. Anschlie3end wurden die Zellen bei 1600 rpm fiir zehn Minuten sedimentiert. Nach
Fixierung der Zellen in 1000 pl 1-4 % Paraformaldehyd erfolgte die Lagerung bei 4 °C bis zur
Analyse am nachsten Tag. Am Tag der Analyse wurden die Zellen bei 1600 rpm fir zehn
Minuten sedimentiert und in 300 pul PBS + 0,5 % Triton-X 100 resuspendiert fur finfzehn

Minuten permeabilisiert. Anschlieend wurde die DNA durch Inkubation in 3 ml 2 N HCI +
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0,5 % Triton-X 100 fur dreilRig Minuten bei Raumtemperatur unter schiitteln denaturiert. Nach
zweimaligem waschen mit PBS erfolgte Inkubation der Zellen, resuspendiert in 100 pl
PBS++ und mit 2 pl BrdU-Antikorper versetzt, fur zwanzig Minuten im Dunklen bei
Raumtemperatur. Nicht gebundene Antikdrper wurde durch einen Waschschritt mit PBS
entfernt und zuletzt die Zellen in 500 pl Pl-stain drei3ig Minuten bei 37 °C im Dunklen

gefarbt. Die Analyse erfolgte am Durchflusszytometer FACSVerse.

5.3.6 Colony Forming Unit (CFU)-Assay

Um die Fahigkeit transduzierter hHSPCs-PB zu untersuchen, in verschiedene Zelltypen
differenzieren und Kolonien bilden zu kénnen, wurde ein Colony Forming Unit- oder
Methylcellulose-Assay durchgefuhrt. Hierfur wurden in Triplikaten jeweils 500, 2000 und
8000 hHSPCs-PB eine Woche nach Transduktion in Methylcellulose-Medium ausgesaht,
welches die Zytokine hSCF (50 ng/ml), hGM-CSF (10 ng/ml), hIL3 (10 ng/ml) und hEpo
(3 U/ml) enthalt. AnschlieBend wurde dreimal im Rhythmus von zwélf Tagen die Anzahl der
unterschiedlichen Kolonien bestimmt und die Zellen erneut ausgebracht. Gezahlt wurden

ausschlie3lich Kolonien bestehend aus mindestens fiinfzig Zellen.

5.4 Mausexperimente

Alle Mausexperimente entsprechen den Tierschutzbestimmungen und sind durch das

Regierungsprasidium in Darmstadt genehmigt.

5.4.1 Aufreinigung von CD34" humanen hamatopoetischen Stamm- und

Vorlauferzellen aus Apheresaten

Fur in vitro-Experimente wurden CD34" hHSPCs-PB aus Apheresaten (Freundlicherweise
zur Verfugung gestellt vom Blutspendedienst Frankfurt) isoliert. Hierfiir wurden alle Proben in
einem 50 ml-Falcon vereint, mit PBS++ gewaschen und CD34-exprimierende Zellen nach
Herstellerangaben mit dem CD34 MicroBead Kit fur humane Zellen (Miltenyi) aufgereinigt.
Die anschlieBend Kultivierung der isolierten hHSPCs-PB erfolgte in 5 ml StemSpan H3000 +
10 ng/ml IL3 + 100 ng/ml SCF + 100 ng/ml FLT3-L. Die Transduktion der Zellen erfolgte
analog zur Transduktion von hHSPCs-CB (Kapitel 5.4.2).
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5.4.2 Transduktion und Transplantation von CD34" humanen
hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen in primare

Empfangerméuse

Am Tag nach der Aufreinigung wurden CD34" hHSPCs-CB (Freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von Dr. Pablo Menendez, Granada) transduziert. Hierfir wurde pro
Empfangermaus ein Well einer mit humanem Fibronektin beschichteten 24-well-Platte mit
200 pl aufkonzentriertem lentiviralen Uberstand versehen und die Platte bei 4000 rpm und
30 °C fiir dreiRig Minuten zentrifugiert. AnschlieRend erfolgte das Ausbringen von 1-3 x 10°
pelletierten Zellen in 200 pl aufkonzentriertem lentiviralen Uberstand + 20 ng/ml IL3 +
200 ng/ml SCF + 200 ng/ml FLT3-L + 16 pg/ml Polybrene® resuspendiert in den
vorbereiteten Wells. Die Zellen wurden auf der Platte bei 1200 rpm und 30 °C fir dreil3ig
Minuten sedimentiert und zwei Tage bei 37 °C inkubiert. Fir die Transplantation wurden alle
Zellen, die mit demselben Virus transduziert wurden, vereint und mit PBS gewaschen. Nach
Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen in 30 pl PBS pro Maus aufgenommen und bis
zur Transplantation auf Eis gelagert. Als Empfanger fir die transduzierten humanen
Blutstammzellen dienten zwolf Wochen alte M&use des immundefizienten Stamms
NOD/LtSz-scid IL2ry,, die zwanzig Stunden vor Transplantation einer sublethalen
Ganzkérperbestrahlung mit 2,75 Gray unterzogen wurden. Die transduzierten hHSPCs-CB
wurden anschlie@end direkt in das Knochenmark des Femurs transplantiert. Zur
Durchfihrung der IBMT wurden die Mause durch intraperitoneale Injektion einer
Ketamin/Xylazin-L6sung (10 pl/g Korpergewicht) anasthesiert und die Wunde mittels
Betaisodona®-Losung antiseptisch behandelt. Nach der Transplantation wurden die Mause

taglich einer phanotypischen Untersuchung unterzogen.

Anzahl transplantierter Zellen in 30 pl PBS pro Maus: hHSPCs-CB: ~2,5 x 10° Zellen

5.4.3 Blutabnahme an Méausen zur Beobachtung des Krankheitsverlaufs

Um den Krankheitsverlauf transplantierter Mause des immunsuppremierten Stamms
NOD/LtSz-scid IL2ry" zu beobachten, wurde in einem Rhythmus von vier Wochen das Blut
der Tiere analysiert. Hierfir wurde die Schwanzspitze jeder Maus mit einer chirurgischen
Schere gekappt, das austretende Blut in EDTA-R6hrchen aufgefangen um Gerinnung zu
vermeiden, und die Wunde mittels ARGENTRIX® Einmal-Hollenstein-Atzstift behandelt.
Etwa zwei Tropfen der Blutprobe dienten der Analyse mit dem Animal Blood Counter ABX
Vet Pack um ein Blutbild zu erstellen. Im Ubrigen abgenommenen Blut wurde die Anzahl der
humanen hamatopoetischen Zellen bestimmt. Hierfur wurde das Blut mit 200 pl PBS++ aus
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dem EDTA-R6hrchen gewaschen und in ein FACS-Rohrchen Uberfihrt. AnschlieRend
erfolgte die Inkubation mit humanem und murinem FcR Blocking Reagent sowie mit dem
a-hCD45-APC nach Herstellerangaben fur dreil3ig Minuten bei 4 °C. Um Erythrozyten in den
Blutproben zu lysieren, wurden nach der Inkubation 2 ml BD FACS™ Lysing Solution fiir
zehn Minuten bei Raumtemperatur mit den Blutproben gemischt. Zuletzt wurden die Zellen
bei 1400 rpm fur funf Minuten sedimentiert, einmal mit PBS gewaschen und die Anzahl
hCD45" Zellen mittels Analyse am Durchflusszytometer FACS Canto |l bestimmt.

5.4.4 1solierung und Aufreinigung von Lin/Scal® murinen Knochen-

markzellen

Fur die Isolierung Lin/Scal® muriner Stamm- und Vorlauferzellen aus dem Knochenmark
(mHSPCs) wurden zwolf Wochen alte Spenderméuse des Stamms C57BL/6-Ly5.2 im
Verhdltnis 2:1 pro Empfangermaus verwendet. Zur Entnahme des Knochenmarks erfolgte
eine Anasthesie der Tiere mittels Isofluran und die anschlieBende Toétung durch zervikale
Dislokation. Anschliel3end wurden die Tiere auf3erlich mit 70 %-igem Ethanol desinfiziert und
das Fell sowie das Muskelfleisch entfernt. Zur Entnahme der Beinknochen wurden die
unteren Extremitdten an der Hufte vom Rumpf getrennt und die Pfoten entfernt.
Anschlieend wurden Femur und Tibia vom restlichen Muskelfleisch und den Sehnen befreit.
Durch Anbohren der Epiphysen mit einer Kanile konnten die Knochen mehrfach mit kaltem
PBS+ gespult und die Zellen anschlieBend durch ein 100 um Zellsieb von
Knochenriickstdnden befreit werden. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden
Knochenmarkzellen die CD5-, B220-, CD11b-, Grl-, 7-4- sowie Ter-119-defizient sind,
mittels Lineage Cell Depletion Kit fir murine Zellen (Miltenyi) aufgereinigt. Hierfir wurden die
Zellen bei 1600 rpm fiir funf Minuten pelletiert und in 40 ul PBS++ pro 10’ Zellen
resuspendiert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation von jeweils 10° Zellen mit 10 pl des
Biotin-Antikorper Cocktails fur zehn Minuten bei 4 °C. Nach der folgenden Zugabe von 30 pl
PBS++ pro 10’ Zellen wurden 20 pl der a-Biotin Microbeads verwendet, um gebundene
Zellen wahrend einer 15-mindtigen Inkubation bei 4 °C zu koppeln. AnschlieRend wurden die
Zellen mit PBS++ gewaschen und 10° Zellen in 500 pl PBS++ auf eine kalibrierte LS-Séaule
im Magneten Quadro-MACS gegeben. Alle durchlaufenden Zellen wahrend diesem Schritt
und den drei folgenden Waschschritten mit je 1 ml PBS++ pro Saule, wurden in einem 15 ml
Falcon aufgefangen. Im Anschluss fand erneut die Bestimmung der Zellzahl statt. Darauf
folgte die Selektion Sca-1" Zellen mittels a-ScalMicroBead Kit (FITC) fur murine Zellen.
Hierfiir wurden die Zellen bei 1600 rpm fiir fiinf Minuten pelletiert und in 90 pl PBS++ pro 10’

Zellen resuspendiert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation von jeweils 10’ Zellen mit 10 pl
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des a-Scal-FITC fiur zehn Minuten bei 4 °C. Nach einmaligem Waschen der Zellen mit
PBS++ wurden die Zellen in 80 pl PBS++ pro 10’ Zellen resuspendiert und mit 20 pl a-FITC
Microbeads pro 10’ Zellen fir fiinfzehn Minuten bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen erneut gewaschen und 10° Zellen in 500 ul PBS++ auf eine kalibrierte LS-Saule im
Magneten Quadro-MACS gegeben. Nach dreimaligem Waschen der Saule mit je 1ml PBS++
wurde die Saule vom Magneten genommen und die Zellen in 5 ml PBS++ mit Hilfe des
Plungers von der Séule gespult. Die Kultivierung der mHSPCs erfolgte in 5 ml LSK-Medium
fur 72 Stunden.

5.4.5 Transduktion und Transplantation von Lin/Scal® murinen

Knochenmarkzellen in primare Empfangerméause

Die Transduktion von mHSPCs erfolgte in RetroNectin®-beschichteten 24-well-Platten.
Hierfur wurden entsprechend viele Wells am Tag vor der Transduktion mit 10 pg/cm?
RetroNectin® in PBS versehen und bei 4 °C inkubiert. Am folgenden Tag wurde das
Uberschissige RetroNectin® abgesaugt und jeweils 500 pl PBS + 2 % BSA pro Well fir
dreiBig Minuten bei Raumtemperatur hinzu gegeben. AnschlieBend wurde jedes Well mit
500 ul PBS gewaschen und danach 500 pl des Virusuberstandes pro Well bei 4000 rpm und
15°C fur dreiRig Minuten zentrifugiert. Nach Abnehmen des Uberstandes nach der
Zentrifugation wurde dieser Schritt finfmal wiederholt. Die so vorbereitete Platte diente der
Inkubation von 1-3 x 10° mHSPCs pro Well in 1000 pl Virusiiberstand + 20 ng/ml mIL3 +
20 ng/ml + mIL6 + 100 ng/ml mSCF Uber Nacht bei 37 °C. Etwa vierundzwanzig Stunden
nach der ersten Transduktion wurden die Zellen auf der Platte bei 1200 rpm und 30 °C fir
funf Minuten sedimentiert um Uberstehenden Virusiberstand vorsichtig abpipettieren zu
kénnen. Anschlielend wurden pro Well 1000 pl frischer Virusiberstand auf die Zellen
gegeben und bei 1200 rpm und 30 °C fur dreiBig Minuten zentrifugiert. Dieser Vorgang
wurde dreimal wiederholt und die Zellen abschlielend erneut pro Well in 1000 pl
Virusuberstand + 20 ng/ml mIL3 + 20 ng/ml mIL6 + 100 ng/ml mSCF bei 37 °C utber Nacht
inkubiert. Fir die Transplantation erfolgte die Vereinigung aller Zellen der Transduktion mit
dem gleichen Konstrukt sowie ein folgender Waschschritt mit PBS. Nach Bestimmung der
Zellzahl wurden die Zellen in 30 pl PBS pro Maus aufgenommen und bis zur Transplantation
auf Eis gelagert. Als Empfanger der transduzierten mHSPCs wurden zwolf Wochen alte
Empfangerméuse des Stamms C57BL/6-Ly5.1 gewahlt, da dieser Stamm eine andere Form
des hamatopoetischen Zellmarkers CD45 bzw. Ly5 exprimiert als der Donorstamm C57BL/6-
Ly5.2. Die sublethale Ganzkorperbestrahlung mit jeweils 5 Gray aller Empfangermause

erfolgte sowohl vierundzwanzig Stunden als auch eine Stunde vor der Transplantation. Die
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transduzierten Zellen wurden anschlieBend direkt in das Knochenmark des Femurs
transplantiert. Zur Durchfiihrung der IBMT wurden die M&use durch intraperitoneale Injektion
einer Ketamin/Xylazin-Losung (10 pl/g Kdrpergewicht) anésthesiert und die Wunde mittels
Betaisodona®-Losung antiseptisch behandelt. Nach der Transplantation wurden die Mause
taglich einer phanotypischen Untersuchung unterzogen. Im Koffein-Mausmodell wurde den
Mausen eine Woche nach Transplantation Koffein in einer Konzentration von 0,4 mg/ml tGber

das Trinkwasser zugefihrt.

Anzahl transplantierter mHSPCs in 30 ul PBS pro Maus:

Koffein-Mausmodell: MLL-C-Mausmodell:

dTomato2A: ~1,0 x 10° Zellen dTomato2A: ~1 x 10° Zellen

dT2A-AF4sMLL: ~2,5 x 10° Zellen MLL-C-dT2A: ~1 x 10° Zellen

dT2A-MLL-AF4: ~3,5 x 10° Zellen MLL-CASET-dT2A: ~1 x 10° Zellen
zsGreen?2A: ~1 x 10° Zellen
zsG2A-MLL-C: ~1 x 10° Zellen

zSG2A-MLL-CASET: ~1 x 10° Zellen

5.4.6 Aufarbeitung erkrankter Mause

Bei Feststellung préfinaler Merkmale bei der taglichen phénotypischen Untersuchung wie
Gewichtsverlust, struppiges Fell, blasse Haute und Schleimhaute sowie buckeliger und
langsamer Gang wurden die Tiere mittels Isofluran andsthesiert und durch zervikale

Dislokation getétet.

Blutausstrich: Fur Blutausstriche wurde Blut mit einer Kanile direkt aus dem Herzen
genommen und mit 0,1 mM EDTA gemischt um Gerinnung zu vermeiden. Der Ausstrich
erfolgte mit einem Tropfen Blut auf einen Objekttrager, der mit einem zweiten Objekttrager

gleichmé&Rig verteilt wurde.

Praparation von Knochenmark, Milz, Leber und ektopem Thymusgewebe: Zur Entnahme von
Geweben wurden die Tiere aulierlich mit 70 %-igem Ethanol desinfiziert und das Fell sowie
das Peritoneum entlang des kompletten Thorax und Bauchraums gedéffnet. Nach
Dokumentation von GrofRe und Lage der einzelnen Organe erfolgte die Préaparation von Milz,
Leber und eventuell vorhandener ektoper Tymusgewebe sowie beider Femora und Tibien
und die Lagerung in eiskaltem PBS. Die Grol3en der praparierten Organe wurden mit einem
Lineal vermessen sowie die Gewichte bestimmt. Anschlie3end wurden die Organe durch ein
100 pm Zellsieb zerrieben, mit PBS gespullt und die Anzahl der Zellen bestimmt. Zur
Isolierung des Knochenmarks wurden Femora und Tibien vom restlichen Muskelfleisch und

den Sehnen befreit. Durch Anbohren der Epiphysen mit einer Kanile konnten die Knochen

120



Material und Methoden

mehrfach mit kaltem PBS+ gespult und die Zellen anschlieRend durch ein 100 um Zellsieb

von Knochenrickstanden befreit sowie die Anzahl der Zellen bestimmt werden.

Zytospins: Zur Fixierung der Zellen verschiedener Organe sowie von Knochenmarkzellen auf
einem Obijekttrager diente die Anfertigung von Zytospins. Hierflr wurde ein Objekttrager mit
einem Doppel-Cellfunnel in die Vorrichtung der Zytospin-Zentrifuge (Cellspin I) eingespannt.
AnschlieBend wurden 5 x 10* Zellen der verschiedenen Zellsuspensionen in einem Volumen
von 200 pl PBS in die beiden Trichterkammern pipettiert und zehn Minuten bei 1000 rpm
zentrifugiert. Alle Wright-Giemsa-Farbungen wurden in der Abteilung fir Hamatologie der

Goethe-Universitat Frankfurt am Main durchgefihrt.

Durchflusszytometrische  Analyse: Zur Charakterisierung der  verschiedenen
hamatopoetischen  Zellen  wurden  Antikdrperfarbungen  der  unterschiedlichen
Oberflachenmarker durchgefiihrt. Hierfir wurden 1-3 x 10° Zellen der verschiedenen
Zellsuspensionen in einem Volumen von 200 pl PBS++ in einem FACS-Ro6hrchen mit den
entsprechenden Fluoreszenzkonjugierten Antikdrpern fur dreiRig Minuten bei 4 °C im
Dunklen inkubiert. AnschlieRend erfolgte die durchflusszytometrische Analyse mit dem Gerét
CyFlow®ML und die Auswertung mit dem Programm FCS Express V3 von De Novo

Software.

Kryokonservierung der Zellen: Um Zellen der verschiedenen Gewebe flr einen spateren
Zeitpunkt zu konservieren wurden 5 x 10°- 2 x 10’ Zellen in einem Milliliter LSK-Medium
(Ohne Zytokine) + 10 % DMSO resuspendiert und in Kryo-R6hrchen in flissigem Stickstoff

eingefroren.

5.4.7 Retransplantationsexperimente in sekundare Empfangermause

Um die Fahigkeit einen bestimmten Krankheitsphénotyp in Mausen hervorzurufen, wurden
kryokonservierte Zellen des Knochenmarks und der Milz primar erkrankter Mause aufgetaut
und zweimal in PBS gewaschen. Nach Bestimmung der Lebenzellzahl Gber Trypanblau-
Farbungen wurden die Zellen in 100 ul PBS pro sekundare Empfangermaus aufgenommen
und bis zur Transplantation auf Eis gelagert. Als Empfanger der Retransplantations-
experimente dienten zwolf Wochen alte Mause des Stamms C57BL/6-Ly5.1, welche vor der
Transplantation einer sublethalen Ganzkdrperbestrahlung mit 4,5 Gray unterzogen wurden.
Zur retrobulbaren Transplantation erfolgte die Anastesie der Mause kurz mittels Isofluran.
Nach der Transplantation wurden die Mause taglich einer ph&notypischen Untersuchung

unterzogen.

Anzahl transplantierter Zellen in 100 pl PBS pro Maus:  ~4 x 10° Zellen
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7  Anhang

7.1 Abklrzungsverzeichnis

1]

°C

% (VvIv)

% (W/V)
AF4

ALL

AML
APC

bp

BrdU
BSA
CCK-8
CFU

CLL

CML
cPPT
derd/derll
DMEM
DMSO
DNA
dNTP

dT

dTTP
EDTA
FACS
FCS
FITC
FLT3
FLT3-L
fw /[ *3
g/kg/ug/ng
G418
GAPDH
HCI
HSPC
IBMT

IL-3 bzw. -6
IRES
I/ml/pl
M/mM/uM
MCS

min

MLL
MQ-Wasser

Durchschnitt

Grad Celsius

Volumenprozent

Massenprozent

ALL-1 fused gene on chromosome 1

Akute lymphatische Leukéamie

Akute myeloische Leukamie
Allophycocyanin

Basenpaare

5-Bromo-2'-deoxyuridin

Rinderserumalbumin

Cell Counting Kit-8

Colony forming unit

Chronische lymphatische Leukamie
Chronische myeloische Leukamie

Central polypurine tract

Derivatchromosom 4 beziehungsweise 11
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleicacid (Desoxyribonukleinsdure, DNS)
Desoxynukleosidtriphosphat
dTomato-Fluoreszenzmarker
Desoxythymidintriphosphat
Ethylendiamintetraessigsaure
Fluorescence-activated cell sorting
Kéalberserumalbumin
Fluorescein-isothiocyanate

Fms-related tyrosine kinase 3

FLT3-Ligand

Forward (Primer bindet am sense-strand)
Gramm/Kilogramm/Mikrogramm/Nanogramm
Geneticin (Antibiotikum)
Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Salzséure

Hamatopoietic stem and precursor cell
Intra-bone marrow transplantation

Interleukin 3 bzw. 6

Internal ribosomal entry site
Liter/Milliliter/Mikroliter

Mol/Millimol/Mikromol

Multiple Cloning Site

Minute

Mixed lineage leukemia / KMT2A, ALL-1, HRX or Htrx
Reinstwasser tUber das Millipore-Reinstwassersystem

139



Anhang

MRD

N

PBS
PCR
PE

PEI

Pl

RAS
rev/*5
RNA
RPMI
RRE
RT
RT-PCR
rpm

S2
SCF
sek
SINLTR
U
WPRE

ZNS
z2sG

Minimal residual disease (Minimale Resterkrankung)
Aquivalentkonzentration; Normalitat

Phosphate buffered saline
Polymerasekettenreaktion

Phycoerythrobilin

Polyethylenimin

Propidiumjodid

Rat sarcoma, kleines G-Protein

Reverse (Primer bindet am antisense-strand)
Ribonucleicacid (Ribonukleinsaure, RNS)

Roswell Park Memorial Institute (Zellkulturmedium)
Rev responsive element

Raumtemperatur

Reverse Transkriptase-PCR

Rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
Sicherheitsstufe 2 eines gentechnischen Labors
Stem cell factor

Sekunde

Selfinactivating long terminal region

Unit (Einheit)

Woodchuck Hepatitis Virus Post-transcriptional Regulatory
Element

Zentralnervensystem

zsGreen-Fluoreszenzmarker
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