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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Akute myeloische Leukdamie

Leukdmie ist eine Erkrankung des blutbildenden Systems, bei der hamatopoetische Vorlauferzellen
aufgrund einer malignen Transformation ihre Fahigkeit zur Ausreifung in funktionsfahige Blutzellen
(Differenzierung) verloren haben. Dadurch kommt es zur unkontrollierten, klonalen Expansion dieser
nicht funktionsfahigen, unreifen Vorlauferzellen, den Blasten. Als Folge akkumulieren die Blasten vor
allem im Knochenmark, aber auch im Blut und den lymphatischen Organen. Dadurch wird die
physiologische Blutbildung von Erythrozyten, Thrombozyten und funktionstiichtigen, reifen
Leukozyten im Knochenmark verdrangt. Infolge der Knochenmarkinsuffizienz leiden die Patienten an
Anamie, Thrombozytopenie und Granulozytopenie, was zu Stérungen der Sauerstoffversorgung, der
Blutgerinnung und der Immunabwehr fiihrt [1].

Eine akute myeloische Leukdmie (AML) liegt vor, wenn die entarteten Zellen den myeloischen
Zellreihen entstammen und mindestens 20% Blasten im peripheren Blut oder Knochenmark
nachgewiesen werden konnen [2]. Akute Leukdmien entwickeln sich kurzfristig, innerhalb weniger
Wochen und enden ohne sofortige Therapie binnen kurzer Zeit todlich [1]. Von den akuten
Leukdmien unterscheidet man chronische Leukamien, die schleichend verlaufen und tiber Monate bis
Jahre relativ symptomarm verlaufen kénnen [3]. AuRerdem kann neben der Myelopoese auch die
Lymphopoese betroffen sein. Dann spricht man von einer lymphatischen Leukamie [4].

Nach einer Prognose des Robert Koch-Instituts und der Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V. zufolge werden fiir das Jahr 2014 in Deutschland 12.100 Leukdmie-
Neuerkrankungen erwartet. Das entspricht 2,4% aller Krebsneuerkrankungen. Circa ein Viertel aller
Leukdmieerkrankungen entféllt dabei auf die AML. Nur die chronische lymphatische Leukamie (CLL)
zeigt mit 34-40% einen groBeren Anteil [5]. Unter den akuten Leukdmien ist die AML die haufigste
Form im Erwachsenenalter. Ihre Inzidenz nimmt mit steigendem Alter zu [6]. Das mediane Alter bei
Diagnosestellung liegt bei 67 Jahren [7].

Die AML ist sowohl genetisch als auch klinisch eine sehr heterogene Erkrankung [8]. Deshalb stitzt
sich die Diagnose und die Einteilung der AML heute auf das Zusammenspiel mehrerer
Diagnoseverfahren. Anhand der zytomorphologischen und zytochemischen Beurteilung von Blut- und
Knochenmarkausstrichen sowie der Immunphéanotypisierung der Zellen lasst sich iber den Reifegrad
der Blasten und ihre Linienzugehorigkeit urteilen. Basierend auf der Zytomorphologie und
Zytochemie teilt die FAB- (French-American-British-) Klassifizierung die AML in die Subtypen MO0-M7
ein [9-11]. Die WHO (World Health Organization) bezieht zur Klassifizierung neben Ergebnissen aus
morphologischen, zytochemischen und immunologischen Verfahren vor allem Befunde
zytogenetischer Untersuchungen (Chromosomenanalyse und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung) ein
und berlicksichtigt somatische Mutationen aus molekulargenetischen Analysen sowie klinische
Merkmale. Die WHO teilt myeloische Neoplasien und akute Leukamien in acht Hauptgruppen ein,
darunter die Gruppe der ,,akuten myeloischen Leukdmie und verwandte Neoplasien” [2].

Neben prognostischen Kriterien wie Alter und Leukozytenzahl [12], stellt der Karyotyp der
leukdmischen Zellen den wichtigsten prognostischen Parameter hinsichtlich Therapieerfolg und
Uberleben der Patienten dar [13-16]. Anhand von zytogenetischen und molekulargenetischen
Markern lassen sich gemaR des European LeukemiaNet (ELN) vier prognostische Risikogruppen
bilden, die sich hinsichtlich ihres Uberlebens deutlich voneinander unterscheiden: ,giinstig”,

1“ I“ und ,unglnstig” (siehe Tabelle 1) [12]. So zeigen Patienten der

,intermediar-1“, ,intermediar-I

glinstigen Gruppe ausgehend von der Diagnosestellung ein Zehn-Jahres-Uberleben von 68-71%,
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wahrend in der unglinstigen Gruppe nach zehn Jahren nur noch 2-11% der Patienten leben [17]. Die
prognostisch glinstige Risikogruppe enthalt neben den core binding factor (CBF) Leukamien (t(8;21),
inv(16), t(16;16)) auch die akute Promyelozytenleukdmie (APL) mit der Translokation t(15;17).
Dahingegen finden sich in der unginstigen Risikogruppe vor allem unbalancierte zytogenetische
Aberrationen und komplexe Karyotypen [12, 18].

Tabelle 1: Prognostische Risikogruppen nach der ELN-Klassifikation. Anhand der Zytogenetik und Molekulargenetik
unterscheidet die ELN-Klassifikation vier prognostische Gruppen [12].

Prognostische

. Charakteristika
Risikogruppe

t(8;21)(q22;922); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.1g22) oder t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
NPM1-Mutation ohne FLT3-ITD (normaler Karyotyp)
CEBPA-Mutation (normaler Karyotyp)

NPM1-Mutation mit FLT3-ITD (normaler Karyotyp)
Intermediar-I NPM1-Wildtyp mit FLT3-ITD (normaler Karyotyp)
NPM1-Wildtyp ohne FLT3-ITD (normaler Karyotyp)
t(9;11)(p22;q23); MLLT3-MLL

Intermediar-II zytogenetische Aberrationen, die weder als glinstig noch als
ungtinstig klassifiziert sind

inv(3)(q21q26.2) oder t(3;3)(q21;926.2); RPNI-EVI1
t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

t(v;11)(v;923); MLL-Rearrangement

-5 oder del(5q); -7; abnl(17p); komplexer Karyotyp

abnl: abnormal, del: Deletion, inv: Inversion, ITD: internal tandem duplication,
t: Translokation, v: variabel

Gunstig

Ungunstig

Das Erreichen einer kompletten Remission (weniger als 5% Blasten im Knochenmark) nach der
Induktionstherapie ist flir den Therapieerfolg entscheidend. Die Induktionstherapie bezeichnet die
erste Behandlungsphase. Zyto- sowie molekularbiologische Veranderungen beeinflussen das
Therapieansprechen der Patienten und nehmen dadurch Einfluss auf die Wahl der Therapie [12].
Wihrend Patienten der giinstigen Gruppe gut auf die Standard-Chemotherapie ansprechen?, sollten
Patienten der unglinstigen Gruppe aufgrund der hohen Rezidivrate nach Mdglichkeit einer allogenen
Stammzelltransplantation unterzogen werden [12].

Obwohl heute bereits mehr als 50 rekurrente Chromosomenaberrationen in der AML bekannt sind
[19, 20], weist etwa die Halfte aller AML-Patienten einen normalen Karyotyp auf [16, 21, 22]. AML-
Patienten mit normalem Karyotyp (NK-AML) werden Uberwiegend der intermedidren Gruppe
zugeordnet [12], welche hinsichtlich des molekulargenetischen Profils und des klinischen Verlaufs
eine sehr heterogene Gruppe ist [23]. In dieser groRen Gruppe von AML-Patienten mit normalem
Karyotyp ist man auf Genmutationen als prognostische Marker angewiesen. Eine Vielzahl an
molekulargenetischen Aberrationen ist bisher in der AML bekannt, jedoch ist nur von wenigen die
prognostische Bedeutung definiert. Als prognostisch relevante molekulare Mutationen in der AML
mit normalem Karyotyp haben vor allem Mutationen in der Rezeptortyrosinkinase FLT32, im

! Erreichen der Blasten-Clearance (<5% Blasten) an Tag 16 nach Therapiebeginn
2 fibroblast-macrophage stimulating factor receptor (FMS)-related tyrosine kinase 3
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nukleoldren Phosphoprotein NPM13, im Transkriptionsfaktor CEBPA* [24, 25] und partielle
Tandemduplikationen in der Histon-Methyltransferase MLL®> in der Routinediagnostik Einzug
gehalten. Wahrend sich NPM1- und CEBPA-Mutationen als prognostisch glinstig erwiesen haben [26,
27], ist die haufigste Mutation des FLT3-Gens, eine internal tandem duplication (ITD), prognostisch
unglinstig [28]. FLT3 und NPM1 stellen die am haufigsten mutierten Gene in der AML dar [29].

1.2 Pathogenese der AML

In den letzten 15 Jahren gelangen entscheidende Fortschritte bei der Aufklarung der Pathogenese
der AML durch die Identifikation zahlreicher rekurrenter chromosomaler Veranderungen und
Genmutationen sowie abweichender Genexpressionslevel [14, 30-33]. Es wurden unter anderem
Mutationen in Genen entdeckt, die bei der Regulierung der DNA-Methylierung eine Rolle spielen
(DNMT3A, IDH1, IDH2, TET2) [29, 34]. 44% aller AML-Patienten zeigen Mutationen in diesen Genen
[29]. Aufgrund der raschen Weiterentwicklung neuer Sequenziertechniken (Next Generation
Sequencing) erweitert sich das Spektrum molekularer Mutationen noch immer.

Zweifelsfrei bendtigt es zur Entstehung einer akuten Leukdmie mehr als ein singuldres genetisches
Ereignis. Dies konnte in diversen Mausmodellen gezeigt werden [35-38]. Man geht deshalb vom
»2-Hit“-Modell der Leukdmogenese aus. Dieses besagt, dass mindestens zwei genetische
Alterationen zusammenspielen missen, um eine Leukdmie hervorzurufen. Dabei muss eine
aktivierende Mutation im Rezeptortyrosinkinase-Signalweg (z.B. RAS, FLT3, c-KIT) den
hidmatopoetischen Vorlduferzellen einen Proliferations- und/oder Uberlebensvorteil verschaffen
(Klasse I Mutationen). Gleichzeitig muss eine andere Mutation oder eine Genfusion einen
hdamatopoetischen Transkriptionsfaktor betreffen (z.B. PML/RARA, AML1/ETO, CEBPA; Klasse Il
Mutationen) und die Differenzierung bzw. die Apoptose der hdamatopoetischen Vorlauferzellen
unterbinden [39, 40]. Rezeptortyrosinkinasen spielen somit eine Schlisselrolle in der Pathogenese
der AML.

1.3 Rezeptortyrosinkinasen

Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) sind Enzyme aus der Familie der Proteinkinasen [41], die den
reversiblen Ubertrag des energiereichen y-Phosphats von Adenosintriphosphat (ATP) an die
Hydroxylgruppe von Tyrosinen ihrer Substratproteine katalysieren und diese aktivieren [42]. RTKs
Ubertragen Signale ins Zellinnere und regulieren dadurch eine Vielzahl von zelluldren Prozessen wie
Proliferation, Differenzierung, Uberleben, Stoffwechsel, Migration und Zellzykluskontrolle [43].

Es sind 58 humane RTKs bekannt [44]. Etwas mehr als die Halfte davon ist aufgrund genetischer
Verdnderungen an der Entstehung maligner Tumore beteiligt [45]. Vor allem sind RTKs der Klasse Il
haufig in hamatologischen Tumoren mutiert. Zum Beispiel sind Punktmutationen im KIT- und im
CSFIR-Gen in der AML, chronischen myelomonozytiren Leukdmie (CMML) und im
myelodysplastischen Syndrom (MDS) beschrieben. In der AML treten aufRerdem Deletionen in KIT
auf. Punktmutationen und Insertionen von FLT3 kommen in der AML und im MDS vor [46-48].

3 Nukleophosmin
4 CCAAT/enhancer-binding protein alpha
> mixed lineage leukemia
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RTKs sind transmembrandse Rezeptoren [45] mit ahnlichem Aufbau. Extrazellular besitzen die RTKs
eine Ligandbindedoméane. lhrer transmembrandsen (TM-) Domane, die die Membran einmal
durchspannt und sie darin verankert, folgen intrazelluldr eine juxtamembrandse (JM-) Domane, die
Tyrosinkinasedomane (TKD) und ein C-terminaler Bereich [49]. Anhand des Aufbaus der
extrazellularen Domane [50] und der Sequenz der Kinase-Domane lassen sich die RTKs in
20 Unterfamilien einteilen [44]. Die fiir diese Arbeit relevanten RTKs gehoren zur Klasse Il (FLT3) [51]
oder zur Klasse Xl (DDR1, DDR2) [46] der Rezeptortyrosinkinasen. Diese beiden Klassen sind in
Abbildung 1 schematisch dargestellt. Das Besondere am Aufbau der Klasse Il der RTKs sind die funf
Immunoglobulin-(Ig)-dhnlichen Doméanen der extrazelluliren Doméane sowie die zytoplasmatische
TKD, die durch ein Insert geteilt ist [52]. Bei den DDRs (discoidin domain receptors) besteht der
extrazelluldre Bereich aus einer N-terminalen Discoidin-Domane, gefolgt von einer Discoidin-
dhnlichen Domane. Der TM-Domane schlie8t sich eine ungewoéhnlich lange intrazelluldare JM-Domane
an. DDRs haben neben einer intrazelluldaren auch eine extrazellulare JM-Domane. Der intrazelluldren
JM-Domane folgt eine Kinasedomane und schlieBlich ein sehr kurzes C-terminales Ende [53].
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Abbildung 1: Aufbau der Klasse lll und Klasse Xlll der Rezeptortyrosinkinasen. Dargestellt sind jeweils Rezeptor-
monomere. Zur Klasse Ill gehdren neben FLT3 auch KIT, PDGFRA, PDGFRB und CSF1R [44]. Zur Klasse XIll gehoren
ausschlieBlich DDR1 und DDR2 [46]. CSF1R: colony stimulating factor 1 receptor; DDR1/2: discoidin domain receptor tyrosine
kinase 1/2; FLT3: FMS-related tyrosine kinase 3; KIT: Stammzellfaktor-Rezeptor; PDGFRA/B: platelet-derived growth factor
receptor alpha/beta

Unter physiologischen Bedingungen ist die Aktivitdat von RTKs streng reguliert. In Abwesenheit ihres
spezifischen Liganden liegen RTKs in einer inaktiven Konformation, in den meisten Fallen als
Monomere, in der Membran lokalisiert vor [54]. Erst nach Ligandbindung kommt es zur
Dimerisierung der Rezeptormolekiile [55] und anschlieRender Transphosphorylierung von Tyrosinen
am zytoplamatischen Teil des Rezeptors [54]. Infolge dessen erlangt der Rezeptor seine aktive
Konformation und kann seine enzymatische Aktivitdt ausfiihren. Die Rekrutierung und gezielte
Bindung von zytoplasmatischen Signalproteinen an phosphorylierte Tyrosine, als Teil spezifischer
Erkennungsmotive am Rezeptor, setzt schlieRlich die Signaltransduktion in Gang [54]. Nach der
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Aktivierung werden die Ligand-Rezeptor-Komplexe endozytotisch internalisiert. Sie werden dann
entweder proteolytisch abgebaut oder wieder zurlick an die Zelloberfldche gebracht (recycelt) [56].
Die Kinasedomane der RTKs ist hochkonserviert [57] und weist drei charakteristische Strukturen auf:
die Aktivierungsschleife, die ATP-Bindetasche und die katalytisch aktive Kinaseschleife. Im inaktiven
Zustand blockieren die Aktivierungsschleife und die JM-Domane sterisch die ATP-Bindetasche. Erst
durch die Phosphorylierung des Tyrosins in der Aktivierungsschleife im aktiven Zustand erlangt die
Kinase ihre katalytisch aktive Konformation [54].

1.3.1 FLT3

Der FLT3-Rezeptor wird hauptsachlich auf hamatopoetischen Stammzellen sowie friithen myeloischen
und lymphatischen Vorlauferzellen exprimiert [58, 59] und ist bei der Proliferation, Differenzierung
und Uberleben dieser Zellen von Bedeutung [51, 59-61]. Mit zunehmender Differenzierung der Zellen
geht die FLT3-Expression verloren [59]. AML-Blasten zeigen hiufig eine FLT3-Uberexpression [58, 62].
FLT3 ist an der malignen Transformation hamatopoetischer Vorlauferzellen zu AML-Blasten in
verschiedener Weise beteiligt. Zum einen spielt die autokrine Stimulierung von FLT3 durch seinen
Liganden eine Rolle [63]. Der FLT3-Ligand (FL), ein Wachstumsfaktor [64], und der FLT3-Rezeptor
werden haufig zusammen auf leukdmischen Zellen exprimiert [63]. Da FL nachgewiesenermalien
anti-apoptotische, Uberlebensférdernde und pro-proliferative Effekte auf primare AML-Zellen
auslibt, spielt die autokrine FLT3-Aktivierung durch den FL eine gewisse, wenn auch keine ursachliche
Rolle in der Entstehung von akuten Leukdmien [65]. Eine bedeutendere Rolle spielt die
Uberexpression des FLT3-Rezeptors auf leukdmischen Blasten. Bei 75-100% aller AML- und ALL-
Patienten zeigen Blasten hohe FLT3-Expressionslevel [62, 66, 67]. Eine im Vergleich zu normalem
Knochenmark erhdhte FLT3-Expression konnte sowohl auf RNA-Ebene als auch auf Proteinebene bei
AML-Patienten und akuten Leukdmien generell nachgewiesen werden [62]. Zudem wurde eine
signifikante Korrelation zwischen der FLT3-Expression und dem Anteil myeloischer Blasten sowie der
Leukozytenzahl| gezeigt [68]. Die Uberexpression des FLT3-Rezeptors auf leukdmischen Blasten kann
deren Uberleben und Proliferation erhéhen. Die gréRte Rolle bei der malignen Transformation durch
FLT3 spielen jedoch aktivierende Mutationen im FLT3-Gen. Man unterscheidet zwei Arten
aktivierender Mutationen: Punktmutationen in der Aktivierungsschleife der Tyrosinkinasedomane
(FLT3-TKD-Mutationen; FLT3-TKDs) und internal tandem duplications (FLT3-ITDs) in der JM-Doméne
[69]. Etwa 7% der AML-Patienten weisen eine FLT3-TKD-Mutation auf [70-72]. Am héaufigsten ist die
Asparaginsdure an Codonposition 835 gegen ein Tyrosin ausgetauscht [72, 73]. FLT3-TKDs storen die
Autoinhibition der Kinase [74] und fiihren zur konstitutiven Aktivierung des Rezeptors [75].

Die Mehrheit der FLT3-Mutationen stellen die FLT3-ITD-Mutationen, auch FLT3-Ldngenmutationen
(LM) genannt, dar. FLT3-ITDs treten bei 20-25% der AML-Patienten auf [28, 39, 71, 76-78]. Das macht
sie zur zweithdufigsten Mutation in der adulten AML [79]. In der Gruppe der AML-Patienten mit
normalem Karyotyp liegt die Haufigkeit von FLT3-ITD-Mutationen mit bis zu 38% noch héher [80].
FLT3-ITDs entstehen durch die Duplikation eines Fragmentes vor allem der JM-Domane, das unter
Aufrechterhaltung des Leserahmens und unter Beibehaltung der urspriinglichen Orientierung in die
Originalsequenz integriert wird [81]. Die Ldnge des duplizierten Fragmentes variiert zwischen drei
und mehr als 400 Basenpaaren [77]. Zur Aufrechterhaltung des Leserahmens werden in manchen
Fallen zusatzliche Nukleotide eingefligt [77]. Abbildung 2 stellt beispielhaft verschiedene FLT3-ITDs
dar.
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Abbildung 2: Beispielhafte Darstellung verschiedener FLT3-ITDs. Der FLT3-Rezeptor ist schematisch dargestellt. Die
Aminosauresequenz der juxtamembranosen (JM-) Doméane und die Lokalisation verschiedener FLT3-ITDs sind
eingezeichnet. Abbildung nach Kelly et al. [37]. Ig: Immunoglobulin; TKD: Tyrosinkinasedomane; TM: transmembrandse
Domadne

Der JM-Doméane kommt im inaktiven Zustand des FLT3-Rezeptors eine autoinhibitorische Funktion
zu, welche durch die von der FLT3-ITD hervorgerufenen konformativen Veranderung der JM-Domaéane
gestort wird [69]. Da FLT3 dann auch in Abwesenheit seines Liganden seine katalytisch aktive
Konformation einnimmt [69], resultiert daraus die konstitutive Aktivierung des Rezeptors [82]. Die
Konsequenz hieraus ist die konstitutive Aktivierung der nachgeschalteten Signalwege STAT5 (signal
transducer and activator of transcription 5), MAPK (mitogen-activated protein kinase) und AKT [83-
85], die eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion von Differenzierung, Proliferation und
Uberleben spielen [85, 86]. In FLT3-Wildtyp-(FLT3-WT)-Zellen wird durch FL-Bindung an den Rezeptor
nur MAPK und AKT aktiviert [84, 87]. Nur in Zellen, die eine FLT3-ITD exprimieren, nicht aber in mit FL
stimulierten FLT3-WT-Zellen, findet eine Phosphorylierung von STAT5 statt [88]. Der Grund hierfir
bleibt nach wie vor umstritten. Wahrend manche Studien von einer Januskinase-vermittelten STATS-
Aktivierung sprechen [89, 90], berichtet eine andere Studie, dass STATS5 ein direktes Ziel der FLT3-ITD
darstellt und direkt von der mutierten Kinase phosphoryliert wird [83]. Der STAT5-Signalweg ist
jedenfalls flr das transformierende Potential der FLT3-ITD essentiell [91]. Phosphoryliertes STATS
bildet Dimere und wandert in den Nukleus, wo es die Transkription der anti-apoptotischen Proteine
Bcl-xL und Pim1l sowie die pro-proliferativen Proteine Cyclin D1 und c-Myc einleitet [92].
Verschiedene Zelllinien zeigen infolge der Aktivierung von STAT5 durch FLT3-ITD-Mutationen Ligand-
unabhangige Zellproliferation [84, 85, 87]. Fir die STAT5-Aktivierung, das transformierende Potential
aktivierender FLT3-ITD-Mutationen und die FL-vermittelte Aktivierung des FLT3-Wildtyp-Rezeptors
wurden Arginin 595 [93], sowie die Tyrosine an Position 589 und 591 (Y589, Y591) [94] als kritische
Aminosauren identifiziert.

Klinisch sind FLT3-ITD-Mutationen mit einer schlechten Prognose assoziiert [28, 95]. Nur 30-40% der
NK-AML-Patienten mit FLT3-ITD kdnnen geheilt werden [96]. Bei diesen Patienten finden sich zum
Diagnosezeitpunkt erhohte Leukozytenzahlen und ein hoher prozentualer Blastenanteil im
peripheren Blut und im Knochenmark [95]. Dies sind Faktoren, die mit einer schlechten Prognose
assoziiert sind. Erwachsene NK-AML-Patienten (<60 Jahre) mit einer FLT3-ITD zeigen im Vergleich zu
Patienten mit FLT3-WT ein kiirzeres Gesamt- [80, 95] und Rezidiv-freies Uberleben [80] sowie eine
kiirzere Remissionsdauer [95] was mit einer hoheren Rezidivrate bei FLT3-ITD-positiven Patienten
einhergeht [97, 98].
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Nicht nur das Vorkommen einer FLT3-ITD per se, sondern besonders das Allelverhaltnis von FLT3-ITD
und FLT3-WT ist von prognostischer Bedeutung [71]. Die FLT3-ITD-Last wird dabei als das Verhaltnis
von mutiertem Allel zu wildtypischem Allel angegeben [71, 99]. Die Quantifizierung erfolgt mittels
Fragmentlangenanalyse [71]. Es wurde mehrfach gezeigt, dass AML-Patienten ein heterogenes
Allelverhaltnis von FLT3-ITD zu FLT3-WT aufweisen. Das Spektrum reicht dabei von einem geringen
Anteil an mutiertem Allel bis zum Verlust des Wildtyp-Allels [71, 77, 100]. Verschiedene
Allelverhaltnisse von FLT3-ITD zu FLT3-WT sind in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Darstellung verschiedener Allelverhiltnisse von FLT3-ITD zu FLT3-WT. Die Analyse von amplifizierten FLT3-
Fragmenten in einer Arbeit von Schnittger et al. zeigte auf Agarosegelen unterschiedliche Bandenintensitaten von FLT3-WT
und FLT3-ITD [100]. O: nur FLT3-WT; 1: FLT3-ITD-Subklon in einer sonst FLT3-ITD-negativen Blastenpopulation; 2: gleiche
Menge an wildtypischem und mutiertem FLT3-Allel; 3: Verlust des Wildtyps in einem Subklon; 4: kompletter FLT3-WT-
Verlust; 5: zwei unterschiedliche FLT3-ITDs in unterschiedlichen Klonen. LM: Langenmutation; WT: Wildtyp; M: Marker

Patienten mit komplettem Verlust des FLT3-WT-Allels oder mit hoher FLT3-ITD-Last haben ein
signifikant schlechteres Gesamtiiberleben und krankheitsfreies Uberleben sowie eine hthere Rezidiv-
Wahrscheinlichkeit als Patienten, die nur Trager des Wildtyp-Allels sind oder die ein niedriges
Verhaltnis von FLT3-ITD zu FLT3-WT aufweisen [28, 71, 101]. Die Prognose der Patienten wird also
mit ansteigendem Verhaltnis von FLT3-ITD zu FLT3-WT schlechter. Des Weiteren haben Patienten mit
einem hohen Verhaltnis von FLT3-ITD zu FLT3-WT hohere Leukozytenwerte und Blastenzahlen im
peripheren Blut [71]. Der teilweise oder vollstindige Verlust des Wildtyp-Allels (Verlust der
Heterozygotie) tritt zum Zeitpunkt der Diagnose bei 6% bis einem Drittel der AML-Patienten mit einer
FLT3-ITD auf [28, 100, 102]. Er ist die Folge einer erworbenen uniparentalen Disomie, die entweder
durch die somatische Rekombination homologer Chromosomen nach Erwerb einer FLT3-ITD oder
durch den Verlust des Chromosoms 13 mit wildtypischem FLT3-Allel und anschlieBender Duplikation
des homologen Chromosoms mit FLT3-ITD entsteht [103, 104]. Im ersten Fall kommt es zum
teilweisen, im zweiten Fall zum vollstéandigen Verlust des FLT3-Wildtyp-Allels. Zudem ist die AML eine
klonale Erkrankung, bei der mehr als die Halfte neben einem Grinderklon mindestens einen Subklon
aufweisen [29]. Alle Blasten enthalten gemeinsame somatische Mutationen, die den klonalen
Ursprung der Erkrankung widerspiegeln (Griinderklon). Subpopulationen, in denen zusatzliche
Mutationen vorhanden sind, werden als Subklone definiert [105, 106]. Diese Tatsache nimmt
ebenfalls Einfluss auf das Verhaltnis von FLT3-ITD zu FLT3-WT, je nachdem in welchem Klon die
Mutation vorkommt. Dariiber hinaus kann sich der Mutationsstatus einer FLT3-ITD zwischen
Diagnose und Rezidiv dndern [100]. Gelegentlich zeigen Patienten mit FLT3-WT bei Erstdiagnose im
Rezidiv eine FLT3-ITD. Patienten mit einer FLT3-ITD zum Zeitpunkt der Diagnosestellung kénnen
zusatzliche oder andere FLT3-ITDs entwickeln oder haben im Rezidiv ihre FLT3-ITD verloren [100,
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107-109]. Nicht selten haben FLT3-ITD positive Patienten mehr als eine FLT3-ITD (16,5-23%) [71, 101,
102]. RegelmaBig beobachtet wird ein sich anderndes Allelverhaltnis von FLT3-ITD zu FLT3-WT im
Krankheitsverlauf [100]. Generell ist die FLT3-ITD-Last im Rezidiv eher hoher als bei Diagnose [100,
109]. All diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass FLT3-ITD-Mutationen sekundare (nicht
initiale) genetische Ereignisse sind, die dem Klon, in dem sie vorkommen, einen Proliferationsvorteil
geben [100, 108].

Aufgrund des haufigen Vorkommens von aktivierenden FLT3-Mutationen und ihrer wichtigen Rolle in
der Pathogenese der AML, stellt FLT3 ein bedeutendes Therapieziel in der AML dar. FLT3-
Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKls) werden zur gezielten Inhibition einer onkogenen FLT3-Kinase und
deren Signallibertragung in praklinischen und klinischen Studien getestet [110]. Die FLT3-TKls
bewirken eine Reduktion der Blasten [111], aber nur bei wenigen Patienten konnte eine komplette
oder dauerhafte Remission bei alleiniger Therapie mit einem Tyrosinkinase-Inhibitor erzielt werden
[112-114]. Sie werden daher in Kombination mit anderen Substanzen, z.B. konventioneller
Chemotherapie untersucht [115-119]. AC220 ist derzeit der vielversprechendste FLT3-Inhibitor in
klinischer Testung [111, 120].

1.3.2 DDR1 und DDR2

Wie FLT3 sind auch DDRs bei der Proliferation, dem Uberleben und der Differenzierung von Zellen
(DDR1: neuronale Differenzierung; DDR2: osteogene Differenzierung) von Bedeutung [121]. Zudem
spielen DDRs eine wichtige Rolle bei der Migration, Zelladhasion, Matrixremodellierung [121, 122]
und der Gewebehomoostase sowie -regeneration [123]. Generell ist die DDRI-Expression
hauptsachlich in Epithelzellen zu finden [124]. Eine DDR2-Expression findet man hingegen in
Bindegewebszellen, die dem Mesoderm entstammen [124, 125]. Die Untersuchung der biologischen
Funktion der DDRs hat ergeben, dass DDRs bei der embryonalen Entwicklung eine bedeutende Rolle
spielen. DDR1 ist unter anderem wesentlich fir die Brustdrisenentwicklung [126], wahrend DDR2
vor allem das Wachstum der (Réhren-) Knochen reguliert [127]. Eine seltene Wachstumsstérung
beim Menschen wird durch DDR2-Mutationen verursacht. Auf verschiedene Weise flihren diese
Mutationen zum Ausbleiben der Kollagen-induzierten Rezeptoraktivierung, was schlielRlich
gravierende Skelettverdnderungen hervorruft [128, 129]. Dies unterstreicht die wichtige Aufgabe von
DDR2 in der Skelettentwicklung des Menschen. Des Weiteren wurden DDRs bisher mit
Arteriosklerose [130-133], Nierenerkrankungen [134-136], Lungenfibrose [137], Leberfibrose [138],
Arthritis [139-143] und verschiedenen Krebserkrankungen in Verbindung gebracht [121]. Erste
Hinweise deuten auBerdem auf eine Involvierung der DDRs bei hamatologischen Tumoren hin [144-
146].

DDRs unterscheiden sich in vier wesentlichen Punkten von anderen RTKs. Dies macht DDRs
einzigartig unter den RTKs.

(1) DDR1 und DDR2 sind Rezeptoren mit Discoidin-Domane. Die Discoidin-Domane tragt ihren Namen
aufgrund ihrer Homologie zu dem Protein Discoidin |, einem Lektin des Schleimpilzes Dictyostelium
discoideum [147]. Wahrend die extrazelluldare Domdne der meisten RTKs weit verbreitete
Strukturmotive wie Immunoglobulin-adhnlichen Domanen, Fibronektindomadnen oder zysteinreiche
Domadnen tragt, haben DDRs mit der Discoidin-Domane und Discoidin-dhnlichen Domane eine
einzigartige extrazelluldre Struktur [43].
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(2) DDR1 und DDR2 sind zwei eng miteinander verwandte Nicht-Integrin-Kollagenrezeptoren [148].
Als Liganden fir RTKs fungieren in der Regel 16sliche peptiddahnliche Wachstumsfaktoren. DDRs
hingegen werden von Kollagen aktiviert [148, 149]. Vor dieser Erkenntnis galten Integrine als die
einzigen Zelloberflachenrezeptoren, die durch Binden von Komponenten der extrazelluldaren Matrix
(ECM) Signale in die Zellen Gbermitteln kdnnen [53]. Kollagen ist der Hauptbestandteil der ECM des
Bindegewebes [150]. In Wirbeltieren sind 28 Typen von Kollagen beschrieben (I-XXVIIl), die in
Familien organisiert sind (z.B. fibrillare Kollagene, netzbildende Kollagene). Kollagene sind die am
haufigsten vorkommenden Proteine in Saugetieren. Sie sind Strukturproteine der ECM und tragen
zusammen mit anderen ECM-Bausteinen zu den mechanischen Eigenschaften, dem Aufbau und der
Form der Gewebe bei. Dabei sind manche Kollagentypen gewebespezifisch [151]. DDR1 und DDR2
binden jeweils nur bestimmte Kollagene. Dabei erkennen sie verschiedene aber definierte
Aminosauremotive der Kollagene [152, 153]. Wahrend beide von den fibrillaren Kollagenen |, 1, IlI
und V aktiviert werden [148, 149], wird der DDR1-Rezeptor zuséatzlich vom netzbildenden Kollagen IV
aktiviert [149]. AuRerdem dient Kollagen VIII als Ligand flir den DDR1-Rezeptor [154], aber nicht fir
den DDR2-Rezeptor. Hingegen bindet der DDR2-Rezeptor im Vergleich zum DDR1-Rezeptor
bevorzugt Kollagen Il [155] und X [156]. Die Kollagenbindestellen der DDRs sind in ihrer Discoidin-
Domane lokalisiert [157, 158].

(3) Das Prinzip der Ligand-induzierten Rezeptordimerisierung trifft nicht auf DDR1 und DDR2 zu [122].
Im Gegenteil, die Ligandbindung erfordert eine vorherige Rezeptordimerisierung [158]. DDRs formen
also Ligand-unabhéangig stabile Dimere, die bereits vor Bindung des Liganden an der Zelloberflache
vorliegen [122]. Die TM-Domane der DDRs ist eine Schliisselregion fiir die Dimerisierung. Von ihr geht
dabei starkes Selbstassoziationspotential aus [122, 159].

(4) Wie bei anderen RTKs kommt es auch bei den DDRs erst nach Ligandbindung zur
Autophosphorylierung der Rezeptoren. Der Unterschied zu anderen RTKs besteht hier in der
langsamen und langanhaltenden Rezeptorphosphorylierung. Typischerweise sind RTKs binnen
Sekunden bis Minuten aktiviert (phosphoryliert). Maximale DDR-Rezeptoraktivierung mit Kollagen ist
oftmals erst nach Stunden erreicht [148, 149].

Die Signalwege, Uber die DDRs agieren, sind noch nicht vollstdandig entschlisselt. Bekannt ist, dass
DDR1 und DDR2 in vielfdltiger Weise den MAPK-Signalweg aktivieren [160-168]. Die vom DDR1-
Rezeptor ausgehende Signallbertragung kann auBerdem Uber die Signalwege PI3K/AKT [164, 169],
NF-kB (nuclear factor-kappaB) [170] und Notchl [171] erfolgen. Das biologische Ergebnis ist dabei
jedoch stark vom zellularen Kontext abhangig. Zudem kann es auch vom Kollagentyp beeinflusst
werden, der den Rezeptor aktiviert [164, 166, 172]. Im Vergleich zum DDR1-Rezeptor sind beim
DDR2-Rezeptor bisher nur wenige validierte bzw. potentielle Adaptorproteine und intrazelluldre
Signalmolekiile bekannt (Shc (Src homology 2 domain containing), Src (sarcoma) [173]; SHP-2 (Src
homology 2 domain-containing protein tyrosine phosphatase 2), Nckl (non-catalytic region of
tyrosine kinase adapter protein 1), Lyn (eine Kinase der Src-Familie), SHIP-2 (SH2 (Src homolgy 2)-
domain-containing inositol phosphatase 2), PLCL2 (phospholipase C-like 2) und PIK3C2A
(phosphatidylinositol-4-phosphate 3-kinase, catalytic subunit type 2ca)) [174]. Der DDR1-Rezeptor
zeigt ein grolRes Spektrum an Interaktionspartnern, die meist tiber SH2-, SH3- oder PTB-Doménen an
phosphorylierte Tyrosine im cytoplasmatischen Bereich des Rezeptors binden. Dazu gehoren unter
anderem Adaptorproteine (Crk2, Nck1/2), das Docking-Protein Shcl, Guanosintriphosphat-
Austauschfaktoren (PLC-y1, Vav1/2), Src-Kinasen (Yes, Lyn, Fyn, c-Src), die C-terminale Src Kinase Csk,
STATs (STAT1a/b, STAT3, STAT5b), Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K; p85 a/b, p110a/b/d) und
Phosphatasen (SHIP-1/2, SHP-2) [175].
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Die Aktivierung der DDRs erfolgt unabhangig von B1l-Integrinen [176]. Mitglieder der B1-Familie der
Integrine (a1B1, a2B1, al0B1, al1P1) erkennen Kollagen [177]. DDR1 kann jedoch in positiver und
negativer Weise die Signaltransduktion von kollagenbindenden p1-Integrinen abhdngig vom
zellularen Hintergrund beeinflussen [53] (siehe Abbildung 4). Wahrend in MDCK-Zellen DDR1 der von
a2B1-Integrin hervorgerufenen Zellspreitung [178] und Zellmigration [179, 180] entgegenwirkt,
kooperiert DDR1 mit a2f1-Integrin beim Zell-Scattering von Bauchspeicheldriisenkrebszellen [166]
und bei der Selbsterneuerung von embryonalen Mausstammzellen durch die Regulierung des
Zellzyklus Uber Bmi-1 [169]. Im Gegensatz zur Inhibiton der Zellmigration in MDCK-Zellen, fordert

DDR1 die Zellmigration (iber alternative Wege in anderen Zellen wie Megakaryozyten [160] und
Brustepithelzellen [181].

Kollagen Kollagen Kollagen Kollagen Kollagen
/ ' ' ' '
v i VN v /NN

FAK Pyk2  Notchl ShcA  PI3-K Notchl /' Src  SHP-1

SHP-2 ,
\ / : »i : < J A
' NFKB \ : Cdc42 \ pStat1/3
| | / \ W : :
p130CAS Hes1 l Ras Akt  Gli-1 J:_ ' pSyk _E_
: | cox2 N, P . Zellmigration
\ ' Y =
S v v A vy

e anti-Apoptose/Uberleben Y Zellmigration

Zell-Scattering/EMT Zellzyklus-Progression

Abbildung 4: Interaktion von DDR1 und a2fB1-Integrin bei der intrazelluldren Signaltransduktion nach Aktivierung durch
Kollagen. Durchgezogene Linien zeigen direkte, gestrichelte Linien indirekte Interaktionen. Durch DDR1-Aktivierung

begiinstigte zelluldare Auswirkungen sind griin dargestellt. Prozesse, die durch DDR1-Aktivierung unterdrickt werden in rot.
Abbildung nach Leitinger [53]. EMT: epithelial-mesenchymale Transition
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1.4 NPM1

Nukleophosmin (NPM1) ist ein ubiquitdr exprimiertes Protein [182], das zwischen dem Nukleus und
Zytoplasma verkehrt [183], jedoch hauptsachlich in der granularen Region des Nukleolus lokalisiert
ist [184, 185]. Unter den nukleoldren Proteinen ist NPM1 eines der am haufigsten vorkommenden
Proteine [186]. Das NPM1-Gen kodiert fir drei alternativ gespleilite Isoformen [187]. Die
vorherrschende Isoform ist Isoform 1 [188]. Sie besitzt zahlreiche funktionelle Domanen [189] und ist
in Abbildung 5 dargestellt.

NES NLS NLS NuLS
.
NPM1 | 294 aa
& . J
L Il Il I
Oligomerisierung Histonbindung DNA/RNA-Bindung
Chaperonaktivitat

Ribonukleaseaktivitit

E’ Nicht-polare N-terminale Region D Basische Region

[:] Nukleéres Exportsignal (NES) D Aromatische Region

D Saure Regionen - Nukleolares Lokalisationssignal
D Mittelteil (NuLsS: w288, W290)

D Zweiteiliges nukledres Lokalisationssignal (NLS)

Abbildung 5: Aufbau und funktionelle Dominen des wildtypischen NPM1. Abbildung nach Grisendi et al. [190].

Der N-Terminus enthalt eine hydrophobe Region, die an der Oligomerisierung (der GrofRteil des
NPM1 liegt als Oligomer vor [191]) und Chaperonaktivitdt von NPM1 beteiligt ist [189, 190]. Fur den
richtigen Aufbau von Ribosomen im Nukleolus sind die nicht-polare N-terminale Region [189] sowie
der multimere Zustand von NPM1 [192] ausschlaggebend. Der Mittelteil enthalt zwei Regionen mit
sauren Aminosauren, die flr die Histonbindung entscheidend sind [193]. Der Bereich zwischen den
beiden sauren Regionen (ibt Ribonukleaseaktivitdt aus. Auch die C-terminale Domane ist an der
Ribonukleaseaktivitat beteiligt, ebenso wie an der Bindung von Nukleinsduren durch ihre basischen
Regionen [189, 190]. Dem folgt ein kurzer Bereich mit aromatischen Aminosduren, der zwei
Tryptophane (W288, W290) enthilt, die fir die nukleoldre Lokalisation von NPM1 von Bedeutung
sind [194]. Phosphorylierungsstellen regulieren die Verbindung mit dem Zentrosom [195] und
subnukledaren Kompartimenten [196, 197]. AuRerdem enthalt die N-terminale Domane ein Leucin-
reiches nukledres Exportsignal (NES) [198, 199] und der Mittelteil ein zweiteiliges nukleares
Lokalisationssignal (NLS) [189].

NPM1 pendelt kontinuierlich zwischen dem Nukleus und dem Zytoplasma hin und her (Shuttling)
[183]. Unter physiologischen Bedingungen Uberwiegt in hohem Male der nukledre Import von
wildtypischem NPM1 gegeniiber dem nukledren Export [187]. Das NLS-Signal lenkt NPM1 vom
Zytoplasma ins Nukleoplasma [187]. Von dort aus gelangt es durch seine nukleoldre Bindedomane,
die Tryptophane W288 und W290, zum Nukleolus [194]. Der nukledre Export von NPM1 geschieht
unter Hilfe von CRM1 [200] (auch Exportin 1 genannt), einem Exportrezeptor fiir Proteine mit Leucin-
reichen NES-Motiven [201]. Da die Interaktion mit CRM1 nur schwach ist [202], ist der GrofRteil des
NPM1 im Nukleolus lokalisiert [184]. Dieser nukleo-zytoplasmatische Verkehr ist streng reguliert, da
viele wichtige Funktionen von ihm abhingen [198, 199].
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NPM1 ist ein multifunktionelles Protein. Es spielt eine Schliisselfunktion bei der Biogenese der
Ribosomen. Seine nukleo-zytoplasmatische Shuttleeigenschaft [183] und seine Fahigkeit
Nukleinsauren zu binden [203, 204], ermoglichen den Transport ribosomaler Untereinheiten in Form
von rRNA vom Nukleus ins Zytoplasma [205]. Zudem tragt seine Ribonukleaseaktivitat zur
Prozessierung der pre-rRNA bei [206] und seine Chaperonfdhigkeiten verhindern die
Proteinaggregation wahrend des Ribosomenaufbaus im Nukleolus [207]. Hierdurch scheint NPM1
eine zentrale Rolle in der Proteinsynthese und somit im Zellwachstum und der Proliferation zu
Ubernehmen [187]. So stoppt zum Beispiel der Verlust von NPM1 oder die Inhibierung des NPM1-
Shuttling die Proteintranslation und flhrt zum Zellzyklusarrest [199]. Des Weiteren ist NPM1 an der
Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitat beteiligt, indem es zur DNA-Reparatur beitragt [208,
209] und wahrend der Mitose die Zentrosomduplikation reguliert [210]. NPM1 scheint dabei vor
Zentrosom-Hyperamplifikation zu schiitzen, da die Inaktivierung von Npm1 zur uneingeschrankten
Zentrosomduplikation und zu genomischer Instabilitat fihrt [211, 212]. Schlieflich interagiert NPM1
mit den Tumorsuppressoren p53 und ARF und nimmt Einfluss auf Zellproliferation und Apoptose
[213]. p53 verhindert das Uberleben von Zellen mit irreparablen genetischen Defekten [214].
Deshalb sind p53-Level streng reguliert und steigen nur bei zelluldrem Stress [214, 215]. Unter
zelluldarem Stress (z.B. UV-Strahlung) wird p53 von NPM1 stabilisiert und aktiviert [214, 216]. Die
Aufgabe von ARF (alternate reading frame Protein des INK4a/ARF Lokus) liegt im Zellzyklusarrest
[217]. NPM1 stabilisiert ARF im Nukleolus und schiitzt es vor dem Abbau [218, 219].

Zwischen 45,7% und 63,8% aller erwachsenen AML-Patienten mit normalem Karyotyp bzw. 25-35%
aller AML-Patienten weisen eine Mutation im NPM1-Gen auf [26, 220-225]. Dies macht NPM1-
Mutationen zu den héaufigsten Mutationen bei de novo AML im Erwachsenenalter [187, 221]. Da
NPM1 aufgrund der Mutation tGberwiegend im Zytoplasma vorkommt, spricht man bei einer AML mit
NPM1-Mutation von ,, NPM-cytoplasmic positive (NPMc+) AML” [187, 221]. In dieser Arbeit wird die
Bezeichnung NPM1c+ verwendet. Falinietal. haben NPMI1-Mutationen zum ersten Mal 2005
beschrieben [221]. Heute sind mehr als 50 verschiedene NPM1-Mutationen bekannt [226], die fast
ausschlieBlich in Exon 12 vorkommen [26, 220, 222-225, 227, 228] und mit nur wenigen Ausnahmen
AML-spezifisch sind [187, 221, 229-231]. Sie kommen durchweg heterozygot vor, d.h. ein Wildtyp-
Allel bleibt immer erhalten [187]. Bei Patienten mit einer NPM1-Mutation tragen alle leukdamischen
Zellen die Mutation [232]. Die haufigste Mutation, die 75-80% der NPM1c+ AML-Falle ausmacht, ist
eine Duplikation von vier Nukleotiden (TCTG) an Position 956-959 der Referenzsequenz® [187]. Sie
wird als Mutation A bezeichnet [221]. Mutation B bzw. D wird in circa 10% bzw. 5% der NPM1c+
AML-Falle gefunden. Die anderen Mutationen kommen sehr selten vor [187]. Die haufigsten NPM1-
Mutationen sind in Tabelle 2 aufgelistet.

Tabelle 2: Die haufigsten NPM1-Mutationen. Die durch die Mutation eingefiigten Nukleotide sind rot markiert. Die
Tryptophane W288 und W290 in der wildtypischen Aminosauresequenz sind blau hervorgehoben. Als Konsequenz der hier
dargestellten Mutationen sind die letzten sieben Aminosduren der Wildtypsequenz durch elf andere Aminosduren
ausgetauscht, inklusive der beiden Tryptophane. Tabelle modifiziert nach Falini et al. [187, 221].

DNA-Sequenz Aminosduresequenz
Wildtyp GATCTCTG.......... GCAGTGGAGGAAGTCTCTTTAAGAAAATAG | 286-DLWQWRKSL
Mutation A | GATCTCTGTCTGGCAGTGGAGGAAGTCTCTTTAAGAAAATAG | 286-DLCLAVEEVSLRK
Mutation B | GATCTCTGCATGGCAGTGGAGGAAGTCTCTTTAAGAAAATAG | 286-DLCMAVEEVSLRK
Mutation D | GATCTCTGCCTGGCAGTGGAGGAAGTCTCTTTAAGAAAATAG | 286-DLCLAVEEVSLRK

6 GenBank Accession Number NM_002520
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NPM1-Mutationen flihren zu einer Verschiebung des Leserahmens (Frameshift) in der C-terminalen
Region von NPM1 [221] und rufen dort zwei Verdanderungen hervor, die die zytoplasmatische
Lokalisation von NPM1c+ begriinden. Durch die Mutation entsteht ein zusatzliches Leucin-reiches
NES-Motiv, das den nukledren Export von NPM1c+ verstarkt und gleichzeitig geht ein (W290) oder
gehen beide Tryptophane (W288, W290) verloren [233], die normalerweise fiir die nukleolare
Lokalisation verantwortlich sind [194, 233]. Diese zwei Veranderungen storen das NPM1-Shuttling
[233] und beeintrachtigen somit die Funktionen von wildtypischem NPM1 erheblich. Folglich
dominiert der nukledre Export und NPM1c+ akkumuliert im Zytoplasma [233].

Im Vergleich zur FLT3-ITD sind NPM1-Mutationen stabile Mutationen [223]. Der Verlust einer NPM1-
Mutation zwischen der Diagnosestellung und einem Rezidiv ist selten [223, 234-236]. Ebenso kommt
der Erwerb einer NPM1-Mutation im Rezidiv bei Vorliegen von ausschlieBlich NPM1-Wildtyp zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung nicht vor [223, 234, 237]. NPM1-Mutationen sind eng mit normalem
Karyotyp [221, 225] und de novo AML assoziiert [221]. NK-AML-Patienten mit einer NPM1-Mutation
sprechen gut auf die Induktionstherapie an [26, 221, 238]. Sie zeigen nach der Induktionstherapie
sowohl eine signifikant hohere Blasten-Clearance [238] als auch eine hohere komplette
Remissionsrate als Patienten ohne NPM1-Mutation [221-223, 238]. NPM1-Mutationen treten haufig
gemeinsam mit einer FLT3-ITD auf [26, 221-225], aber selten zusammen mit anderen Mutationen
[222] und schliellen sich mit den wesentlichen Chromosomenanomalien gegenseitig aus [221, 225].
Die Blasten-, Leukozyten- und Thrombozytenzahl ist bei (NK-) AML-Patienten mit NPM1-Mutation
hoher als bei Patienten mit wildtypischem NPM1 [26, 224]. Die Blastenzahl steigt bei gleichzeitigem
Auftreten einer FLT3-ITD [26, 224]. NK-AML-Patienten mit einer NPM1-Mutation, aber ohne
FLT3-ITD, haben eine giinstige Prognose [26, 222, 224, 225] und eine 5-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit von zirka 60% [26].

1.5 NPM1 und FLT3 in der AML mit normalem Karyotyp

In der NK-AML sind NPM1-Mutationen sehr haufig mit FLT3-ITD-Mutationen assoziiert. Etwa 41% der
NK-AML-Patienten mit einer NPM1-Mutation haben auch eine FLT3-ITD [26, 222]. Dies legt eine
Interaktion der beiden Mutationen hinsichtlich klinischer Merkmale, Therapieansprechen und
Uberleben nahe. Mit NPM1- und FLT3-ITD-Mutationen treffen bei der NK-AML aus prognostischer
Sicht zwei gegensatzliche Mutationen aufeinander [239], denn eine NPM1-Mutation ist mit einer
guten, eine FLT3-ITD hingegen mit einer schlechten Prognose assoziiert [26, 28, 95, 222, 224, 225]. So
weisen NK-AML-Patienten mit einer NPM1-Mutation nur in Abwesenheit einer FLT3-ITD ein besseres
Gesamtiliberleben [26, 101, 222, 224], ein besseres Ereignis-, Krankheits- oder Rezidiv-freies
Uberleben [26, 222, 224] und eine geringe Rezidivrate [101, 224] auf. Diese Parameter
verschlechtern sich bei gleichzeitigem Auftreten einer FLT3-ITD [26, 101, 222, 224]. Ebenso sprechen
Patienten mit NPM1- aber ohne FLT3-ITD-Mutation besser auf die Induktionstherapie an [26].

Da aulBerdem das Allelverhaltnis von FLT3-ITD und FLT3-WT von prognostischer Relevanz ist [71],
haben Schneideretal. aus unserer Arbeitsgruppe den Einfluss der FLT3-ITD-Last auf das
Gesamtiiberleben (OS; overall survival) und das Rezidiv-freie Uberleben (RFS; relapse-free survival)
von NK-AML-Patienten mit bzw. ohne NPM1-Mutation untersucht (siehe Abbildung 6). Dabei haben
sie bestatigt, dass der positive prognostische Effekt einer NPM1-Mutation bezlglich des OS und RFS
nur bei Patienten ohne FLT3-ITD-Mutation besteht und dass dieser positive Effekt bei gleichzeitigem
Auftreten einer FLT3-ITD verloren geht. Denn mit zunehmendem Allelverhéltnis von FLT3-ITD zu
FLT3-WT nimmt das OS und RFS bei Patienten mit einer NPM1-Mutation ab. So wird sowohl das OS
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als auch das RFS bei Patienten mit einer NPM1-Mutation signifikant von der FLT3-ITD-Last
beeinflusst. In Patienten mit wildtypischem NPM1 nimmt die FLT3-ITD keinen Einfluss auf diese
Parameter und alle Patienten zeigen ein dhnlich schlechtes OS sowie RFS wie Patienten mit beiden
Mutationen [240]. Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde in dieser Arbeit das Zusammenspiel von
FLT3-ITD und NPM1-Mutationen bei der Entstehung der AML untersucht.
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Abbildung 6: Einfluss der FLT3-ITD-Last auf das Gesamtiiberleben (A) und das Rezidiv-freie Uberleben (B) bei NK-AML-
Patienten mit mutiertem bzw. wildtypischem NPM1. Die Berechnung des Allelverhaltnisses von FLT3-ITD zu FLT3-WT
erfolgte mit einer kleinen Abweichung wie unter 3.2.3.20 beschrieben. Der unter 3.2.3.20 errechnete Quotient (ITD/WT)
wurde hier durch [(ITD/WT)+1] geteilt um standardisierte Werte zwischen 0 und 1 zu erhalten. Der Wert 0 entspricht dem
ausschlieBlichen Vorliegen von FLT3-WT, Werte zwischen 0,01 und 0,49 einer niedrigen FLT3-ITD-Last und Werte 20,5 einer
hohen FLT3-ITD-Last in leukdmischen Blasten. Der Wert 1 wiirde dem vollstandigen Wildtypverlust entsprechen. Abbildung
nach Schneider et al. [240].
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2 Zielsetzung der Arbeit

Die akute myeloische Leukdamie (AML) ist genetisch eine auRerordentlich heterogene Erkrankung.
Das Spektrum molekularer Mutationen in der AML vergréBert sich weiterhin durch den Einsatz
moderner Sequenzierverfahren. Die auftretenden molekulargenetischen sowie zytogenetischen
Verinderungen bestimmen den Therapieerfolg und das Uberleben eines Patienten maRgeblich. Die
prognostische Bedeutung und die Rolle in der Pathogenese der AML sind jedoch fiir viele
molekulargenetische Aberrationen noch ungeklart. Bekannt hingegen ist, dass Rezeptortyrosin-
kinasen wie z.B. FLT3 eine zentrale Rolle in der AML spielen. Sie sind haufig von aktivierenden
Mutationen betroffen, die fir die Entstehung der Erkrankung aber alleine nicht ausreichen. In vivo
wird zum Beispiel erst bei gleichzeitigem Auftreten eines mutierten hamatopoetischen
Transkriptionsfaktors ein AML-Phdanotyp herbeigefiihrt. Die mit am haufigsten gemeinsam
auftretenden Mutationen in der AML sind NPM1- und FLT3-ITD-Mutationen, was eine Interaktion
dieser Mutationen vermuten lasst. Eine gleichzeitig auftretende ITD im FLT3-Gen verschlechtert die
gute Prognose eines NPM1-mutierten (NPM1c+) Patienten. Dies untermauert die Hypothese eines
pathogenen Zusammenwirkens beider Genmutationen in der AML. Da die funktionelle Interaktion
und Kollaboration von NPM1- und FLT3-ITD-Mutationen noch weitestgehend unbekannt ist, war ein
Ziel dieser Arbeit ein zellbasiertes Modell zu etablieren, das die relevanten Genotypen
(NPM1c+/FLT3-ITD; NPM1c+/FLT3-WT) modelliert und es erlaubt, die funktionelle Interaktion der
NPM1- und FLT3-ITD-Mutationen zu untersuchen. Da nicht nur das Auftreten einer FLT3-ITD an sich,
sondern vor allem das Allelverhaltnis von FLT3-ITD zu FLT3-Wildtyp (ITD/WT) die gute Prognose von
NPM1-mutierten Patienten negativ beeinflusst, wurden auBerdem Zelllinien mit unterschiedlichen
ITD/WT-Verhiltnissen generiert. Nach Bestatigung der Funktionalitat des Zellmodells wurden in vitro
und in vivo insbesondere das Proliferationsverhalten von NPM1c+/FLT3-ITD-Zellen im Vergleich zu
NPM1c+/FLT3-WT-Zellen analysiert.

Es ist bekannt, dass neben aktivierenden Mutationen auch hohe FLT3-WT-Expressionslevel zur
Autoaktivierung der Kinase fihren und die Prognose der Patienten verschlechtern. Mit Hilfe des
Zellmodells war, im Vergleich zu Zellen mit physiologischer FLT3-WT-Expression, ein schwacher
Wachstumsvorteil der Zellen zu sehen, die den FLT3-WT-Rezeptor Uiberexprimierten. Eine mogliche
Ursache hoher FLT3-Expressionlevel kénnte in der transkriptionellen Regulation von FLT3 liegen. Es
wurde deshalb im zweiten Teil dieser Arbeit mit der Untersuchung der transkriptionellen Regulation
von FLT3 begonnen.

Des Weiteren wurde in unserer klinischen Kooperationsgruppe bei der Exomsequenzierung von
Patienten mit akuter Promyelozytenleukdmie eine zuvor nicht beschriebene Mutation in der
Rezeptortyrosinkinase DDR2 identifiziert. Um die Frage zu kldren, ob diese Mutation, sowie weitere
in der Literatur bei AML-Patienten beschriebene DDR1- und DDR2-Mutationen einen
transformierenden Phanotyp aufweisen, wurden im dritten Teil dieser Arbeit Zelllinien generiert, die
die gefundenen Mutationen exprimieren. Mit der funktionellen Charakterisierung der DDR1- und
DDR2-Mutationen wurde begonnen.

Ergebnisse aus diesen Projekten sollen zum besseren Verstandnis des leukdmischen Phanotyps der
AML beitragen.
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Laborausstattung

Tabelle 3: Verwendete Laborausstattung

Material und Methoden

Gerdtebezeichnung

Hersteller

Abzug

Prutscher Laboratory Systems (Neudorfl, AUT)

accu-jet® pro Pipettierhelfer

BRAND (Wertheim)

Analysenwaage 2001 MP2

Sartorius (Gottingen)

BioPhotometer

Eppendorf (Hamburg)

Blockthermostat BT 1302

HLC Heap Labor Consult (Bovenden)

CO,-Inkubator CB 210; CO; Unitherm 170

BINDER (Tuttlingen); UniEquip (Planegg)

Dewar Transportgefald

KGW-Isotherm (Karlsruhe)

Expositionskassetten Hypercassette™

Amersham Pharmacia Biotech (Little Chalfont,
UK)

FACSAria™Illu Cell Sorter

Becton Dickinson (Heidelberg)

FACSCalibur™

Becton Dickinson (Heidelberg)

FACSVantage™ SE

Becton Dickinson (Heidelberg)

Flassigstickstofftank

Messer Griesheim (Krefeld)

Gefrierbehalter Nalgene™ Cryo 1°C Freezing
Container

Thermo Fisher Scientific (Waldham, MA, USA)

Gefrierschranke (-20°C)

AEG (NUrnberg); Bosch (Stuttgart);
Liebherr (Biberach an der Riss)

Gefrierschrank HERAfreeze™ (-80°)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

Geldokumentationssystem E-BOX VX2

VILBER LOURMAT (Eberhardzell)

Gelelektrophoresesystem Mini S; Mini L

PEQLAB Biotechnologie (Erlangen)

Glaswaren

DURAN Group (Wertheim/Main)

Hamozytometer (Neubauer-Zdhlkammer)

Paul Marienfeld (Lauda-Kdnigshofen)

Hybridisierungsinkubator 7601

GFL Gesellschaft fir Labortechnik (Burgwedel)

Inkubationsschiittler Excella® E25; Innova® 44

Eppendorf (Hamburg)

Inversmikroskop ID03

Carl Zeiss (Jena)

Kdmme fir Gelelektrophoresesystem

PEQLAB Biotechnologie (Erlangen)

Kryohandschuhe

Cryogenic Workwear (Milton Keynes, GBR)

Kihlschranke (4°C)

Bosch (Stuttgart); Liebherr (Biberach an der Riss);
privileg (Stuttgart)

Kihlzentrifuge Rotanta 46 RC; 460 R

Hettich (Tuttlingen)

Laminar-Flow Werkbanke

BDK Luft- und Reinraumtechnik (Sonnenbiihl-
Genkingen)

Magnetriihrer MR 3001

Heidolph Instruments (Schwabach)

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank

BDK Luft- und Reinraumtechnik (Sonnenbiihl-
Genkingen)

Mikrobiologischer Brutschrank

Heraeus (Osterode)

Mikroskop Axiostar; Axiovert 25;
Axiovert 200 M

Carl Zeiss (Jena)

Mikrotiterplatten-Photometer/ELISA-Reader
Sunrise™

Tecan Austria (Grodig, AUT)

Mikrowelle

Siemens (Minchen)

Mikrozentrifuge 5415D

Eppendorf (Hamburg)
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Mikrozentrifuge 5417C (Kihlzentrifuge)

Eppendorf (Hamburg)

Netzteil PowerPac 300

Bio-Rad Laboratories (Miinchen)

Orion Microplate Luminometer

Berthold Detection Systems (Pforzheim)

Pipetten

Gilson (Middleton, WI, USA)

Prazisionswaage 440-45

Kern & Sohn (Balingen)

Probenkamme fur SDS-PAGE

Invitrogen™ Life Technologies (Carlsbad, CA, USA)

Proteingelelektrophoresesystem XCell
SureLock™ Mini-Cell

Invitrogen™ Life Technologies (Carlsbad, CA, USA)

Rollenmischer RM 5

Karl Hecht (Sondheim/Rhon)

Rontgenfilmentwicklungsmaschine OPTIMAX

Protec (Oberstenfeld)

Rotationsmischgerat

Kisker Biotech (Steinfurt)

Schiittler KS 250 basic; KS 260 basic

IKA®-Werke (Staufen)

Schutzbrillen

UVEX ARBEITSSCHUTZ (Furth)

Semidry-Blotter

H. Holzel Laborgerate (Worth/Horlkofen)

Spektralphotometer Nanodrop 1000

PEQLAB Biotechnologie (Erlangen)

Thermocycler peqSTAR 96 Universal Gradient

PEQLAB Biotechnologie (Erlangen)

Thermomixer compact

Eppendorf (Hamburg)

UV Transilluminator

LTF Labortechnik (Wasserburg/Bodensee)

Vi-CELL™ XR

Beckman Coulter (Krefeld)

Vortex-Genie 2

Scientific Industries (Bohemia, NY, USA)

Wassserbad Modell 1003

GFL Gesellschaft fir Labortechnik (Burgwedel)

Wasserstrahlpumpe

BRAND (Wertheim)

Wippschittler Shaker DRS-12

neolab (Heidelberg)

Zentrifuge 3K30; Labofuge 400

Sigma Laborzentrifugen (Osterode am Harz);
Heraeus (Osterode)

Zentrifuge EBA 12

Hettich (Tuttlingen)

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

Amersham Hyperfilm ECL

GE Healthcare (Little Chalfont, UK)

Amicon® Ultra-15 Zentrifugen-Filtereinheiten
(100K)

Millipore (Carrigtwohill, IRL)

Blottingpapier

Schleicher & Schuell (Dassel)

Einwegschutzhandschuhe

Semperit (Wien, AUT)

Einwegskalpell

FEATHER (Osaka, JPN)

Filterspitzen

PEQLAB Biotechnologie (Erlangen)

Gel-Kassetten

Invitrogen™ Life Technologies (Carlsbad, CA, USA)

Gewebekulturflaschen SARSTEDT (Niimbrecht)
Gewebekulturplatte (6 Well) SARSTEDT (Niimbrecht)
Gewebekulturplatte (96 Well) SARSTEDT (Niimbrecht)

Kanilen Henke-Sass, Wolf (Tuttlingen)

Kryoréhrchen Nunc, Thermo Fisher Scientific (Roskilde, DNK)
Kichentlicher WEPA Hygieneprodukte (Arnsberg-Mischede)
Kivetten SARSTEDT (Niimbrecht)
Nitrocellulose-Membran GE Healthcare (Little Chalfont, UK)

Parafilm Pechiney Plastic Packaging (Menasha, WI, USA)
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Partikelfiltrierende Halbmaske X-plore 1730 V
(FFP3 NR D)

Drager (Libeck)

PCR SoftTubes (0,2 ml)

Biozym Scientific (Hessisch Oldendorf)

Petrischalen

SARSTEDT (NUmbrecht);
Corning Incorporated (Corning, NY, USA)

Pipettenspitzen

Gilson (Villiers-le-Bel, FRA)

Pipettenspitzen MultiFlex™

PEQLAB Biotechnologie (Erlangen)

QlAshredder

QIAGEN (Hilden)

Reagiergefal} (1,5 ml) SARSTEDT (NUmbrecht)
Rundbodenrdhrchen Polystyren (5 ml; 14 ml) | Becton Dickinson (Heidelberg)
Safe-Lock Tubes (2 ml) Eppendorf (Hamburg)

Serologische Pipetten

Corning Incorporated (Corning, NY, USA);
Greiner Bio-One (Frickenhausen)

Spritze (1 ml; 5 ml)

Becton Dickinson (Heidelberg)

Sterilfilter Stericup Vakuum-Filtrationssystem
(0,22 um)

Millipore (Billerica, MA, USA)

Steriflip® Filter (0,45 um)

Millipore (Billerica, MA, USA)

Vi-CELL® Sample Vials

Beckman Coulter (Krefeld)

Wagepapier MACHEREY-NAGEL (Diren)
Zell-Filtersieb (40 uM; 70 uM) Becton Dickinson (Heidelberg)
Zellschaber SARSTEDT (Niimbrecht)

Zentrifugenréhrchen Polypropylen (15 ml;
50 ml)

Becton Dickinson (Heidelberg)

Zentrifugenrdhrchen Polystyren (15 ml)

Becton Dickinson (Heidelberg)

24 Well Multischalen

Thermo Fisher Scientific (Roskilde, DNK)

48 Well Multischalen

Thermo Fisher Scientific (Roskilde, DNK)

96 Well Multiwellplatte (weiR)

Corning Incorporated (Corning, NY, USA)

3.1.3 Chemikalien

Tabelle 5: Verwendete Chemikalien

Bezeichnung

Verwendungszweck

Hersteller

100 bp DNA Leiter

Agarosegel-Elektrophorese

Promega (Madison, WI, USA)

1 kb DNA Leiter

Agarosegel-Elektrophorese

Promega (Madison, WI, USA)

Acrylamid-,
Bisacrylamid-Stamml&ésung 30%
(Rotiphorese® Gel 30)

SDS-PAGE

Carl Roth (Karlsruhe)

Agarose

Agarosegel-Elektrophorese

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Albumin Fraction V (pH 7,0)
(bovines Serumalbumin (BSA))

Puffer und Lésungen

AppliChem (Darmstadt)

(Farbstoffkonzentrat)

Ammoniumpersulfat (APS) SDS-PAGE Sigam-Aldrich (Steinheim)

Aprotinin Puffer und Lésungen Sigma-Aldrich (Steinheim)

Ammoniumperoxidsulfat (APS) SDS-PAGE Bio-Rad Laboratories
(Minchen)

Bio-Rad Protein Assay Dye Bradford-Test Bio-Rad Laboratories

Reagent Concentrate (Minchen)

Blue/Orange Loading Dye 6 X

Agarosegel-Elektrophorese

Promega (Madison, WI, USA)
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Bovines Serumalbumin (BSA)

Restriktionsverdau

New England Biolabs
(Frankfurt am Main)

Bromphenolblau

Puffer und Lésungen

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Calciumchlorid

Puffer und Lésungen

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Coulter Clenz® Cleaning Reagent

Zellzahlbestimmung

Beckman Coulter (Krefeld)

Coulter Isoton® Il Diluent

Zellzahlbestimmung

Beckman Coulter (Krefeld)

Dextrose

Puffer und Lésungen

Sigma-Aldrich (Steinheim

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Kryokonservierung

Sigma-Aldrich (Steinheim

Dinatriumhydrogenphosphat

Puffer und Lésungen

Sigma-Aldrich (Steinheim

Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA)

Puffer und Lésungen

— | — | — [—

Sigma-Aldrich (Steinheim

EGTA (Ethylenglycol-
bis(aminoethylether)-N,N,N’,N’-
tetraessigsaure)

Puffer und Lésungen

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Essigsdure Puffer und Lésungen Merck (Darmstadt)
Ethanol Desinfektion Merck (Darmstadt)
Ethidiumbromid Agarosegel-Elektrophorese Fluka (Buchs, Schweiz)
Gelatine Puffer und Lésungen Merck (Darmstadt)
Glycerin Puffer und Lésungen Merck (Darmstadt)

HEPES (Hydroxyethylpiperazin-
Ethansulfonsdure)

Puffer und Lésungen

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid (IPTG)

Blau-Weil3-Screening
(Mutagenese)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Kaliumchlorid

Puffer und Lésungen

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Lipofectamine® 2000

Transfektion

Invitrogen™ Life Technologies
(Carlsbad, CA, USA)

Lysepuffer (Reverse
Transcriptase Assay,
chemiluminescent)

Test auf Lentivirenfreiheit

Roche Diagnostics
(Mannheim)

Magnesiumchlorid

Puffer und Lésungen

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Mangan(ll)-chlorid

Puffer und Lésungen

Merck (Darmstadt)

2-Mercaptoethanol

Puffer und Lésungen

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Methanol Puffer und Losungen Merck (Darmstadt)
Milchpulver Protein-Detektion Carl Roth (Karlsruhe)
Natriumazid Puffer und Losungen AppliChem (Darmstadt)

Natriumchlorid

Puffer und Losungen

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Puffer und Losungen

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Natriumfluorid

Puffer und Losungen

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Natriumorthovanadat (OV)

Puffer und Losungen

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Natronlauge

Puffer und Losungen

AppliChem (Darmstadt)

Paraformaldehyd (PFA)
(10%; wassrige Losung)

Inaktivierung von Lentiviren

Electron Microscopy Sciences
(Hatfield, PA, USA)

peqGold Protein-Marker VI

Molekulargewichtsstandard
fir SDS-PAGE

Peglab (Erlangen)

Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF)

Puffer und Lésungen

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Pierce™ ECL Plus Western
Blotting Substrate

Protein-Detektion

Thermo Fisher Scientific
(Rockford, IL, USA)

Polybren

Transduktion

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Ponceau S

Puffer und Lésungen

Sigma-Aldrich (Steinheim)
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2-Propanol

Praparation von Plasmid-DNA

Carl Roth (Karlsruhe)/
AppliChem (Darmstadt)

Propidiumiodid

Durchflusszytometrie

Fluka (Buchs, CH)

Protein A-Agarose

Immunprazipitation

Roche (Indianapolis, IN, USA)

Salzsdure

Puffer und Lésungen

Merck (Darmstadt)

SYBR Safe DNA gel stain

Agarosegel-Elektrophorese

Invitrogen™ Life Technologies
(Carlsbad, CA, USA)

Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

SDS-PAGE

Fluka (Buchs, Schweiz)

Tetranatriumpyrophosphat

Puffer und Lésungen

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Titriplex® Il

Puffer und Lésungen

Merck (Darmstadt)

Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan (Tris)

Puffer und Lésungen

Carl Roth (Karlsruhe)

Triton™ X-100

Puffer und Lésungen

Sigma-Aldrich (Steinheim)

TRIzol® Isolierung von RNA aus Zellen | Invitrogen™ Life Technologies
(RNA-Seq) (Carlsbad, CA, USA)
Trypanblau Zellzahlbestimmung Sigma-Aldrich (Steinheim)

TurboFect Transfection Reagent

Transfektion

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, USA)

gepufferte Salzlésung (PBS)
ohne Ca und Mg

(Aidenbach)

Tween 20 Puffer und Lésungen Carl Roth (Karlsruhe)
X-Gal Blau-Weil3-Screening Sigma-Aldrich (Steinheim)
(Mutagenese)
3.1.4 Puffer und L6sungen
Tabelle 6: Verwendete Puffer und Lésungen
Bezeichnung Zusammensetzung Anwendung
Calciumchlorid 2M CaCly Transfektion
dNTP Set (100 mM) gebrauchsfertig von Invitrogen™ Life PCR
Technologies
dNTP Mix (10mM) Gebrauchsfertig von FINNZYMES PCR
(Espoo, FIN)
Dulbecco’s Phosphat- gebrauchsfertig von PAN-Biotech Zellkultur
gepufferte Salzlésung (PBS) (Aidenbach)
mit Ca und Mg
Dulbecco’s Phosphat- gebrauchsfertig von PAN-Biotech Zellkultur

EDTA (0,5M) pH 8,0

14,6 g EDTA

100 ml Aquadest

pH mit Essigsaure/Natronlauge
eingestellt

Dephosphorylierung

Elektrophoresepuffer (10x)
pH 8,3

151,4 g Tris

720,65 g Glycerin

50 g Natriumdodeclysulfat
ad 5| Aquadest

SDS-PAGE

G-Net

11 Net
2,5 g Gelatine
unter Rihren aufkochen

Protein-Detektion
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HBS Puffer

5,950 g HEPES (50 mM)
0,447 g KCl (12 mM)
1,081 g Dextrose (12 mM)
8,181 g NaCl (280 mM)
0,107 g NazHPO4(1,5 mM)
ad 500 ml Aquadest

steril filtrieren

Transfektion

KCM (5x)

5 ml KCI (3M)
4,5 ml CaCl, (1M)
7,5 ml MgCl, (1M)

Transformation

MgCl; (25 mM; 50 mM) gebrauchsfertig von PEQLAB PCR
Biotechnologie (Erlangen);
gebrauchsfertig von Invitrogen™ Life
Technologies (Carlsbad, CA, USA)

Lammli-Puffer (2x) 187,5 mM Tris SDS-PAGE;

6% SDS
30% Glycerin
Spatelspitze Bromphenolblau

Immunprazipitation

Lysepuffer

25 ml HEPES (1M, pH 7,5)
15 ml NaCl (5M)

2,5 ml EGTA (200 mM)
100 ml Glycerol (50%)

5 ml Triton® X-100

2,1 g NaF

2,23 g Na4P207x10H20

ad 500 ml Aquadest

vor der Zelllyse Zugabe von:

10 pl Aprotinin

20 pl PMSF

20 pl Natriumorthovanadat (OV)
zu je 2 ml Lysepuffer

Zelllyse

Net (10x) pH 7,7

438,3 g Natriumchlorid

93,6 g Na,EDTA (Titriplex® Il1)
302,85 g Tris

25 g Triton® X-100

ad 5 | Aquadest

pH mit Salzsdure eingestellt

Protein-Detektion

Ponceau-Losung

0,5 g Ponceau S
1 ml Eisessig
ad 100 ml Aquadest

Protein-Detektion

Pursept®-A Xpress

gebrauchsfertig von Merz Hygiene
(Frankfurt am Main)

Flachendesinfetion

Restriktionspuffer NEBuffer 1,
2, 3, 4, EcoRI (10x)

gebrauchsfertig von New England
Biolabs (Frankfurt am Main)

Restriktionsverdau

Rinderserumalbumin

5 g BSA
100 m| TBST
Spatelspitze Natriumazid

Protein-Detektion

Stripping Puffer pH 6,7

70 ml 2-Mercaptoethanol
7,56 g Tris

20 g Natriumdodeclysulfat
ad 1| Aquadest

Strippen der
Nitrocellulosemembran
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57,1 ml Essigsaure 100%
18,61 g EDTA-2Na-2H,0 (Titriplex® Ill)
ad 5 | Aquadest

T4 DNA Ligasepuffer (10x) gebrauchsfertig von New England Ligation
Biolabs (Frankfurt am Main)
TAE-Puffer (10x) pH 8,0 242,3 g Tris Agarosegel-

Elektrophorese

TB-Puffer

0,298 g HEPES

0,275 g CaCl; x 2 H,0
2,33 g KCI

0,875 g MnCl, x 2 H,0
ad 125 ml Aquadest

Herstellung
kompetenter Bakterien

TBS-Puffer (10x) pH 8,0

60,57 g Tris
438,30 g Natriumchlorid
ad 5| Aquadest

Protein-Detektion

TBST

100 ml TBS-Puffer (10x)
900 ml Aguadest
1% Tween 20

Protein-Detektion

Transblot ohne Methanol

72,75 g Tris

36,63 g Glycerin

0,475 g Natriumdodeclysulfat
ad 1| Aquadest

Western-Blot

Transblot mit Methanol

80 ml Transblot ohne Methanol
200 ml Methanol
720 ml Aguadest

Western-Blot

Tris (10 mM) pH 8,0

121.14 mg Tris in 8 ml Aquadest gelost
pH mit HCl und NaOH eingestellt
auf 10 ml mit Aquadest aufgefillt

Transfektion

Tris-HCI Puffer 1,5 mol/I 908,55 g Tris SDS-PAGE
pH 6,8 ad 5 | Aquadest
pH mit Salzsdure eingestellt
Tris-HCI Puffer 1,5 mol/I 908,55 g Tris SDS-PAGE
pH 8,8 ad 5 | Aquadest
pH mit Salzsdure eingestellt
10x PCR Puffer ohne MgCl, gebrauchsfertig von Invitrogen™ Life PCR
Technologies (Carlsbad, CA, USA)
10x Reaktionspuffer Cloned gebrauchsfertig von Stratagene (La PCR
Pfu DNA polymerase Jolla, CA, USA)
10x Reaktionspuffer komplett | gebrauchsfertig von PEQLAB PCR
Biotechnologie (Erlangen)
3.1.5 Kits
Tabelle 7: Verwendete Kits
Bezeichnung Anwendung Herkunft

Dual-Luciferase® Reporter Assay
System

Dual-Luciferase-Reporter-Assay

Promega (Madison, WI,
USA)

EndoFree Plamid Maxi Kit

Plasmid-Maxipraparation

QIAGEN (Hilden)

Maxima H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit

Synthese von cDNA

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, USA)
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MycoAlert™ Mycoplasma
Detection Kit

Nachweis von Mykoplasmen

Lonza (Basel, CHE)

PathScan® Phospho-FLT3 (panTyr)
Sandwich ELISA Kit

Sandwich ELISA

Cell Signaling
Technology (Danvers,
MA, USA)

Mix mit HF Puffer

PE Annexin V Apoptosis Detection | Apoptosedetektion BD Biosciences (San
Kit | Diego, CA, USA)
Phusion® High-Fidelity PCR Master | PCR FINNZYMES (Espoo, FIN)

QlAquick Gel Extraction Kit

DNA-Extraktion aus Agarosegelen

QIAGEN (Hilden)

QlAquick PCR Purification Kit

Aufreinigung von PCR-Produkten

QIAGEN (Hilden)

QlAprep Spin Miniprep Kit

Plasmid-Minipraparation

QIAGEN (Hilden)

Qproteome Nuclear Protein Kit

Nukledre Proteinlysate

QIAGEN (Hilden)

Quick Blunting™ Kit

Blunting von DNA-Fragmenten

New England Biolabs
(Frankfurt am Main)

QuikChange Il XL Site-Directed Mutagenese Agilent Technologies
Mutagenesis Kit (Santa Clara, CA, USA)
RNase-Free DNase Set DNA-Verdau QIAGEN (Hilden)

RNeasy Mini Kit

Isolierung von mRNA

QIAGEN (Hilden)

3.1.6 Plasmide

Tabelle 8: Verwendete Plasmide

Bezeichnung GroRe | Eigenschaften Resistenz Herkunft
pPMSCV-IRES-EYFP (MIY) 6,4 kb | Retroviraler Ampicillin R. Keith Humphries,
Expressionsvektor (Vancouver, CAN)
MIY FLT3-WT 9,4 kb | Retroviraler Ampicillin AG Spiekermann
Expressionsvektor
MIY FLT3-NPOS 9,5kb | Retroviraler Ampicillin | AG Spiekermann
Expressionsvektor
PGEM®-T Easy 3,0kb | Klonierung von PCR- | Ampicillin Promega (Madision,
Produkten WI, USA)
PGEM®-T Easy FLT3-WT 6,0 kb | Klonierung von PCR- | Ampicillin | AG Spiekermann
Produkten
PGEM®-T Easy FLT3-NPOS 6,1 kb | Klonierung von PCR- | Ampicillin | AG Spiekermann
Produkten
pCDH-EF1-MCS-T2A-copGFP | 7,3 kb | Lentiviraler Ampicillin Irmela Jeremias
(pCDH) Expressionsvektor (Miinchen)
pCDH FLT3-WT 10,3 kb | Lentiviraler Ampicillin diese Arbeit
Expressionsvektor
pCDH FLT3-NPOS 10,4 kb | Lentiviraler Ampicillin diese Arbeit
Expressionsvektor
pMD2.G 5,8 kb | Verpackungsplasmid | Ampicillin Irmela Jeremias
(Miinchen)
pMDLg/pRRE 8,9 kb | Verpackungsplasmid | Ampicillin Irmela Jeremias
(Miinchen)
pRSV-Rev 4,2 kb | Verpackungsplasmid | Ampicillin Irmela Jeremias
(Miinchen)
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pCMV6-Entry DDR1 7,5 kb | Expressionsvektor Kanamycin | OriGene
Technologies
(Rockville, MD,
USA)
pCMV6-Entry DDR2 7,4 kb | Expressionsvektor Kanamycin | OriGene
Technologies
(Rockville, MD,
USA)
MIY DDR1-WT 9,1 kb Retroviraler Ampicillin diese Arbeit
Expressionsvektor
MIY DDR1 A766V 9,1kb | Retroviraler Ampicillin diese Arbeit
Expressionsvektor
MIY DDR1 K618A 9,1kb | Retroviraler Ampicillin diese Arbeit
Expressionsvektor
MIY DDR2-WT 9,1kb | Retroviraler Ampicillin diese Arbeit
Expressionsvektor
MIY DDR2 G222R 9,1 kb Retroviraler Ampicillin diese Arbeit
Expressionsvektor
MIY DDR2 M2911I 9,1 kb Retroviraler Ampicillin diese Arbeit
Expressionsvektor
MIY DDR2 D854N 9,1 kb Retroviraler Ampicillin diese Arbeit
Expressionsvektor
MIY DDR2 K608E 9,1 kb Retroviraler Ampicillin diese Arbeit
Expressionsvektor
pcDNA3.1/Zeo™ 5,0kb | Expressionsvektor; Ampicillin; | Stefan
(pcDNA3.1) Zeocin-Selektion Zeocin Lichtenthaler
(Miinchen)
pcDNA3.1 DDR1-WT 7,7 kb Expressionsvektor; Ampicillin; | diese Arbeit
(Isoform a) Zeocin-Selektion Zeocin
pcDNA3.1 DDR1 A766V 7,7 kb Expressionsvektor; Ampicillin; | diese Arbeit
Zeocin-Selektion Zeocin
pcDNA3.1 DDR1 K618A 7,7 kb Expressionsvektor; Ampicillin; | diese Arbeit
Zeocin-Selektion Zeocin
pcDNA3.1 DDR2-WT 7,7 kb Expressionsvektor; Ampicillin; | diese Arbeit
Zeocin-Selektion Zeocin
pcDNA3.1 DDR2 G222R 7,7 kb Expressionsvektor; Ampicillin; | diese Arbeit
Zeocin-Selektion Zeocin
pcDNA3.1 DDR2 M291l 7,7 kb Expressionsvektor; Ampicillin; | diese Arbeit
Zeocin-Selektion Zeocin
pcDNA3.1 DDR2 D854N 7,7 kb Expressionsvektor; Ampicillin; | diese Arbeit
Zeocin-Selektion Zeocin
pcDNA3.1 DDR2 K608E 7,7 kb Expressionsvektor; Ampicillin; | diese Arbeit
Zeocin-Selektion Zeocin
pGL3-Basic 4,8 kb | Luciferase- Ampicillin Daniel Sinnett
Reportervektor; (Montréal, CA)
Expressionsvektor
pGL3-Promotor 5,0kb | Luciferase- Ampicillin Daniel Sinnett
Reportervektor; (Montréal, CA)
Expressionsvektor
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pRL-CMV 4,1 kb | Luciferase- Ampicillin Daniel Sinnett
Reportervektor; (Montréal, CA)
Expressionsvektor
pGL3-Flt3 (-901) Promotor 5,7 kb | Luciferase- Ampicillin Dawn Sijin Nin
Reportervektor; (Singapore)
Expressionvektor
pCMV6-Entry 4,9 kb | Expressionsvektor Kanamycin | diese Arbeit
pCMV6-Entry-Pax-5 6,0 kb | Expressionvektor Kanamycin | OriGene
Technologies
(Rockville, MD,
USA)
pCMV6-Entry-cMyb (TV1) 7,2 kb | Expressionvektor Kanamycin | OriGene
(Transkriptionsvariante 1) Technologies
(Rockville, MD,
USA)
pCMV6-Entry-cMyb (TV2) 6,8 kb | Expressionvektor Kanamycin | OriGene
(Transkriptionsvariante 2) Technologies
(Rockville, MD,
USA)
pcDNA3 5,0 kb | Expressionsvektor Ampicillin AG Spiekermann
pcDNA3-C/EBPA-WT 6,1 kb | Expressionsvektor Ampicillin AG Spiekermann
pcDNA3-C/EBPA-A932C 6,1 kb | Expressionsvektor Ampicillin AG Spiekermann
pcDNA3-C/EBPA-P30 5,9 kb Expressionsvektor Ampicillin AG Spiekermann
3.1.7 Oligonukleotide
Tabelle 9: Verwendete Oligonukleotide
Schmelz-
Bezeichnung Sequenz 5' — 3' temperatur Verwendung
Tm [°C]
pFLT3-2 AAGACCTCGGGTGTGCGTTG Sequenzierung
FLT3
pFLT3-3 ACGCCCTGGTCTGCATATC Sequenzierung
FLT3
pFLT3-4 CGGGCTCACCTGGGAATTAG Sequenzierung
FLT3
pFLT3-5 TTTGCAATCATAAGCACCAGC Sequenzierung
FLT3
pFLT3-6 ATACAATTCCCTTGGCACATC Sequenzierung
FLT3
pFLT3-7 AACAGGAGTCTCAATCCAGG Sequenzierung
FLT3
pFLT3-8 CAGCATGCCTGGTTCAAGAG Sequenzierung
FLT3
pFLT3-9 AGGCATCTACACCATTAAGAG Sequenzierung
FLT3
FLT3_2Sequ_8.2.05 GCTGGTCGATGCCCCAGGG Sequenzierung
FLT3
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FLT3_3Sequ_8.2.05

GAGAGCGTTCCAGAGCCGATC

Sequenzierung
FLT3

FLT3_4Sequ_8.2.05 GCTGTTCATGTGAACCATGG Sequenzierung
FLT3
FLT3_5Sequ_8.2.05 GCCTACCCACCAATCAGATG Sequenzierung
FLT3
FLT3_6Sequ_8.2.05 CCCAACTGCACAGAAGAGAT Sequenzierung
FLT3
FLT3_7Sequ_8.2.05 CTCATTCTATGCAACAATTGG Sequenzierung
FLT3
FLT3_8Sequ_8.2.05 GCTCTGAAAGAGAGGCACTC Sequenzierung
FLT3
FLT3_9Sequ_8.2.05 CCTGGTTCAAGAGAAGTTCAG Sequenzierung

FLT3

FLT3_10Sequ_8.2.05

GGATTGGCTCGAGATATCATG

Sequenzierung
FLT3

FLT3_11Sequ_8.2.05 GCAATCCTGCTGGGCTTTTGA Sequenzierung
FLT3
FW Xbal MIYFLT3 ATTCTAGACGGAATTCGT 49 PCR FLT3
RV BamHI MIYFLT3 ATGGATCCGAGGTTAACT 52 PCR FLT3
FW Xbal FLT3 TGCTCTAGAATGCCGGCGTTGGCGC 72 PCR FLT3
REV Notl FLT3 ATAGTTTAGCGGCCGCCGAATCTTC 82 PCR FLT3
GACCTGAGCCTGCG
FLT3_539fwd_GGC>GAC | AAAAATGGAAAACCAGGACGCCCT 74 Mutagenese FLT3
GGTCTGCATAT
FLT3_539rev_GGC>GAC | ATATGCAGACCAGGGCGTCCTGGTT 74 Mutagenese FLT3
TTCCATTTTT
154 Npm 718 fw MH GGACCTAGTTCTGTAGAAGAC Sequenzierung
NPM1
153 Npm 166 rev MH CTGCTTCAACAATGTGCAACTC Sequenzierung
NPM1
NPM1 fwd 318(1633) AGGGCCAGTGCATATTAGTGGACA 65 Sequenzierung
NPM1
NPM1_rev_461 TTCTGTGGAACCTTGCTACCACCT 65 Sequenzierung
NPM1
DDR1 562 fwd AGGGATGGACTCCTGTCTTACACT 65 Sequenzierung
DDR1
DDR1 1405 fwd ACTATCCTCATCAACAACCGCCCA 65 Sequenzierung
DDR1
DDR1 2231 fwd AAATCGCAGACTTTGGCATGAGCC 65 Sequenzierung
DDR1
DDR1 654 rev ATGTCCGTCATAGGTGGAGTCGTT 65 Sequenzierung
DDR1
DDR1 784 rev TGTGGTTGCTCCATCCCACATAGT 65 Sequenzierung
DDR1
DDR2 134 fwd ACATCACAGCTTCCAGTCAGTGGT 65 Sequenzierung
DDR2
DDR2 924 fwd TGAAGCCAGTGAGTGGGAACCTAA 65 Sequenzierung
DDR2
DDR2 1319 fwd AAATGACAGTCAGCCTTTCCCTGC 65 Sequenzierung

DDR2
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DDR2 1833 fwd AGCAGATGCCAACAAGAATGCCAG 65 Sequenzierung
DDR2
DDR2 529 rev ACACATTCATGGAGTGGTCGGTGA 65 Sequenzierung
DDR2
DDR EcoRI PCR fwd CCGGAATTCTCGACTGGATCCGGTA 76 PCR DDR1;
CCGAG PCR DDR2
DDR Xhol PCR rev CCGCTCGAGTTAAACCTTATCGTCG 72 PCR DDR1;
TCATC PCR DDR2
DDR Xhol Mut fwd CGTACGCGGCCGCTTGAGCAGAAA 76 Mutagenese im Tag
CTCATC von DDR1 und
DDR2
DDR Xhol Mut rev GATGAGTTTCTGCTCAAGCGGCCGC 76 Mutagenese im Tag
GTACG von DDR1 und
DDR2
DDR1 A766V fwd GCAGGGCCGGGTAGTGCTGCCCA 74 Mutagenese DDR1
DDR1 A766V rev TGGGCAGCACTACCCGGCCCTGC 74 Mutagenese DDR1
DDR1 K618A fwd CCTTTGCTGGTAGCTGTCGCGATCT 81 Mutagenese DDR1
TACGGCCAGATGC
DDR1 K618A rev GCATCTGGCCGTAAGATCGCGACA 81 Mutagenese DDR1
GCTACCAGCAAAGG
DDR2 M291I fwd GGTCCACTGCAACAACATATTTGCT 74 Mutagenese DDR2
AAAGGTGTGAAG
DDR2 M291I rev CTTCACACCTTTAGCAAATATGTTGT 74 Mutagenese DDR2
TGCAGTGGACC
DDR2 G222R fwd GTCTATGATGGAGCTGTTAGATACA 74 Mutagenese DDR2
GCATGACAGAAG
DDR2 G222R rev CTTCTGTCATGCTGTATCTAACAGCT 74 Mutagenese DDR2
CCATCATAGAC
DDR2 D854N fwd CTCCTTCAACAAGGCAACGAGACGC 76 Mutagenese DDR2
GTACGC
DDR2 D854N rev GCGTACGCGTCTCGTTGCCTTGTTG 76 Mutagenese DDR2
AAGGAG
DDR2 K608E fwd GTCCTGGTGGCTGTGGAAATGCTCC 78 Mutagenese DDR2
GAGCAG
DDR2 K608E rev CTGCTCGGAGCATTTCCACAGCCAC 78 Mutagenese DDR2
CAGGAC
DDR1_A2272G fwd GGAACCTCTATGCTGGGGACTATTA 78 Mutagenese DDR1
CCGTGTGCAG
DDR1_A2272G rev CTGCACACGGTAATAGTCCCCAGCA 78 Mutagenese DDR1
TAGAGGTTCC
DDR1 PCR fwd ATGGGACCAGAGGCCCTGTCATCTT 69 Colony-PCR DDR1
T
DDR1 PCR rev TTCAGCACCACTCCCTCAGGGTCCT 69 Colony-PCR DDR1
DDR2 PCR fwd ATGATCCTGATTCCCAGA 52 Colony-PCR DDR2
DDR2 PCR rev TGTTTCCCATGACGGTTC 52 Colony-PCR DDR2
pCMV6-Entry 4897fwd AACAAAAATTTAACGCGAAT 48 Sequenzierung
pCMV6-Entry
pCMV6-Entry 832fwd ATCAACGGGACTTTCCAAAA 54 Sequenzierung
pCMV6-Entry
pCMV6-Entry 1671fwd CCTGTCCTTCTGATTTTAAA 52 Sequenzierung

pCMV6-Entry
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pCMV6-Entry 2531fwd AGCAGATTACGCGCAGAAAA 56 Sequenzierung
pCMV6-Entry

pCMV6-Entry 3380fwd ATTCGGCAAGCAGGCATCGC 63 Sequenzierung
pCMV6-Entry

pCMV6-Entry 4236fwd TCCACACCTGGTTGCTGACT 60 Sequenzierung
pCMV6-Entry

Pax-5 587fwd AGCGCAAGAGAGACGAAGGT 60 Sequenzierung
PAX5

Pax-5 669rev TGAACAAGTCTCCCCGCATC 60 Sequenzierung
PAX5

c-Myb (1) 1092fwd ACCTGAAGAAAGCGCCTCGC 63 Sequenzierung
MYB

c-Myb (1) 1682fwd CTGTGAAAACTCAAAAGGAA 52 Sequenzierung
MYB

c-Myb (1) 654rev GAGCAAAACCCATCAAATGA 54 Sequenzierung
MYB

c-Myb (1 2) 585fwd GGAAGGTTATCTGCAGGAGT 58 Sequenzierung
MYB

c-Myb (2) 1288fwd ACTGTTACAACACCATTTCA 52 Sequenzierung
MYB

c-Myb (2) 646rev CCCATCAAATGACTGTTCTT 54 Sequenzierung
MYB

CMV-Profor GGCGGTAGGCGTGTA Sequenzierung
CEBPA

BGHrev TAGAAGGCACAGTCGAGG Sequenzierung
CEBPA

CEBPA_SEQ_2F GCTGGGCGGCATCTGCGA Sequenzierung
CEBPA

CEBPA_3R CGTTGCTGTTCTTGTCCACCGACTTC Sequenzierung

T CEBPA

FLT3 Promote Seq fwd GGTTGACATTGAAACCCTGCCTGT 65 Sequenzierung
FLT3-Promotor

FLT3 Promote Seq rev TGGGATCTTTGAGGCCCTGAGAAA 67 Sequenzierung

G FLT3-Promotor

pGL3 Seq fwd GCCAGAACATTTCTCTATCG 56 Sequenzierung
pGL3

pRL Seq 467 rev CCAAGTAGGAAAGTCCCGTA 58 Sequenzierung pRL-
cmv

pRL Seq fwd CTTTTGCTCACATTGCTCGA 58 Sequenzierung pRL-
cmv

FLT3 Promote fwd PCR GTAAGGGAAGAACCAGAACTGG 62 Colony-PCR FLT3-
Promotor

FLT3 Promote rev PCR GAGAAGTTGCACTGGCTCCG 63 Colony-PCR FLT3-
Promotor
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3.1.8 Enzyme

Tabelle 10: Verwendete Enzyme

Enzym Anwendung Bezugsquelle
Alkalische Phosphatase, | Dephosphorylierung | New England Biolabs (Frankfurt am Main)
Calf Intestinal (CIP)

PfuTurbo® DNA- PCR Stratagene (La Jolla, CA, USA)

Polymerase

Restriktionsenzyme Restriktionsverdau New England Biolabs (Frankfurt am Main)
T4 DNA Ligase Ligation New England Biolabs (Frankfurt am Main)
Tag DNA-Polymerase PCR PEQLAB Biotechnologie (Erlangen);

Invitrogen™ Life Technologies (Carlsbad, CA, USA)

3.1.9 Antikorper

Tabelle 11: Verwendete Primarantikorper fur Durchflusszytometrie (F) und Western Blot (WB)

Primarantikérper Assay | Wirt Verdiinnung | Sonstiges Hersteller
Anti-B-Actin WB Maus 1:20000 monoklonal | Sigma-Aldrich
(AC-15) (A1978) (Steinheim)
Anti-B-Actin WB Maus 1:5000 monoklonal | Sigma-Aldrich
(AC-15) (A5441) 1:10000 (Steinheim)
Akt WB Kaninchen | 1:1000 polyklonal Cell Signaling
(#9272) Technology
(Danvers, MA,
USA)
C/EBP a WB Kaninchen | 1:200 polyklonal Santa Cruz
(14AA) (sc-61 X) Biotechnology
(Dallas, TX, USA)
c-Myb WB Kaninchen | 1:200 polyklonal Santa Cruz
(C-19) (sc-517) Biotechnology
(Dallas, TX, USA)
DDR1 WB Kaninchen | 1:200 polyklonal Santa Cruz
(C-20) (sc-532) Biotechnology
(Dallas, TX, USA)
DDR2 WB Kaninchen | 1:1000 polyklonal Cell Signaling
(#12133) Technology
(Danvers, MA,
USA)
Flt-3/Flk-2 WB Kaninchen | 1:500 polyklonal Santa Cruz
(5-18) (sc-480) Biotechnology
(Dallas, TX, USA)
GAPDH WB Maus 1:200 monoklonal | Santa Cruz
(6C5) (sc-32233) 1:800 Biotechnology
(Dallas, TX, USA)
Pax-5 WB Maus 1:200 monoklonal | Santa Cruz
(A-11) (sc-13146) Biotechnology
(Dallas, TX, USA)
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p44/42 MAPK (Erk1/2) WB Maus 1:2000 monoklonal | Cell Signaling
(3A7) (#9107) Technology
(Danvers, MA,
USA)
Phospho-Akt (Serd73) WB Kaninchen | 1:1000 polyklonal Cell Signaling
#9271 Technology
(Danvers, MA,
USA)
Phospho-p44/42 MAPK WB Kaninchen | 1:2000 monoklonal | Cell Signaling
(Erk1/2) (Thr202/Tyr204) Technology
(D13.14.4E) XP® (#4370) (Danvers, MA,
USA)
p-Stat5a/b (Tyr 694) WB Kaninchen | 1:200 polyklonal Santa Cruz
(sc-101806) Biotechnology
(Dallas, TX, USA)
p-Tyr WB Maus 1:200 monoklonal | Santa Cruz
(PY99) (sc-7020) Biotechnology
(Dallas, TX, USA)
Stat5 WB Kaninchen | 1:1000 polyklonal Santa Cruz
(C-17) (sc-835) Biotechnology
(Dallas, TX, USA)
Anti-a-Tubulin WB Maus 1:2000 monoklonal | Sigma-Aldrich
(DM1A) (T6199) 1:40000 (Steinheim)
APC Mouse Anti-Human F Maus 1:20 monoklonal | BD Biosciences,
CD45 Pharmingen
(BD555485) (San Diego, CA,
USA)
APC Mouse IgG1, k F Maus 1:20 monoklonal | BD Biosciences,
Isotypkontrolle Pharmingen
(BD555751) (San Diego, CA,
USA)
CD135-PE F Maus 1:10 monoklonal | Beckman Coulter
(IM2234U) (Marseille, F)
IgG1-FITC/IgG1-PE F Maus 1:10 monoklonal | Beckman Coulter
Isotypkontrolle (Marseille, F)
(A07794)
PE anti-human CD167a F Maus 1:5 monoklonal | Biolegend
(DDR1) (San Diego, CA,
(51D6) (334006) USA)
PE Mouse IgG3, k F Maus 1:20 monoklonal | Biolegend
Isotypkontrolle (San Diego, CA,
(MG3-35) (401320) USA)
Rabbit Anti-CD167b/DDR2, | F Kaninchen | 1:100 polyklonal Bioss (Woburn,
Alexa Fluor 647 konjugiert MA, USA)
(bs-4194R-A647)
Rabbit IgG Isotypkontrolle, | F Kaninchen | 1:100 polyklonal Bioss (Woburn,
A647 konjugiert MA, USA)
(bs-0295P-A647)
Rabbit Anti-CD167b/DDR2, | F Kaninchen | 1:100 polyklonal Bioss (Woburn,

PE konjugiert
(bs-4194R-PE)

MA, USA)

30




Material und Methoden

Rabbit IgG Isotypkontrolle, | F Kaninchen | 1:100 polyklonal Bioss (Woburn,
PE-Cy7 konjugiert MA, USA)
(bs-0295P-PE-Cy7)
Human DDR2 F Maus 1:20 monoklonal | R&D Systems
(#290804) (MAB25381) (Minneapolis,
MN, USA)
Mouse IgGzs F Maus 1:20 monoklonal | R&D Systems
Isotypkontrolle (Minneapolis,
(#133303) (MAB0041) MN, USA)

Tabelle 12: Verwendete Sekundéarantikorper fiir Durchflusszytometrie (F) und Western Blot (WB)

Sekundar- Assay | Wirt | Verdiinnung | Hersteller
antikérper
goat anti-mouse IgG-HRP WB Ziege | 1:5000 Santa Cruz
(sc-2005) Biotechnology
(Dallas, TX, USA)
Anti-Rabbit IgG (whole molecule)-Peroxidase | WB Ziege | 1:20000 Sigma-Aldrich
(A0545) (Steinheim)
Goat F(ab‘); Anti-mouse 1gG-Allophycocyanin | F Ziege | 1:20 R&D Systems
(FO101B) (Minneapolis,
MN, USA)
3.1.10 Bakterienstimme
Tabelle 13: Verwendete Bakterienstamme
Bakterienstamm Hersteller
DH5a Invitrogen™ Life Technologies (Carlsbad, CA,
USA)
XL10-Gold Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA)

3.1.11 Zelllinien

Die Zelllinien wurden von der Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ,
Braunschweig) oder der American Type Culture Collection (ATCC, Rockville) bezogen. Phoenix Eco
wurden von der Firma Orbigen (San Diego, CA, USA) erworben.

Tabelle 14: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Organismus Tumor/Gewebe Morphologie
Ba/F3 murin pro-B Zellen Suspension
EOL-1 human akute myeloische Leukdmie Suspension
HEK-293 human embryonale Nierenepithelzellen adhdrent
HEK-293T human embryonale Nierenepithelzellen adharent
HL-60 human akute myeloische Leukdmie Suspension
Jurkat human akute lymphoblastische Leukdamie Suspension
K-562 human chronische myeloische Leukamie Suspension
KASUMI-1 human akute myeloische Leukdmie Suspension
KG-1 human akute myeloische Leukdamie Suspension
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MOLM-13 human akute myeloische Leukdmie Suspension
MV4-11 human akute monozytare Leukdamie Suspension
NB-4 human akute promyelozytare Leukdamie Suspension
OCI-AML3 human akute myeloische Leukdamie Suspension
Phoenix-ECO human embryonale Nierenepithelzellen adhdrent
THP-1 human akute monozytdre Leukamie Suspension
U937 human histiozytdares Lymphom Suspension
WEHI-3B murin myelomonozytare Leukdamie groRtenteils
adhdrent

3.1.12 Medien und Zusatze

Tabelle 15: Verwendete Zusiatze fiir Zell- und Bakterienkultur

Zusatz Anwendung Hersteller
Ampicillin Antibiotikum Sigma-Aldrich (Steinheim)
(Bakterienkultur)
Fetales Kalberserum (FKS) Zusatz fur Kulturmedien | Sigma-Aldrich (Steinheim);
(Zellkultur) PAN (Aidenbach)
FLT3-Ligand (FL) Zytokin Promocell (Heidelberg);
(rekombinant, human) Immunotools (Firesoythe)
Gentamicin Antibiotikum (Zellkultur) | Lonza (Basel, CHE)
Interleukin-3 (IL-3) Zytokin BioSource International
(rekombinant, murin) (Camarillo, CA, USA);
Immunotools (Friesoythe)
Kanamycin Antibiotikum Sigma-Aldrich (Steinheim)
(Bakterienkultur)
Kanamycinsulfat Antibiotikum Carl Roth (Karlsruhe)
(Bakterienkultur)
Kollagen, from rat-tail (Typ 1) Ligand Sigma-Aldrich (Steinheim)
Kollagen, from human fibroblasts Ligand Sigma-Aldrich (Steinheim)
(Typ 1)
LB Agar (Lennox L Agar) Nahrmedium Invitrogen™ Life Technologies
(Bakterienkultur) (Carlsbad, CA, USA)
Luria Broth (Miller’s LB Broth Base) | Nahrmedium Invitrogen™ Life Technologies
(Bakterienkultur) (Carlsbad, CA, USA)
Penicillin-Streptomycin Antibiotika (Zellkultur) Gibco, Life Technologies (Grand
Island, NY, USA)
Zeocin Antibiotika (Selektion) Invitrogen™ Life Technologies
(Carlsbad, CA, USA)

Tabelle 16: Verwendete Nahrmedien fiir Bakterienkultur

AXI-Platten LBamp-Agarplatten
(Blau-WeilR-Screening, 20 ul X-Gal (50 ng/ml)
Mutagenese) 100 ul IPTG (0,1 M)
LB-Agar 32 g LB Agar
ad 1 | Aquadest
autoklavieren*

32




Material und Methoden

LB-Flissigmedium

25 g Luria Broth
ad 1 | Aquadest
autoklavieren*

LBamp-Agarplatten

LB Agar

100 pg/ml Ampicillin

LBkan-Agarplatten

LB Agar

25 pg/ml Kanamycin

S.0.C. Medium

gebrauchsfertig von Invitrogen™ Life Technologies (Carlsbad, CA, USA)

*Das Autoklavieren fand bei 123°C und 2 bar fiir 20 Minuten statt.
Bei der Herstellung von LB-Agarplatten mit Selektionsantibiotikum, wurde das Antibiotikum nach

dem Autoklavieren des LB-Agar, aber vor dem GielRen der Platten bei einer maximalen LB-Agar-

Temperatur von 50°C zugegeben.

Die Medien Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), Minimum Essential Medium (MEM) a,
Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) GlutaMAX™ und RPMI 1640 Medium wurden von
der Firma Gibco, Life Technologies (Paisley, UK) bezogen.

Tabelle 17: Verwendete Kulturmedien fiir Zellkultur

Zelllinie Medium FKS* Penicillin | Streptomycin | Sonstige Zusatze

Ba/F3 RPMI 1640 10% 50 U/ml | 50 pg/ml 10% WEHI-3B
GlutaMAX™ konditioniertes Medium

EOL-1 RPMI 1640 10% 50 U/ml | 50 pg/ml
GlutaMAX™

HEK-293 DMEM 15% 50 pg/ml | 50 ug/ml

HEK-293T DMEM 10% 50 pg/ml | 50 pg/ml

HL-60 RPMI 1640 10% 50 U/ml | 50 pg/ml
GlutaMAX™

Jurkat RPMI 1640 10% 50 U/ml | 50 pg/ml
GlutaMAX™

K-562 RPMI 1640 10% 50 U/ml | 50 pg/ml
GlutaMAX™

KASUMI-1 RPMI 1640 20% 50 U/ml 50 pg/ml
GlutaMAX™

KG-1 RPMI 1640 10% 50 U/ml | 50 pg/ml
GlutaMAX™

MOLM-13 | RPMI 1640 10% 50 U/ml | 50 pg/ml
GlutaMAX™

MV4-11 RPMI 1640 10% 50 U/ml | 50 pg/ml
GlutaMAX™

NB-4 RPMI 1640 10% 50 U/ml | 50 pg/ml
GlutaMAX™

OCI-AML3 MEM a 20% 50 U/ml | 50 pg/ml

Phoenix-ECO | DMEM 10% 50 pg/ml | 50 ug/ml

THP-1 RPMI 1640 10% 50 U/ml 50 pg/ml
GlutaMAX™

U937 RPMI 1640 10% 50 U/ml | 50 pg/ml
GlutaMAX™

WEHI-3B RPMI 1640 10% 50 U/ml 50 pg/ml
GlutaMAX™
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* Das FKS wurde vor Verwendung im Wasserbad bei 56°C fiir 30 Minuten hitzeinaktiviert und dann

steril filtriert.

3.1.13 Inhibitoren und Zytostatika

Inhibitoren und Zytostatika wurden in Pulverform oder im lyophilisierten Zustand erworben und nach

Herstellerangaben geldst. Aliquots wurden bei -20°C bzw -80°C aufbewahrt.

Tabelle 18: Verwendete Inhibitoren und Zytostatika

Inhibitor/Zytostatikum

Bemerkung

Bezugsquelle

AC220

FLT3-Inhibitor

SYNthesis med chem (Cambridge, UK)
Selleck Chemicals (Houston, TX, USA)

Cytarabin Zytostatikum Sigma-Aldrich (Steinheim)
Daunorubicin Zytostatikum Pfizer (Berlin)
Sorafenib Multikinase-Inhibitor BioCat (Heidelberg)

3.1.14 Software & Datenbanken

Tabelle 19: Verwendete Software und Datenbanken. Die aufgefiihrten Softwares und Datenbanken wurden zur Erhebung,

Verarbeitung und Darstellung numerischer und graphischer Daten verwendet.

Software/Datenbank

Anwendung

Entwickler

Adobe lllustrator CS6

Erstellung von Grafiken

Adobe Systems (San Jose, CA, USA)

AxioVision 4.8.2.0

Bildaufnahme (Mikroskop-
Software)

Carl Zeiss Microlmaging (Jena)

CellQuest 3.3 Durchflusszytometrie Becton Dickinson (Heidelberg)
E-capt 15.06 Bildaufnahme Vilber Lourmat (Marne-la-Vallée,
(Agarosegel-Elektrophorese) FRA)

EndNote X6 Literaturverwaltung Thomson Reuters (New York, NY,
USA)

Flowlo 7.6.5 Durchflusszytometrie TreeStar (Ashland, OR, USA)

Image) 1.48v Bildverarbeitung, Bildanalyse Wayne Rasband/National

Institutes of Health (Bethesda, MA,
USA)

Matlnspector

Suche nach
Transkriptionsfaktorbindestellen

Genomatix Software (Miinchen)

Microsoft Excel

Tabellenkalkulation

Microsoft (Redmond, WA, USA)

Microsoft Power Point

Prasentationsprogramm

Microsoft (Redmond, WA, USA)

Microsoft Word

Textverarbeitung

Microsoft (Redmond, WA, USA)

MultAlin

Multiples Sequenzalignment

Florence Corpet

QuikChange Primer
Design

Mutagenese

Agilent Technologies (Santa Clara,
CA, USA)

SigmaPlot 12.5

wissenschaftliches
Grafikprogramm, Datenanalyse,
Statistik

Systat Software (San Jose, CA,
USA)

Transfac®

Datenbank fir
Transkriptionsfaktorbindestellen

BIOBASE Biological Databases
(Beverly, BA, USA)

Vector NTI Advance™ 10

Sequenzanalyse

Invitrogen™ Life Technologies
(Carlsbad, CA, USA)
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellbiologische Methoden

3.2.1.1 Zellkulturbedingungen

Alle Zelllinien wurden in einem CO,-Inkubator bei 37°C, 95% relativer Luftfeuchte und 5% CO,
kultiviert. Alle lentiviralen Arbeiten wurden bis zur Kldarung der Lentivirenfreiheit oder Inaktivierung
der Viren unter Bedingungen der Sicherheitsstufe 2, alle anderen Arbeiten unter Bedingungen der
Sicherheitsstufe 1 durchgefiihrt.

3.2.1.2 Mediumwechsel und Subkultivierung von Monolayerkulturen

3.2.1.2.1 HEK-293, HEK-293T und Phoenix-ECO

Hek-293T und Phoenix-ECO leiten sich von HEK-293, einer humanen embryonalen
Nierenepithelzelllinie ab. Die Zelllinien wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) unter
Zugabe von 50 U/ml Penicillin sowie 50 pg/ml Streptomycin kultiviert. Bei HEK-293T und
Phoenix-ECO wurde auBerdem 10% fetales Kalberserum (FKS), bei HEK-293 15% FKS zugegeben. Alle
zwei bis drei Tage wurden die Zellen meist 1:4 oder 1:5 verdiinnt. Dabei wurde das Zellkulturmedium
entfernt und mit frischem Medium der Boden des KulturgefdRes mehrmals abgespritzt. Dabei |6sen
sich die adharenten HEK-293, HEK-293T sowie Phoenix-ECO Zellen vom KulturgefaBboden. Durch
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren der Zellsuspension wurde eine Vereinzelung der Zellen
gewadhrleistet. Meist ein Viertel oder ein Flinftel der Zellsuspension wurde in einem neuen
Kulturgefal mit frischem Medium weiterkultiviert.

3.2.1.2.2 WEHI-3B

WEHI-3B ist eine murine myelomonozytare Leukdmie-Zelllinie, die Interleukin-3 (IL-3) sekretiert.
WEHI-3B Zellen wurden in Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) GlutaMAX™ Medium
mit 10% FKS und 50 U/ml Penicillin sowie 50 pg/ml Streptomycin kultiviert. Die Zellen wachsen zum
Uberwiegenden Teil adharent und zum anderen Teil in Suspension. Alle zwei bis drei Tage wurden die
Zellen im Verhaltnis 1:5 gesplittet. Dazu wurde der Zelliberstand abgenommen und steril filtriert, da
dieser bei der Kultivierung von Ba/F3 Zellen als IL-3 Quelle dient. Zum Abldsen der Trypsin-sensitiven
WEHI-3B Zellen wurden die Zellen 10 Minuten mit PBS ohne Calcium und Magnesium tberdeckt und
anschlieRend mit einem Zellschaber mechanisch vom KulturgefdaBboden abgeldst. Ein Finftel der
Zellsuspension wurde in einem neuen Kulturgefal mit frischem Medium weiterkultiviert.

3.2.1.3 Mediumwechsel und Subkultivierung von Suspensionskulturen

3.2.1.3.1 Humane Leukdmie-Zelllinien

Humane Leukdmie-Zelllinien aulRer OCI-AML3 wurden in RPMI 1640 GlutaMAX™ unter Zugabe von
10-20% FKS und 50 U/ml Penicillin sowie 50 pg/ml Streptomycin kultiviert. OCI-AML3 wurden in
Minimum Essential Medium (MEM) a unter Zugabe von 20% FKS und 50 U/ml Penicillin sowie
50 pg/ml Streptomycin kultiviert. Die Zelllinien wurden zumeist entsprechend den empfohlenen
Angaben der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) subkultiviert.
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3.2.1.3.2 Ba/F3

Ba/F3 ist eine IL-3 abhingige, murine pro-B Zelllinie, die in RPMI 1640 GlutaMAX™ mit 10% FKS,
10% WEHI-3B konditioniertem Medium und 50 U/ml Penicillin sowie 50 pg/ml Streptomycin
kultiviert wurde. Alle zwei bis drei Tage wurden die Ba/F3 Zellen gesplittet. Eine Zelldichte von
2,0-2,5 x 10° pro Milliliter in der laufenden Kultur wurde wenn moglich nicht tiberschritten.

3.2.1.4 Nachweis von Mykoplasmen
Zellkulturen sind haufig mit Mykoplasmen kontaminiert. Deshalb wurden sie vor dem Einfrieren,
nach dem Auftauen, sowie in regelmaRigen Abstianden wahrend des Kultivierens auf eine
Mykoplasmeninfektion hin getestet. Mykoplasmen sind sehr kleine, sich selbst vermehrende
Prokaryoten, die lichtmikroskopisch aufgrund ihrer GréRe nur sehr schwer nachweisbar sind. Zur
Untersuchung auf Mykoplasmen wurde das MycoAlert™ Mycoplasma Detection Kit verwendet. Das
biochemische Messprinzip dieses Kits beruht auf mykoplasmatischen Enzymen, welche nach Lyse der
lebenden Mykoplasmen mit dem MycoAlert® Substrat reagieren und die Umsetzung von ADP zu ATP
katalysieren. Durch Messung des ATP-Levels jeweils vor und nach der Zugabe des Substrats kann ein
Verhaltniswert berechnet werden, der auf die An- bzw. Abwesenheit von Mykoplasmen schliel3en
lasst. ATP-Level konnen Uber die folgende Biolumineszenz-Reaktion bestimmt werden, weil die
emittierte Lichtintensitat sich linear zur ATP-Konzentration verhdlt. Das Emissionslicht wird mit
einem Luminometer gemessen.
Luciferase, Mg?t

ATP + Luciferin + 0, ———  Oxyluciferin + AMP + PP; + CO, +Licht
1 ml der Zellsuspension, beziehungsweise des Zelliiberstandes bei adharent wachsenden Zelllinien
wurde fur finf Minuten bei 200 rcf zentrifugiert. MycoAlert™ Reagenz und Substrat wurden
15 Minuten vor Verwendung auf Raumtemperatur gebracht. Fir die Lyse wurden 25 ul des
Uberstandes in eine weiRe 96 Well Multiwellplatte pipettiert und 25 ul des Reagenz zugegeben. Nach
finfmindtiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die erste Messung (Messung A) in einem
Luminometer. AnschlieBend wurden 25 pul Susbstrat zugegeben, fiir zehn Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und die zweite Messung (Messung B) durchgefiihrt. Die Zellkultur ist frei
von Mykoplasmen, wenn der Quotient Messung B/Messung A kleiner eins ist. Versuche wurden
ausschlieBlich mit Zellkulturen durchgefihrt, die frei von Mykoplasmen waren. Mit Mykoplasmen
kontaminierte Zellkulturen wurden sofort entsorgt.

3.2.1.5 Kryokonservierung und Lagerung von Zellen

Um Zellen fir spatere Versuche aufzubewahren, kénnen diese bei -80°C fiir kurze Zeit oder in
flissigem Stickstoff tGber langere Zeit (mehrere Jahre) gelagert werden. Dazu wurden je nach Zelllinie
zwischen 2 x 10° und 8 x 10° Zellen bei 300 rcf fiir fiinf Minuten pelletiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet in 1 ml Einfriermedium, bestehend entweder aus 70% Kulturmedium, 20% FKS
und 10% DMSO oder aus 90% FKS und 10% DMSO resuspendiert, in ein Kryoréhrchen transferiert
und in einem Einfrierbehalter bei -80°C eingefroren. Das im Einfrierbehalter enthaltene Isopropanol
gewadhrleistet eine konstante Kiihlungsrate von 1°C pro Minute. Nach 24 Stunden wurden die Zellen
an ihren Lagerplatz bei -80°C oder in fliissigen Stickstoff iberfihrt.
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3.2.1.6 Auftauen von Zellen

Die Zellen wurden zum Auftauen im Kryordhrchen fir circa zwei Minuten in einem 37°C Wasserbad
vollstandig aufgetaut. Die Zellsuspension, die das zytotoxische DMSO enthalt, wurde umgehend in
10 ml Kulturmedium verdinnt. Nach Zentrifugation bei 300 rcf fir funf Minuten wurde der
Uberstand verworfen, gegebenenfalls ein zweites Mal gewaschen, das Zellpellet in frischem
Kulturmedium resuspendiert und die Zellen dann in eine Kulturflasche (adharente Zellen, Ba/F3) oder
eine 24 oder 48 Well Multischale (humane Leukdamie-Zelllinien) Gberfiihrt. Von der Multischale aus
wurden die humanen Leukdmie-Zelllinien dann expandiert. Nach dem Auftauen wurden die Zellen
vor dem Ansetzten eines Experimentes mindestens drei Tage in Kultur gehalten.

3.2.1.7 Trypanblaufirbung und Zellzahlbestimmung

Zur Untersuchung der Vitalitdat der Zellen wurden die Zellen mit Trypanblau gefarbt. Der Farbstoff
Trypanblau kann durch die perforierte Zellmembran toter Zellen in das Zellinnere eindringen und
diese dunkelblau anfarben. Lebende Zellen nehmen den Farbstoff nicht auf und erscheinen im
Lichtmikroskop farblos. Die Lebendzellzahl wurde mittels Hamozytometer oder Vi-CELL™ XR
bestimmt.

3.2.1.7.1 Hdmozytometer

Es wurden 2 pul Zellsuspension (ggf. in entsprechender Verdiinnung) mit 18 ul Trypanblau gemischt.
Von dieser Mischung wurden 10 pl in die Neubauer-Zahlkammer gefiillt und die lebenden Zellen in
vier GroBquadraten gezahlt. Mit nachfolgender Formel wurde anschliefend die Lebendzellzahl pro
Milliliter berechnet:

Lebendzellzahl  gezdhlte lebende Zellen

o 7 * Vorverdinnungsfaktor = 10*

3.2.1.7.2 Vi-CELL™XR

Das Vi-CELL™ XR ist ein Gerat, das die Trypanblaufarbung und Zellzahlbestimmung nach Zugabe der
Zellsuspension (ggf. in entsprechender Verdiinnung) in ein Vi-CELL® Sample Vial automatisch
durchfiihrt. Das Gerat ermittelt sowohl die Viabilitdt der Zellen als auch die Lebendzellzahl pro
Milliliter.

3.2.1.8 Transfektion

3.2.1.8.1 Transiente Transfektion von HEK-293T und Phoenix-ECO zur Herstellung von
Retrovirus-haltigem Uberstand und von Ganzzelllysaten
Bei der Transfektion wird Fremd-DNA in eine Wirtszelle eingeschleust. Die transiente Transfektion
der Verpackungszelllinie Phoenix-ECO diente zum einen der Herstellung von Retrovirus-haltigem
Uberstand, welcher zur stabilen Transduktion von Ba/F3 Zellen verwendet wurde und zum anderen,
wie auch die Transfektion von HEK-293T, dem Nachweis der Proteinexpression. Es wurde nach der
Calciumphosphatmethode transfiziert. Hierzu wurden am Vortag der Transfektion (nachmittags)
5,2-6,5 x 10° Zellen in einer 10 cm Kulturschale in Kulturmedium ausgesat. Vier bis acht Stunden vor
der Transfektion wurde ein Mediumaustausch vollzogen. Fir die Transfektion wurden 13 pg
Plasmid-DNA mit autoklaviertem Aquadest auf 450 ul aufgefiillt, 50 ul einer 2 M CaCl,-L6sung
zugegeben und gemischt. Diese Mischung wurde anschlieBend tropfchenweise zu 500 pl
2x phosphathaltigem HBS-Puffer pipettiert und gemischt. Nach einer Inkubation von drei bis vier
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Minuten bei Raumtemperatur wurde die Losung mit den entstandenen DNA-Calciumphoshat-
Prazipitaten tropfchenweise auf die Zellen verteilt, die Kulturschale leicht geschwenkt um das
Prazipitat gleichmaRig zu verteilen und fir 16 Stunden bei 37°C im COs-Inkubator inkubiert. Die
Zellen nehmen in dieser Zeit die DNA (iber einen endozytotischen Mechanismus auf. Dann wurde das
Medium durch frisches Medium ersetzt und die Zellen fiir einen weiteren Tag inkubiert. Wurde
mittels Phoenix-ECO Zellen Retrovirus-haltiger Uberstand produziert, wurde dieser abgenommen
und steril filtriert. Der Retrovirus-haltige Uberstand wurde entweder direkt zur stabilen Transduktion
von Ba/F3 verwendet oder bis zum Gebrauch bei -80°C gelagert. Wurden HEK-293T oder
Phoenix-ECO Zellen zum Nachweis der Proteinexpression transfiziert, wurde der Uberstand
verworfen und die Zellen zur Herstellung von Ganzzelllysaten verwendet. Kamen Vektoren mit
Fluoreszenzmarkern zum Einsatz, wurde vor der Zelllyse bzw. Abnahme des Uberstandes die
Transfektionseffizienz im Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200 M Uberprift. Zur Proteinexpression
muss die gewliinschte cDNA in einem eukaryotischen Expressionsvektor vorliegen. Fir die stabile
Transduktion von Ba/F3 mittels retroviralem Gentransfer wurde die cDNA Uber den retroviralen
Expressionvektor pMSCV-IRES-EYFP-Vektor vermittelt.

3.2.1.8.2 Transiente Transfektion von HEK-293T zur Herstellung von Lentivirus-haltigem
Uberstand

5 x 10° HEK-293T Zellen wurden am Tag vor der Transfektion in einer 75 cm? Gewebekulturflasche
ausgesat. Die Zellen sollten am Folgetag zu 50-80% konfluent sein. Unmittelbar vor der Transfektion
fand ein Mediumaustausch statt. Zur Transfektion wurde das Transfektionsreagenz TurboFect
verwendet, welches ebenso wie das serumfreie DMEM-Medium vor der Transfektion auf
Raumtemperatur erwdarmt wurde. 12 pl Turbofect wurden mit lentiviralen Verpackungsplasmiden
(2,5 ug pRSV-Rev; 5 ug pMDLg/pRRE; 1,25 pg pMD2.G) sowie 2,5 ug des Transfervektors (pCDH), der
die Ziel-cDNA enthilt, gemischt, mit serumfreiem DMEM auf 1 ml aufgefillt und erneut gemischt.
Nach 20-min(tiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Mischung tropfchenweise zu den
HEK-293T Zellen gegeben, die Gewebekulturflasche leicht geschwenkt und bei 37°C in einem
CO,-Inkubator fiir 72 Stunden inkubiert. Dann wurde der Lentivirus-haltige Uberstand abgenommen
und zehn Minuten bei 95 rcf zentrifugiert, um den Zelldebris zu entfernen. Anschliefend wurde der
Lentivirus-haltige Uberstand mittels eines Steriflip® Filters steril gefiltert und durch Ultrafiltration
(maximal 15 ml Uberstand pro Amicon® Ultra-15 Zentrifugen-Filtereinheit, 100K) bei 2000 rcf fiir
23 Minuten auf circa 250 pl Filtrat konzentriert. Das aufkonzentrierte, Lentivirus-haltige Filtrat wurde
sofort zur stabilen Transfektion von OCI-AML3 Zellen verwendet. Fiir die stabile Transduktion von
OCI-AML3 Zellen mittels lentiviralem Gentransfer wurde die cDNA (iber den lentiviralen
Expressionsvektor pCDH-EF1-MCS-T2A-copGFP-Vektor vermittelt.

3.2.1.8.3 Transiente Transfektion von HEK-293T fiir den Dual-Luciferase® Reporter Assay
Die Zellen wurden mit dem Vi-CELL™ XR gezahlt, einmal fir finf Minuten bei 290 rcf zentrifugiert,
der Uberstand verworfen und die Zellen in einem entsprechenden Volumen DMEM unter Zugabe von
10% FKS resuspendiert, so dass eine Zellkonzentration von 600 Zellen pro Mikroliter vorlag. Mit einer
erneuten Zellzahlung mittels Vi-CELL™ XR wurde die Zellkonzentration Uberprift. Fiir jeweils vier
Replikate wurden die folgenden Ansdtze in einem 1,5 ml ReagiergefaR hergestellt und mit Tris
(10 mM, pH 8) auf 10 ul aufgefiillt. Die eingesetzte DNA wurde zuvor entsprechend vorverdiinnt und
die Konzentration im Nanodrop 1000 ermittelt.
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Vektor Negativ- | Positiv- Probe Probe Probe
kontrolle | kontrolle | 2:1 1:1 1:2

pGL3-Basic 133 ng

pGL3-Promotor 133 ng

pGL3-Flt3 (-901) Promotor 133 ng 133 ng 133 ng

pCMV6-Entry oder pcDNA3 66,5 ng 133 ng 266 ng

mit Transkriptionsfaktor

pRL-CMV 1,33 ng 1,33 ng 1,33 ng 1,33 ng 1,33 ng

pCMV6-Entry oder pcDNA3 266 ng 266 ng 199,5ng | 133 ng

Jeder Ansatz wurde anschlieBend mit 90 ul serumfreiem DMEM Medium und 100 pl einer
Lipofectamine®-Lésung gemischt. Das Transfektionsreagenz Lipofectamine® 2000 wurde zuvor mit
serumfreiem DMEM Medium 1:49 in einem Polystyren-Zentrifugenrohrchen verdiinnt, gut gemischt
und fir finf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der Transfektionsansatz wurde dann bei
Raumtemperatur fir 20-30 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden 425 pl der Zellsuspension zum
Transfektionsansatz gegeben, mit Hilfe einer Pipette gut durchmischt und in insgesamt vier Wells
einer weillen 96 Well Multiwellplatte je 150 ul tGberfihrt. Die Platte wurde dann fiir 24 Stunden bei
37°Cin einem CO,-Inkubator inkubiert.

3.2.1.8.4 Transiente Transfektion von HEK-293T im 6 Well

Zum Expressionsnachweis der Transkriptionsfaktoren im Rahmen des Dual-Luciferase® Reporter
Assays wurde die unter 3.2.1.8.3 beschriebene Transfektion ,upgescalt”, um ausreichend Material
zur Lysatherstellung zu erzeugen. Dabei wurden 1,5x 10° HEK-293T Zellen in 2 ml DMEM mit
10% FKS aber ohne Antibiotika pro 6 Well ausgesat und (ber Nacht im CO,-Inkubator bei 37°C
inkubiert. Zwei Stunden vor der Transfektion wurde das Medium durch 2 ml frisches DMEM mit
10% FKS ersetzt. 4 ug DNA wurden in 250 ul serumfreiem DMEM verdiinnt und gemischt. Die
eingesetzte DNA wurde zuvor entsprechend vorverdiinnt und die Konzentration im Nanodrop 1000
ermittelt. Die Zusammensetzung der DNA war wie folgt:

Vektor Negativ- | Positiv- Probe Probe Probe
kontrolle | kontrolle | 2:1 1:1 1:2

pGL3-Basic 1330 ng

pGL3-Promotor 1330 ng

pGL3-Flt3 (-901) Promotor 1330ng | 1330ng | 1330ng

pCMV6-Entry oder pcDNA3 665 ng 1330 ng 2660 ng

mit Transkriptionsfaktor

pRL-CMV 13,3 ng 13,3 ng 13,3 ng 13,3 ng 13,3 ng

pCMV6-Entry oder pcDNA3 2660 ng 2660 ng 1995 ng 1330 ng

Lipofectamine® 2000 wurde 1:25 in serumfreiem DMEM verdinnt und die Mischung fir fanf
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die DNA wurde dann mit 260 pl des verdiinnten
Lipofectamine® 2000 gemischt und fir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieSend
wurden 500 ul der Mischung zu den Zellen gegeben und durch Kippen der Platte mit dem Medium
vermengt. Die Zellen wurden anschlieBend bei 37°C fir 24 Stunden inkubiert. Dann wurden die
Zellen entsprechend 3.2.2.1 lysiert.
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3.2.1.8.5 Stabile Transfektion von HEK-293

Zur Herstellung von HEK-293, die stabil den Wildtyp- oder einen mutierten DDR1- bzw. DDR2-
Rezeptor exprimieren, wurden HEK-293 Zellen zunachst wie unter 3.2.1.8.1 beschrieben, transfiziert.
Die cDNA von wildtypischem und mutiertem DDR1- bzw. DDR2-Rezeptor wurde Uber den Vektor
pcDNA3.1/Zeo! vermittelt. 48 Stunden nach der Transfektion wurde mit einer Antibiotikaselektion
begonnen, um ausschliellich das Wachstum der Zellen zu gewahrleisten, die die cDNA erfolgreich in
ihr Genom integriert haben. Zur Selektion wurde Uber einen Zeitraum von drei Wochen alle drei Tage
frisches Kulturmedium mit 200 pg/ml Zeocin zu den Zellen gegeben.

3.2.1.9 Bestimmung des Lentivirustiter

Zur Bestimmung des Lentivirustiter wurden zunéchst 4 x 10°> HEK-293T Zellen in 2 ml Kulturmedium
in einer 6 Well Gewebekulturplatte ausgesat. Am darauffolgenden Tag wurde das Medium entfernt
und frisches DMEM mit 10% FKS mit 8 ug/ml Polybren gemischt. In einer Verdinnungsreihe wurde je
1 ml der DMEM/Polybren Mischung und 10, 5 oder 2 pl Virus zu den am Vortag ausgesaten Zellen
geben. AuBerdem wurde stellvertretend in einem 6 Well die Zellzahl zum Infektionszeitpunkt mittels
Vi-CELL™ XR bestimmt. Die Zellen wurden fiir 24 Stunden mit dem Virus-haltigem Medium in einem
CO-Inkubator bei 37°C inkubiert. Dann wurde das Virus-haltige Medium durch 2 ml frisches
Kulturmedium ersetzt und die Zellen weitere 48 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden
schliefllich durch Auf- und Abpipettieren vom Wellboden gel6st, in ein Rundbodenréhrchen
Uberfiihrt und im FACS der Anteil GFP-positiver Zellen bestimmt. Aus dem prozentualen Anteil
GFP-positiver Zellen (F), der Zellzahl zum Infektionszeitpunkt (Z) und dem Verdiinnungsfaktor (V)
wurde der Virustiter (T; [TU/ml]) Gber T = (F - Z) / V berechnet.

3.2.1.10 Transduktion

3.2.1.10.1 Stabile Transduktion von Ba/F3

Die stabile Transduktion von Ba/F3 Zellen mit Retrovirus-haltigem Uberstand erfolgte mittels
Spintransduktion. Dazu wurden 1,5x10° Ba/F3 Zellen in insgesamt 3 ml Kulturmedium
aufgenommen und mit 6 pl Polybren-Losung (Endkonzentration 8 pug/ml) versetzt. Nach Zugabe von
3 ml Retrovirus-haltigem Uberstand wurde der Ansatz gemischt und auf zwei 6 Wells einer
Gewebekulturplatte gleichmaRig aufgeteilt. Dann wurde die Platte bei 1240 rcf fiir 90 Minuten bei
30°C zentrifugiert und anschlieBend bei 37°C fir 2,5 Stunden in einem COs-Inkubator inkubiert.
SchlieBlich wurden 3 ml frisches Kulturmedium zugegeben. Bis zur Sortierung der Zellen im
FACSVantage™ SE zwei bis drei Tage spater wurden die Zellen expandiert.

3.2.1.10.2 Stabile Transduktion von humanen OCI-AML3

Zur stabilen Integration von Transgenen in das Genom der OCI-AML3 Zellen wurde ein lentivirales
Transduktionssystem der sogenannten dritten Generation verwendet. Die bei der Virusproduktion
(3.2.1.8.2) verwendeten Verpackungsplasmide (pRSV-Rev, pMDLg/pRRE, pMD2.G) vermitteln die
Information fiir die Bildung der Viruspartikel, nicht aber fiir das Verpacken ihrer RNA in die
Viruspartikel, welche zur Weitergabe dieser Information noétig ware. Nur die ausgehend vom
Transfervektor (pCDH) gebildete RNA enthalt diese Verpackungssignale, wird in die Viruspartikel
verpackt und bei Infektion der Zielzelle in deren Genom integriert.

Damit sich die Zellen zum Zeitpunkt der Transduktion in der logarithmischen Wachstumsphase
befinden, wurden 29-44 Stunden vor der Transduktion 0,5 x 10® OCI-AML3 Zellen pro Milliliter
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ausgesat. Am Tag der Transduktion wurde die Zellzahl mittels Himozytometer bestimmt und die
OCI-AML3 Zellen mit Kulturmedium auf eine Zelldichte von 1 x 10° Zellen pro Milliliter eingestellt. Die
Zellen wurden dann mit Polybren in einer Endkonzentration von 8 ug/ml gemischt. 75 ul des
Zell-Polybren-Gemisches wurden in eine 96 Well Platte Uberfihrt und 25 ul aufkonzentriertes
Lentivirus-haltiges Filtrat zugegeben. Der Ansatz wurde bei 37°C in einem CO-Inkubator inkubiert
und am folgenden Tag gewaschen. Zum Waschen wurden die Zellen zunachst durch mehrmaliges
Auf- und Abpipettieren vom Wellboden gelést und in ein 1,5 ml Reagiergefall Uberfiihrt. Nach
Zentrifugation bei 110 rcf fir zehn Minuten wurden 80 pl des Uberstandes vorsichtig mit der Pipette
abgenommen und 1 ml Kulturmedium zugegeben, um das Volumen fiir die erneute Zentrifugation
bei 110 rcf fir finf Minuten zu erhdhen. 900 pl des Uberstandes wurden vorsichtig abgenommen
und verworfen. Das Zellpellet wurde in den verbleibenden 100 pl resuspendiert und in ein
unbenutztes Well der 96 Well Platte tberfihrt. Bis zur Sortierung der Zellen (FACSAria™Illu Cell
Sorter) an Tag flinf nach der Transduktion wurden die Zellen bei 37°C inkubiert.

3.2.1.11 Sortieren der Zellen mittels FACS

3.2.1.11.1 Sortierung retroviral transduzierter Zellen

Zur Fluoreszenz-Sortierung mit Hilfe des FACSVantage™ SE und der Software CellQuest 3.3 wurden
die Zellen zunachst in ein Rundbodenrdhrchn Gberfiihrt, einmal in PBS gewaschen (Zentrifugation fir
funf Minuten bei 300 rcf) und in 1 ml PBS unter Zusatz von 1 pg/ml Propidiumiodid, zur Markierung
toter Zellen, resuspendiert. Die Zellen wurden in ein Rundbodenréhrchen, welches 1-1,5 ml
Kulturmedium enthielt, sortiert. Zur Eliminierung des FACS-Puffers wurden die Zellen bei 300 rcf fir
finf Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in einer addquaten Menge an
frischem Kulturmedium resuspendiert. Die Zellen wurden flr eine Woche in einer
Gewebekulturplatte bzw. -flasche bei 37°C inkubiert und expandiert bevor sie erneut sortiert
wurden. Es wurde nur mit Zellpopulationen gearbeitet, die >95% fluoreszierende Zellen enthielten.
Die Sortierung retroviral transduzierter Zellen geschah in Zusammenarbeit mit dem Labor fir
Leukdmiediagnostik des Klinikums der Universitdat Miinchen.

3.2.1.11.2 Sortierung lentiviral transduzierter Zellen

Die Sortierung lentiviral transduzierter Zellen wurde am BD FACSArialll Cell Sorter in
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Prof.l. Jeremias (Helmholtz Zentrum Minchen)
durchgefiihrt. Hierzu wurden die Zellen in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen tberfiihrt und bei 260 rcf
fir funf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in 3 ml
Kulturmedium, zusatzlich versetzt mit 100 pg/ml Gentamicin, resuspendiert. AnschlieRend wurden
die GFP-positiven Zellen in ein 15 ml Zentrifugenroéhrchen in das sowohl 1 ml FKS als auch 1 ml mit
100 pg/ml Gentamicin versetztes Kulturmedium vorgelegt waren, sortiert. Das Volumen sortierter
Zellen wurde zum anschlieBenden Zentrifugieren ggf. mit Medium aufgefiillt. Die sortierten Zellen
wurden fiinf Minuten bei 260 rcf zentrifugiert, der Uberstand abgekippt, 5 ml Medium zugegeben,
die Zellen erneut fiir fiinf Minuten bei 260 rcf zentrifugiert, der Uberstand wieder abgekippt und die
Zellen in einem adaquaten Volumen Kulturmedium, das zusatzlich 100 pg/ml Gentamicin enthielt,
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in 100-200 ul Aliquots in 96 Well Kulturplatten verteilt. Die
Zellen wurden expandiert und zehn Tage nach der ersten Sortierung erneut sortiert. Dazu wurden
4 x 10° Zellen (Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauer-Zdhlkammer) fiinf Minuten bei 235 rcf
zentrifugiert und in 3 ml Kulturmedium, zusatzlich versetzt mit 100 pg/ml Gentamicin,
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aufgenommen. Anschlieend wurden die Zellen wie oben beschrieben sortiert. Dann wurden sie fir
funf Minuten bei 235 rcf zentrifugiert, der Uberstand abgekippt, 5 ml mit 100 pg/ml Gentamicin
versetztes Kulturmedium zugegeben, erneut fiir fiinf Minuten bei 235 rcf zentrifugiert, der Uberstand
abgekippt und das Zellpellet in 2 ml Kulturmedium, das zusatzlich 100 pg/ml Gentamicin enthielt,
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde zu je 1 ml in zwei 48 Wells einer Multiwellplatte tberfiihrt.
Die Zellen wurden bei 37°C in einem CO»-Inkubator expandiert. Es wurde nur mit Zellpopulationen
gearbeitet, die >95% fluoreszierende Zellen enthielten.

3.2.1.12 Klonierung von Zellen mittels FACS (Einzelzellsortierung)

Um Zelllinien ausgehend von einer einzelnen Zelle zu generieren (Klonierung von Zellen), kann im
FACS der Flissigkeitsstrom so eingestellt werden, dass ein Tropfen je nur eine Zelle enthalt. Der
Tropfen mit der Zelle kann dann so abgelenkt werden, dass je eine Zelle in ein Well einer
Multiwellplatte gelangt. Dazu wurden pro 96 Well 200 pl Kulturmedium vorgelegt und bei 37°C
vorgewarmt. Die Zellen wurden am darauffolgenden Tag in ein Rundbodenréhrchen Gberfiihrt, bei
300 rcf fir fiinf Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen, die Zellen in PBS resuspendiert und
erneut bei 300 rcf fiir fiinf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder verworfen und die
Zellen in 1 ml PBS unter Zusatz von 1 pg/ml Propidiumiodid resuspendiert. Mit dem FACSVantage SE
wurde dann je eine Zelle in ein mit Medium vorgelegtes 96 Well sortiert und anschlieBend bei 37°Cin
einem CO»-Inkubator inkubiert und expandiert. Das Sortieren wurde in Zusammenarbeit mit dem
Labor fir Leukdmiediagnostik des Klinikums der Universitat Miinchen durchgefiihrt.

3.2.1.13 Test auf Lentivirenfreiheit

Die lentiviral transfizierten OCI-AML3 Zellen wurden im Anschluss an die Expansion nach der ersten
und zweiten Sortierung auf Virenfreiheit iberprift. Dazu wurde 1 ml Zellsuspension fir flinf Minuten
bei 140 rcf zentrifugiert. 150 ul zellfreier Uberstand wurden mit 50 pl Lysepuffer von Roche
Diagnostics (Mannheim) versetzt und fir 30 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert. AnschlieRend
wurden die Proben von Prof. Eberle vom Max von Pettenkofer-Institut fiir Hygiene und Medizinische
Mikrobiologie der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen, Lehrstuhl Virologie einem HIV-Suchtest
(HIV-1/-2-Antikdrper- und p24 Antigentest) unterzogen. Diese Untersuchung ist moglich, da das bei
der lentiviralen Transfektion verwendete System auf HIV-1 basiert. Nur virenfreie Proben wurden
dann in den S1 Laborbereich Uberfihrt. Bis zur Klarung der Virenfreiheit wurden die lentiviral
transfizierten Zellen im S2 Laborbereich und unter S2 Bedingungen kultiviert.

Zellen, die vor Klarung der Virenfreiheit im S1 Laborbereich auf den Transduktionserfolg untersucht
wurden, wurden zuvor flir zehn Minuten mit 1% PFA behandelt. Dies fihrt nach Information des Max
von Pettenkofer-Instituts fiir Hygiene und Medizinische Mikrobiologie der Ludwig-Maximilians-
Universitat Minchen, Lehrstuhl Virologie zur Inaktivierung der Viren. Nach Lifson et al. sind 0,5% w/v
PFA ausreichend [241].

3.2.1.14 Detektion von Oberflichenantigenen mittels Durchflusszytometrie

Die Expression membrangebundener Rezeptoren wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt.
Dazu wurden 0,5-1,0 x 10° Zellen eingesetzt. Diese wurden ggf. abzentrifugiert oder ein bis zwei Mal
mit PBS gewaschen (300 rcf, fiinf Minuten) und der komplette Uberstand entfernt. Die Zellen wurden
insgesamt in 100-200 pl PBS aufgenommen, der spezifische fluoreszenzmarkierte Antikorper (1-20 pl)
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zugegeben, gemischt und die Zellen dann mit dem Antikérper fir 10-20 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation wurde ein bis zwei Mal mit PBS
gewaschen (300 rcf, fiinf Minuten) und das Zellpellet schlieRlich in 150-500 pl PBS resuspendiert. Die
Messung der Fluoreszenz erfolgte mit dem FACS Calibur. Um unspezifische Antikdrperbindungen
auszuschlielRen, wurde in einem zweiten Ansatz dquivalent mit der Isotypkontrolle des zugehorigen
Antikorpers verfahren. Bei der Auswertung wurden entsprechend des Forward Scatter/Side Scatter-
Profils nur lebende Zellen beriicksichtigt. Die Fluoreszenzintensitat gibt die Expressionsstarke wider
und wurde mit der Software FlowJo ausgewertet. Sie wurde als median fluorescence intensity (MFI)
angegeben und Uber folgende Formel quantifiziert: MFI-Ratio = MFlprope/ MFlisotypkontrolie-

Bei Verwendung eines Primar- und Sekundaranitkérpers zur Farbung von membranstandigen
Rezeptoren wurde wie folgt vorgegangen. 3 x 10° Zellen wurden abzentrifugiert (300 rcf, finf
Minuten) und einmal mit PBS gewaschen. Der komplette Uberstand wurde entfernt und das
Zellpellet in 100 ul PBS resuspendiert. Dann wurden 5 pul des Primarantikoérpers zugegeben und fir
20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS (flinf
Minuten bei 250 rcf) wurde wieder der komplette Uberstand entfernt, das Zellpellet in 200 ul PBS
aufgenommen und 10 pl des Sekundarantikorpers zugegeben. Nach wiederholter 20-minitiger
Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln und drei Waschschritten mit PBS (funf Minuten bei
250 rcf) wurde das Zellpellet in 400 pl PBS resuspendiert und die Fluoreszenzmessung im FACS wie
oben durchgefiihrt. Auch hier wurde dquivalent mit einer Isotypkontrolle verfahren.

Die Oberflachenmarker der hergestellten transgenen OCI-AML3 Zellen, sowie der nativen OCI-AML3
wurden durchflusszytometrisch untersucht. Hierbei wurden die Marker CD2, CD3, CD4, CD7, CDS,
CD10, CD11b, CD13, CD14, CD15, CD19, CD20, CD24, CD30, CD33, CD34, CD36, CD38, CD41, CD42,
CD45, CD45RA, CD51, CD56, CD64, CD65, CD68, CD79a, CD87, CD117 und CD235a untersucht. Es
wurde eine Zellsuspension in PBS mit einer Dichte von 1 x 10° Zellen pro 100 pl hergestellt und ins
Labor fir Leukdmiediagnostik des Klinikums der Universitat Miinchen Ubergeben. Dort wurden die
Farbungen entsprechend den Routinefarbungen durchgefiihrt.

3.2.1.15 Proliferationsexperimente
Proliferationsexperimente wurden durchgefiihrt, um das Zellwachstum nach einem bestimmten
Zeitraum bzw. nach Inkubation mit verschiedenen Substanzen festzustellen.

3.2.1.15.1 Kurzzeitproliferation

Fur Kurzzeitproliferationen mit Ba/F3 Zellen wurden 4 x 10* Zellen pro Milliliter Kulturmedium ohne
WEHI-3B konditioniertem Medium ausgesat. Nach 72 Stunden Inkubation bei 37°C in einem
COs-Inkubator wurde mit dem Vi-CELL™ XR die Lebendzellzahl pro Milliliter bestimmt.

Fur die Kurzzeitproliferation von OCI-AML3 Zellen wurden 2 x 10° Zellen pro Milliliter Kulturmedium
(0,3-20% FKS) in einer 48 Well Multischale ausgesdt und nach 72 Stunden Inkubation bei 37°C in
einem CO;-Inkubator die Lebendzellzahl pro Milliliter mit dem Vi-CELL™ XR bestimmt.

Um WEHI-3B konditioniertes Medium oder FKS zu entfernen, wurden die Zellen vor dem Aussden
zweimal mit PBS gewaschen (300 rcf, finf Minuten). Je nach Fragestellung wurde den Zellen
auBerdem eine definierte Menge an Zytokin oder Kollagen zugesetzt.
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Zum Erstellen einer Wachstumskurve der OCI-AML3 Zellen wurden 0,5 x 10° Zellen pro Milliliter
Kulturmedium in einer Gewebekulturflasche ausgesat und in einem CO»-Inkubator bei 37°C inkubiert.
Nach 24, 48, 72 und 96 Stunden wurde jeweils ein Aliquot entnommen und mit dem Vi-CELL™ XR die
Lebendzellzahl pro Milliliter bestimmt.

3.2.1.15.2 Langzeitproliferation

Fir Langzeitproliferationen mit Ba/F3 Zellen wurden 3 x 10° Zellen pro Milliliter Kulturmedium ohne
WEHI-3B konditioniertem Medium ausgesat. Die Zellen wurden zuvor zwei Mal mit PBS ohne Calcium
und Magnesium gewaschen (Zentrifugation bei 300 rcf fiir fiinf Minuten). Zu einem Ansatz (I) wurde
zudem 0,1% WEHI-3B konditioniertes Medium gegeben, zu einem anderen Ansatz (Il) ebenfalls
0,1% WEHI-3B konditioniertes Medium sowie 10 pg/ml Kollagen und zu einem weiteren Ansatz (lll)
wurden 10 ng/ml IL-3 gegeben. Die Zellen wurden bei 37°C in einem CO»-Inkubator zunachst drei
Tage inkubiert und taglich die Lebendzellzahl pro Milliliter mit dem Vi-CELL™ XR bestimmt. Dann
wurde den Ansitzen | und Il 3 x 10° Zellen entnommen, die Zellen zwei Mal mit PBS ohne Calcium
und Magnesium gewaschen und in 10 ml Kulturmedium ohne WEHI-3B konditioniertem Medium
aufgenommen. Ansatz Il wurde zuséatzlich mit 10 ug/ml Kollagen versetzt. Alle drei Ansidtze wurden
weitere sechs Tage bei 37°C inkubiert und die Lebendzellzahl pro Milliliter mit dem Vi-CELL™ XR
bestimmt. Ansatz Il wurde bei Uberschreiten einer Zelldichte von 2 x 10° pro Milliliter gesplittet.

Native OCI-AML3 wurden fiir Langzeitproliferationen mit je einer Linie der generierten transgenen,
polyklonalen oder monoklonalen OCI-AML3 Zelllinien in unterschiedlichen Verhaltnissen (1:10, 1:1,
10:1, 30:1, 50:1) gemischt. Alle Zellen wurden zuvor auf eine einheitliche Konzentration von
entweder 1x10°Zellen pro Milliliter oder 5x 10° Zellen pro Milliliter Kulturmedium eingestellt.
Waurden die Zellen zum Mischen auf 1 x10° Zellen pro Milliliter eingestellt, wurden die Mischungen
vor der Inkubation mit Kulturmedium auf eine Endkonzentration von 5x 10° Zellen pro Milliliter
gebracht. Die Zellen wurden (iber mehrere Wochen bei 37°C in einem CO»-Inkubator inkubiert. Sie
wurden idealerweise bei einer Zelldichte zwischen 0,5x 10°und 2,5 x 10° Zellen pro Milliliter
kultiviert und alle zwei bis drei Tag gesplittet. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Zellen beim
Splitten sehr gut durchmischt wurden. Einmal wochentlich wurde der prozentuale Anteil
fluoreszierender (transgener) Zellen an der Gesamtmenge der Zellen durchflusszytometrisch
bestimmt. Dabei wurden Uber das Forward Scatter/Side Scatter-Profil nur die lebenden Zellen
bericksichtigt und ausgehend von der lebenden Population der prozentuale Anteil GFP-positiver und
GFP-negativer Zellen bestimmt. Als Kontrolle dienten die reinen, ungemischten Zellen. Fir eine
Fragestellung wurden manche Ansatze auBerdem kontinuierlich unter 20 nM AC220, einem
FLT3-Inhibitor, kultiviert.

3.2.1.16 Kurzzeit-Apoptose Assay

Um die Apoptose und den Zelltod von Zelllinien nach Inkubation mit Zytostatika und Inhibitoren zu
ermitteln, wurden 1 x 10° Zellen pro 100 pl in einer 96 Well Gewebekulturplatte ausgesat. Es wurden
Zytostatika und Inhibitoren in unterschiedlichen Konzentrationen dazugegeben und die Zellen fir
48-72 Stunden bei 37°C in einem CO-Inkubator kultiviert. Fiir jede Substanz und Konzentration
wurden Duplikate angesetzt. Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. AnschlieRend wurden 90 pl
der Probe in ein Rundbodenréhrchen Uberfihrt, mit 10 ul PBS unter Zusatz von 1 pg/ml
Propidiumiodid (PI) gemischt und im Dunkeln auf Eis bis zur Analyse des prozentualen Anteils toter
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Zellen mittels Durchflusszytometer inkubiert. Aus den ermittelten Werten in Prozent wurde die
spezifische Apoptose (iber folgende Formel berechnet:
Apoptose nach Behandlung [%] — Apoptose der Kontrolle [%]

spezifische Apoptose [%] = Apoptose der Kontrolle [%] * 100

Der Farbstoff Propidiumiodid kann in den Zellkern toter Zellen mit perforierter Zellmembran
eindringen und dort in die DNA interkalieren. Pl wird durch den Laserstrahl des Durchflusszytometers
zur Fluoreszenz gebracht. AuRerdem wurde die Viabilitat der Zellen liber das Forward Scatter/Side
Scatter-Profil bestimmt. Das Vorwartsstreulicht (Forward Scatter) korrliert mit der GroRe der Zelle,
wahrend das Seitwartsstreulicht (Side Scatter) mit der Granularitat der Zelle abhangt. Apoptotische
Zellen unterscheiden sich in ihrer GroRRe und Granularitat von viablen Zellen und kénnen aufgrund
ihres Forward Scatter/Side Scatter-Profils voneinander unterschieden werden. Alle Zytostatika und
Inhibitoren waren bei -20°C bzw. -80°C in Aliquots bis zu ihrer Verwendung eingefroren und wurden
kurz vor dem Ansetzen des Assays bei Raumtemperatur (RT) aufgetaut. Notwendige
Vorverdiinnungen wurden in Medium oder PBS hergestellt. Zur Minimierung der Toxitzitat
Uberschritt die DMSO-Konzentration in den Losemitteln der Substanzen 0,1% nicht.

In einem Versuch in dem eine Dosis-Wirkungskurve von Cytarabin und Daunorubicin erstellt wurde,
wurde entsprechend verfahren. Statt 1 x 10° Zellen pro 100 pl in einer 96 Well Gewebekulturplatte
wurden 0,5 x 10° Zellen pro Milliliter in einer 48 Well Multischale ausgesit. Es wurden keine
Duplikate angesetzt, der Versuch jedoch in drei (Daunorubicin) bzw. vier (Cytarabin) unabhangigen
Ansdtzen wiederholt. Es wurden 540-1000 ul der Probe in ein Rundbodenréhrchen tberfihrt und
direkt oder nach einmaligem Waschen mit PBS gemessen. Nach dem Waschen wurden die Proben in
300 pl PBS aufgenommen. Die Proben mit Cytarabin wurden auRerdem mit 1 pg/ml Pl versetzt.
Aufgrund der Eigenfluoreszenz von Daunorubicin wurde die spezfisiche Apoptose bei den Proben mit
Daunorubicin nur Uber das Forward Scatter/Side Scatter-Profil bestimmt.

3.2.1.17 Apoptose-Test mit Annexin-V und 7-AAD-Firbung

Zur Bestimmung des Anteils apoptotischer Zellen in einer Kultur wurde das PE Annexin V Apoptosis
Detection Kit | von Becton Dickinson (Heidelberg) eingesetzt, bei dem apoptotische bzw. tote Zellen
mit Phycoerythrin- (PE-) konjugiertem Annexin V und mit 7-AAD (7-Amino-Actinomycin D) doppelt
gefdrbt werden. Hierzu wurden in einer 48 Well Multischale 2 x 10> Zellen in einem Milliliter
Kulturmedium ausgesat und zunachst 72 Stunden bei 37°C in einem CO,-Inkubator inkubiert. Nach
der 72-stiindigen Inkubation wurden die Zellen in ein 5 ml Rundbodenrdéhrchen Gberfihrt. Nach
zweimaligem Waschen in kaltem PBS (300 rcf, finf Minuten) wurden die Zellen in
100 pl 1x Bindepuffer resuspendiert. Fir die anschlieRende Farbung mit Annexin V und 7-AAD wurde
entsprechend den Angaben des Farbeprotokolls des Herstellers verfahren. Die Detektion der
apoptotischen und toten Zellen erfolgte dann im Durchflusszytometer. Das Testprinzip beruht zum
einen auf der Tatsache, dass das normalerweise am inneren Membran-Blatt angelagerte
Phosphatidylserin beim Zusammenbruch der Plasmamembran-Asymmetrie in apoptotischen Zellen
an das duBere Membran-Blatt umgelagert wird und folglich fiir AnnexinV zugédnglich ist. Die
Zellmembran ist hierbei noch intakt. Zum anderen kann deshalb der Vitalfarbstoff 7-AAD, der nur
eine beschadigte Zellmembran durchdringen kann, keine apoptotischen, sondern nur tote
(spatapoptotische) Zellen anfarben. AnnexinV dient hingegen als frihapoptotischer Marker und
kann Uber seine PE-Konjugation durchflusszytometrisch (im Fluoreszenzkanal FL-2 des FACS
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Calibur™) detektiert werden. 7-AAD wurde im Fluoreszenzkanal FL-3 des FACS Calibur™ detektiert.
Zur korrekten Kompensation des Durchflusszytometers wurden vor jeder Messung ungefarbte bzw.
einfach gefarbte Zellen gemessen. Die Auswertung erfolgte mit der FlowJo Software.

3.2.1.18 Hungern und Stimulation der Zellen vor der Zelllyse
Zur Untersuchung phosphorylierter Signalproteine ist es hilfreich, die Zellen vor der Zelllyse zu
hungern, um den Hintergrund an unspezifisch phosphorylierten Proteinen zu reduzieren.

3.2.1.18.1 Hungern und Stimulation von Ba/F3 und OCI-AML3 mit IL-3 oder FL

6 x 107 Zellen wurden 24 Stunden vor der Lyse zwei Mal mit PBS gewaschen (300 rcf, fiinf Minuten)
und dann in Hungermedium (Ba/F3: RPMI 1640 GlutaMAX™ mit 0,3% FKS, 50 U/ml Penicillin und
50 pug/ml Streptomycin; OCI-AML3: MEM a mit 0,3% FKS, 50 U/ml Penicillin und 50 pg/ml
Streptomycin) in einer Zelldichte von 2 x 10° pro Milliliter bei 37°C im CO,-Inkubator kultiviert. Die
Halfte der Zellen wurde direkt lysiert, wahrend die andere Halfte der Zellen zur spezifischen
Aktivierung des Signalproteins fir finf Minuten bei 300 rcf abzentrifugiert, in 500 ul Hungermedium
versetzt mit 10 ng/ml IL-3 oder 100 ng/ml FLT3-Ligand resuspendiert und fir zehn Minuten bei 37°C
inkubiert wurde. AnschlieRend wurden die Zellen bei 4°C fir finf Minuten bei 300 rcf pelletiert und
ebenfalls lysiert.

3.2.1.18.2 Hungern und Stimulation von Zellen mit Kollagen

HEK-293T oder Phoenix-ECO wurden wie in 3.2.1.8.1 beschrieben transfiziert. Am Tag nach der
Transfektion wurde zundchst das Medium durch frisches Kulturmedium ausgewechselt.
16-21 Stunden nach der Transfektion erfolgte dann ein Mediumaustausch. Dabei wurde der
Zelliberstand abgenommen, die Zellen zwei Mal mit PBS ohne Calcium und Magnesium gewaschen
und 10 ml Hungermedium (DMEM ohne FKS aber unter Zugabe von 50 U/ml Penicillin und 50 pg/ml
Streptomycin) zu den Zellen gegeben. Nach weiteren 24 Stunden wurden 10 pg/ml Kollagen zu den
Zellen zugegeben und fir ein definiertes Zeitintervall bei 37°C in einem CO,-Inkubator inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Lyse der Zellen.

2-4 x 107 Ba/F3 Zellen wurden 24 Stunden vor der Stimulation zwei Mal mit PBS ohne Calcium und
Magnesium gewaschen (Zentrifugation bei 300rcf fir funf Minuten), dann in 10-40 ml
Hungermedium (RPMI 1640 GlutaMAX™ mit 50 U/ml Penicillin und 50 pug/ml Streptomycin)
aufgenommen und bei 37°C in einem CO»-Inkubator inkubiert. Entweder wurden alle Zellen vor der
Lyse mit 10 pg/ml Kollagen fir ein definiertes Zeitintervall bei 37°C inkubiert oder nur die Halfte der
Zellen, wahrend die andere Halfte der Zellen direkt (unstimuliert) lysiert wurde.

2-4 x 10’ humane Leukdmie-Zelllinien wurden zwei Mal mit PBS ohne Calcium und Magnesium
gewaschen (Zentrifugation fiir finf Minuten bei 300 rcf), anschlieRend in 10-20 ml RPMI 1640
GlutaMAX™ bzw. MEM a ohne FKS aber mit 50 U/ml Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin
aufgenommen und fiir drei Stunden bei 37°C in einem CO,-Inkubator inkubiert. Dann wurden
10 pg/ml Kollagen zugegeben, die Zellen erneut bei 37°C fur 30-90 Minuten inkubiert und schlieRlich
lysiert. Vor der Lyse wurden die Zellen mit einem Zellschaber vom Boden der Kulturflasche abgelost.
Die Zellen hatten sich wahrend der Inkubation mit Kollagen dort angeheftet.

Die Zelllyse erfolgte jeweils wie in 3.2.2.1beschrieben.
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3.2.1.19 Adhisionsverhalten der Zellen bei Anwesenheit von Kollagen

Native und DDR1- oder DDR2-exprimierende Ba/F3 Zellen wurden zwei Mal mit PBS ohne Calcium
und Magnesium gewaschen (Zentrifugation fur fiinf Minuten bei 300 rcf). Anschliefend wurden
3 x 10° Zellen pro Milliliter Kulturmedium ohne WEHI-3B konditioniertem Medium ausgesit. Zu
einem Ansatz (I) wurde zudem 0,1% WEHI-3B konditioniertes Medium gegeben, zu einem anderen
Ansatz (Il) ebenfalls 0,1% WEHI-3B konditioniertes Medium sowie 10 pg/ml Kollagen und zu einem
weiteren Ansatz (Ill) wurden 10 ng/mlIL-3 gegeben. Die Zellen wurden bei 37°C in einem
COs-Inkubator zunachst drei Tage inkubiert. Es wurde taglich eine fotografische Aufnahme der Zellen
bei 20-facher VergréRerung gemacht. Dann wurde den Ansatzen | und Il 3 x 10° Zellen entnommen,
die Zellen zwei Mal mit PBS ohne Calcium und Magnesium gewaschen und in 10 ml Kulturmedium
ohne WEHI-3B konditioniertem Medium aufgenommen. Ansatz Il wurde zusatzlich mit 10 pg/ml
Kollagen versetzt. Alle drei Ansdtze wurden weitere sechs Tage bei 37°C inkubiert und ebenfalls
taglich eine fotografische Aufnahme der Zellen bei 20-facher VergroBerung gemacht. Ansatz il
wurde bei Uberschreiten einer Zelldichte von 2 x 10° pro Milliliter gesplittet.

0,5 x 10° OCI-AML3 und HL-60, 0,4 x 10° MOLM-13, 0,2x 10° MV4-11 und THP-1, 0,1 x 10° K-562
wurden im entsprechenden Kulturmedium ausgesdt und ohne oder mit 10 pug/ml Kollagen fur
mehrere Tage in einem CO-Inkubator bei 37°C inkubiert. Taglich wurde eine fotografische Aufnahme
der Zellen bei 20-facher VergréoRerung angefertigt.

3.2.1.20 Dual-Luciferase® Reporter (DLR) Assay System

Mit dem Dual-Luciferase® Reporter Assay System kann unter anderem die Promotoraktivitat
gemessen werden. Der Promotor ist dazu an ein firefly-Luciferasegen (Reporter) gekoppelt, dessen
Expression er reguliert (Abbildung 7A). Die Promotoraktivitat ist dabei abhdngig von der Interaktion
mit Transkriptionsfaktoren. Als Negativkontrolle dient ein Vektor, der zwar das Reportergen, aber
keinen Promotor enthalt (Abbildung 7B). Die Positivkontrolle besitzt neben dem Reportergen einen
konstitutiv aktiven SV40-Promotor (Abbildung 7C). Um die experimentelle Variabilitdt zu minimieren,
wird gleichzeitig ein zweites, unabhangiges Reportersystem ko-transfiziert. Dieses besteht aus einem
konstitutiv aktiven CMV-Promotor, der die Expression eines Renilla-Luciferasegens reguliert
(Abbildung 7D). Die experimentelle Variabilitdit wird hervorgerufen durch z.B. unterschiedliche
Transfektionseffizienz zwischen den Proben. Die Bildung des Quotienten aus beiden
Messergebnissen (firefly/Renilla) resultiert in der Normalisierung der gemessenen Promotoraktivitat.
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f1 ori flori’\}) f1 ori X o ori
ori pGL3-Fit3 ori ) ori
(-901) Promotor pGL3-Basic | pGL3-Promotor i PRL-CMV
Vektor FIt3-Promotor Vektor Vektor sv40-Promotor | | Vektor
luc+, luc+ luc+ b ‘.\Rt‘uc 17
- / b N\ Promotor EN}I]V Irnrr}e;iate I{;arlv
. S nhancer/Promotor

Abbildung 7: Vektorkarten der im Dual-Luciferase® Reporter Assay System verwendeter Vektoren. (A) pGL3-Vektor mit
Flt3-Promotor (-901 Basen upstream der Flt3-Transkriptionsstartstelle [242]); (B) pGL3-Vektor ohne Promotor; (C): pGL3-
Vektor mit SV40-Promotor; (D): pRL-CMV-Vektor. Ndhere Erldauterungen zu den Vektoren stehen im Text oberhalb dieser
Abbildung. Gezeigt ist eine vereinfachte Darstellung der Vektorkarten. Als Vorlage dienten die Vektorkarten des
technischen Handbuchs ,pGL3 Luciferase Reporter Vectors” und des technischen Merkblatts ,,pRL-CMV Vector” von
Promega (Madison, WI, USA). Amp": Ampicillin-Resistenzgen (B-Lactamase-Gen); f1 ori: phagenbasierter Replikations-
ursprung (origin of replication); ori: Replikationsursprung in E. coli; luc+: firefly-Luciferasegen; Rluc: Renilla-Luciferasegen;
CMV: Cytomegalievirus; SV40: Simian-Virus 40
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Firefly- und Renilla-Luciferase-Aktivitdat konnen in einer Probe sequentiell bestimmt werden, da sie
den Umsatz von unterschiedlichen Substraten katalysieren. Dabei wird der Probe zunachst das
Substrat fir die firefly-Luciferase (LARII) zugegeben und die Enzymaktivitdt luminometrisch
bestimmt. Anschliefend wird ein zweites Reagenz (Stop & Glow®) zugegeben, das zum einen diese
Reaktion stoppt und zum anderen das Substrat fiir die Renilla-Luciferase enthadlt. Das bei dieser
Reaktion freiwerdende Licht wird ebenfalls luminometrisch, mit Hilfe eines Luminometers gemessen.
Abbildung 8 zeigt die von der firefly- und Renilla-Luciferase katalysierten Reaktionen.
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Abbildung 8: Biolumineszierende Reaktionen, katalysiert von der firefly- und Renilla-Luciferase. Abbildung gemafl dem
technischen Handbuch des Dual-Luciferase® Reporter Assay Systems.

Bei der Durchfiihrung des Dual-Luciferase® Reporter Assay Systems wurde entsprechend der im
technischen Handbuch des Herstellers (Promega; Madison, WI, USA) angegebenen Protokolle
verfahren. Die transfizierten HEK-293T Zellen wurden gemiR den Angaben unter 5.A./5.B. des
technischen Handbuchs lysiert. Abweichend wurde statt 15 Minuten, 60 Minuten geschwenkt. Der
Dual-Luciferase® Reporter Assay wurde gemals den Angaben des Protokolls 6.A.-6.C. durchgefiihrt.
Da das Luminometer Uber zwei Injektoren verfligte, wurden alle unter 6.C. beschriebenen Schritte
vom Luminometer automatisiert durchgefiihrt. So wurden zu den 20 pl Lysat, die sich bereits in einer
weillen 96 Well Multiwellplatte befanden, zunachst 100 ul LAR Il gegeben. Nach erfolgter Messung
wurden 100 pl Stop & Glow® hinzugefiigt und die Lumineszenz erneut ermittelt.

Das Luminometer wurde 15 Minuten vor der Messung eingeschaltet. Die Schlduche und die
Injektoren des Luminometers wurden vor der Messung zwei Mal mit 1 ml 80% Ethanol, vier Mal mit
1 ml Augadest und zwei Mal mit 1 ml Luft gewaschen. Dann wurden vier Mal 150 ul der LAR Il und
Stop & Glow® Reagenzien angesaugt, um die Losungen in die Schlduche vorzupumpen. Zur
Minimierung der Autofluoreszenz wurde die Messung erst fiinf Minuten nach Einfiihren der Platte
ins Luminometer gestartet. Nach Beenden der Messung wurde die beschriebene Waschprozedur
wiederholt.

3.2.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.2.1 Herstellung von Ganzzelllysaten

Zur Extraktion zelluldrer Proteine wurden zwischen 1 x 107 und 6 x 10’ Zellen nach einmaligem
Waschen mit PBS (Zentrifugation bei 4°C, 300 rcf, fliinf Minuten) in 200-750 pl eiskaltem Lysepuffer
resuspendiert. Waren die Zellen zuvor mit Kollagen stimuliert worden, wurde ausschlieRlich PBS
ohne Calcium und Magnesium verwendet. AnschlieBend wurde das Lysat in ein vorgekihltes 2 ml
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Reagiergefall tberfliihrt und fir 30 Minuten bei 4°C auf einem Rotationsmischgerat (15 rpm)
inkubiert, um eine vollstandige Lyse zu erzielen. Zum Entfernen des Zelldebris wurde das Lysat bei
17000 rcf und 4°C fir 30 Minuten pelletiert. Der Uberstand wurde abgenommen und in ein
vorgekiihltes 1,5 ml Reagiergefall Uberflhrt. Bis zur Verwendung wurden die Lysate bei -20°C
aufbewahrt.

3.2.2.2 Herstellung von nukledren und zytoplasmatischen Proteinlysaten

Zur Abgrenzung nukledrer Proteine von zytoplasmatischen Proteinen wurde zur Herstellung von
nukledren und zytoplasmatischen Proteinlysaten das Qproteome® Nuclear Protein Kit von QIAGEN
(Hilden) verwendet und nach dem Protokoll ,Isolation of Nuclear Proteins from Mammalian Cells”
des Qproteome® Nuclear Protein Handbuchs verfahren. Von den im Protokoll angegebenen
Volumina wurde jeweils ein Vierzigstel eingesetzt. Die vorausgehende Transfektion der Zellen wurde
wie unter 3.2.1.8.4 beschrieben, durchgefiihrt. Es wurden jedoch nur 1,0 x 10 HEK-293T Zellen
ausgesat und stellvertretend das Verhaltnis von Promotor zu Transkriptionsfaktor von 1:1
untersucht.

3.2.2.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration der Ganzzelllysate wurde der Bradford-Test angewandt.
Der Test beruht auf der Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliantblau G-250 an basische und
aromatische Gruppen der Proteine, welches das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 nm
auf 595 nm erhoht. Die Absorption bei 595 nm kann photometrisch bestimmt werden und korreliert
mit der Proteinkonzentration im Lysat. Flr die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das
BioRad-Dye-Reagenz 1:5 und das Lysat 1:10 mit autoklaviertem Aquadest verdiinnt. In einer
Einmalkivette wurden dann zu 20 pl verdiinntem Lysat 980 ul des Reagenz gegeben. Um die
absolute Proteinkonzentration bestimmen zu koénnen, wurde auflerdem eine BSA-Protein-
Standardreihe (200, 400, 600, 800, 1000 pug/ml) aus je 20 ul BSA-Proteinstandard bzw. Wasser
(negative Blindprobe) und 980 ul verdiinntem Reagenz hergestellt. Alle Mischungen wurden
5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend die Absorption bei 595 nm im
Spektralphotometer (BioPhotometer) gemessen. Die absolute Proteinkonzentration ergibt sich durch
Abgleich mit der negativen Blindprobe und der Standardreihe.

3.2.2.4 Immunprazipitation

Die Immunprazipitation bezeichnet die Ausfidllung von Protein-Antikdrper-Komplexen. Es wurden
700 pg Protein eines Gesamtzelllysates eingesetzt, das Volumen mit Lysepuffer (ohne Aprotinin,
PMSF und OV) auf 500 ul aufgefillt und Gber Nacht mit 0,2-1,4 ug spezifischem Antikérper auf einem
Rotationsmischgerat (15 rpm) bei 4°C inkubiert. Alle folgenden Arbeitsschritte, soweit nicht anders
angegeben, wurden bei 4°C durchgefihrt. Dann wurden 30 pl Protein A-Agarose zur Bindung der
gebildeten Komplexe zugegeben und fiir weitere 5 Stunden auf dem Rotationsmischgeréat inkubiert.
Die Immunpréazipitate wurden nach dreimaligem Waschen (Zentrifugation bei 510 rcf fir je
2 Minuten) mit je 1ml Lysepuffer (ohne Aprotinin, PMSF und OV) in 30 pul Lammli-Puffer
aufgenommen und sofort bei 95°C fiir 5 Minuten aufgekocht. Die Proteinanalyse erfolgte wie in
SDS-PAGE (3.2.2.5), Western Blot (3.2.2.6) und Protein-Detektion (3.2.2.7) beschrieben direkt im
Anschluss oder die Proben wurden bis zu ihrer Verwendung bei -20°C gelagert.
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3.2.2.5 SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient zur elektrophoretischen Auftrennung eines
Proteingemisches nach dem Molekulargewicht der Proteine. Die Proteine werden durch das im
Probenpuffer und im Gel enthaltene stark negativ geladene SDS denaturiert und ihre Eigenladung
wird Uberdeckt. Beim Anlegen einer Spannung wandern die linearisierten, negativ geladenen
Proteine dann nur noch in Abhangigkeit ihres Molekulargewichtes durch die Acrylamid-Gelmatrix in
Richtung Anode. Kleinere Proteine wandern dabei schneller als GroRRere. Je nach Molekulargewicht
der zu untersuchenden Proteine wird ein variierender Acrylamidgehalt des Trenngels von 7,5%, 10%,
12,5% oder 18% eingesetzt, fiir niedrig molekulare Zielproteine ein hoher prozentiges Trenngel. Das
Trenngel wurde in eine Gel-Kassette gegossen und mit Wasser liberschichtet. Nachdem das Trenngel
polymerisiert war, wurde das Wasser abgekippt, das 4%-ige Sammelgel auf das Trenngel gegossen
und ein Kamm, der die Geltaschen formt, eingesetzt. Das im Trenn- und Sammelgel enthaltene
Ammoniumpersulfat (APS) und Tetramethylethylendiamin (TEMED) fiihren die Polymerisation des
Gels herbei. Bei der Herstellung der Gelldsungen ist die Reihenfolge in der und das Verhéltnis in dem
die einzelnen Bestandteile gemischt werden entscheidend. Nach Auspolymerisieren des Gels wurde
es entweder sofort verwendet oder bis zur Verwendung binnen einer Woche im Kiihlschrank bei 4°C
feucht gehalten.

Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgellésungen:

Trenngel 7,5% 10% 12,5% 18%
autoklaviertes Aquadest 2,85 ml 2,19 ml 1,25 ml 50 ul
Tris-HCI Puffer (pH 8,8) 3ml 3ml 3ml 3ml
Polyacrylamid 2ml 2,66 ml 3,33 ml 4,80 ml
(Rotiphorese® Gel 30)

SDS (10%) 100 ul 100 ul 100 pl 100 pl
APS (10%) 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul
TEMED 5ul 5ul 5 ul 5ul
Sammelgel 4%

autoklaviertes Aquadest 3ml

Tris-HCI Puffer (pH 6,8) 1,25 ml

Polyacrylamid 0,65 ml

(Rotiphorese® Gel 30)

SDS (10%) 50 ul

APS (10%) 25 ul

TEMED 5 pl

In jede Geltasche wurde die gleiche Menge Proteinlysat (meist 30 pug) geladen. Die Lysatproben
wurden mit Wasser auf das gleiche Volumen aufgefiillt, 1:1 mit Limmli-Puffer gemischt und funf
Minuten bei 95°C aufgekocht. Bei der Beladung des Gels mit einem Immunprazipitat wurden 10 pl
der Probe eingesetzt und vor der Beladung fir finf Minuten bei 95°C aufgekocht. Nach dem
Aufkochen und vor dem Beladen des Gels wurden die Proben kurz zentrifugiert. Ein
Molekulargewichtsstandard wurde jeweils in die erste Tasche eines Gels pipettiert. Die
Elektrophorese wurde in einer mit Elektrophoresepuffer gefiillten Proteingelelektrophoresekammer
bei 65 mA durchgefihrt. Wenn der Lauffrontmarker (Bromphenolblau) das untere Gelende erreicht
hatte, wurde die Elektrophorese beendet.
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3.2.2.6 Western Blot

Im Anschluss an die SDS-PAGE wurden beim Western Blot nach dem Semi-Dry-Blot-Verfahren die
Proteine vom Gel auf eine Nitrocellulose-Membran Ubertragen. In den Semi-Dry-Blotter wurden auf
drei auf GelgréRe zugeschnittene, in Transblot-Puffer mit Methanol getrankte Blottingpapiere die
zugeschnittene Nitrocellulose-Membran, darauf das Gel und dann wieder drei zugeschnittene, in
Transblot-Puffer getrankte Blottingpapiere luftblasenfrei gelegt. Der Proteintransfer erfolgte bei
250 mA fiir 90 Minuten.

3.2.2.7 Protein-Detektion

Der Nachweis der auf die Nitrocellulose-Membran lbertragenen Proteine erfolgt mittels spezifischer
Antikorper. Zunachst wurden die Banden des Molekulargewichtsstandards nach dem Blotten mit
einem Bleistift markiert. Zur Uberpriifung eines erfolgreichen Proteintransfers auf die Nitrocellulose-
Membran wurde die Membran nach dem Transfer bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln fiir
1-2 Minuten mit Ponceau-Losung gefarbt. Der Farbstoff bindet an positiv geladene Aminogruppen
der Proteine und kann durch anschlieBendes Waschen und Blockieren wieder entfernt werden. Das
Waschen und Blockieren erfolgte unter Schitteln (150 rpm) bei Raumtemperatur. Gewaschen wurde
durch einmaliges, kurzes Schiitteln in Aquadest, blockiert dreimal fiir je 20 Minuten in G-Net,
Rinderserumalbumin oder in 5% Milchpulver geldst in TBST. Das Blockieren der Membran dient dem
Absattigen unspezifischer Proteinbindestellen, so dass der Nachweisantikorper dort nicht binden
kann. Zum Nachweis des gewiinschten Proteins wurde die Membran schlielRlich bei 4°C auf einem
Rollenmischer mit einem spezifischen Primarantikorper in G-Net, Rinderalbuminserum oder
5% Milchpulver gel6st in TBST in entsprechender Verdiinnung Uber Nacht inkubiert. Dann wurde
nach dreimaligem Waschen der Membran fir je 10 Minuten mit TBST, 60 Minuten unter Schitteln
mit einem speziesspezifischen, Meerrettichperoxidase- (HRP-) markierten Sekundéarantikorper
(Verdinnung meist 1:20000 in G-Net, Rinderalbuminserum oder 5% Milchpulver geldst in TBST) bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach anschlieBenden drei Waschschritten mit TBST fir je 10 Minuten
erfolgte die Visualisierung. Der Sekunddrantikdrper bindet an den konstanten Teil des
Primarantikorpers, der wiedrum an das Protein gebunden ist und visualisert mit Hilfe der Peroxidase
die spezifische Proteinbindung. Dazu wurde zunachst frisch angesetzte Losung von Pierce ECL Plus
Western Blotting Substrate auf die Membran gegeben, zwei bis fiinf Minuten inkubiert und die
Membran in eine Expostitionskassette (berfiihrt. Dabei katalysiert die Peroxidase dann die
Umwandlung des in der Losung enthaltenen Luminols in ein lumineszierendes Produkt. Die
lumineszierenden Signale werden mit einem Hyperfilm detektiert (Exposition bei geschlossener
Kassette meist zwischen 1 Sekunde und 3 Minuten) und ggf. mit Hilfe der Software Image )
quantifiziert.

3.2.2.8 Strippen der Nitrocellulosemembran

Um dieselbe Nitrocellulose-Membran zur Detektion eines anderen Proteins mit einem anderen
Antikorper erneut verwenden zu kdnnen, muss der zuvor an die Membran gebundene Antikorper
zunachst entfernt werden. Hierzu wurde die Membran mit Spripping-Puffer in einem
Hybridisierungsinkubator fiir 40 Minuten bei 56°C inkubiert. AnschlieRend wurde dreimal 20 Minuten
mit TBST gewaschen und dann dreimal 20 Minuten mit G-Net, Rinderserumalbumin oder
5% Milchpulver geldst in TBST blockiert. Im Anschluss konnte die Nitrocellulose-Membran mit einem
neuen Primarantikorper Gber Nacht inkubiert werden.
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3.2.2.9 Sandwich Enzyme-linked Immunosorbent Assay (Sandwich ELISA)

Der ELISA ist ein quantitativer Immunoassay, der auf einer enzymatischen Farbreaktion basiert. Beim
Sandwich ELISA kommen zwei antigenspezifische Antikdrper zum Einsatz. Der im Uberschuss
eingesetzte Fangerantikorper, der am Boden einer Mikrotiterplatte immobilisiert ist, bindet das
Antigen. Durch Waschen werden nicht gebundene Substanzen entfernt. Durch Zugabe des
Detektionsantikérpers wird dann das Antigen markiert. Wichtig ist, dass Fanger- und
Detektionsantikorper spezifisch verschiedene Epitope des nachzuweisenden Anitgens binden. Der
Detektionsantikorper ist entweder selbst durch ein Enzym markiert oder bindet wie in diesem Fall
einen  Enzym-gekoppelten  Sekundéarantikérper. Nach  Zugabe des Detektions- und
Sekundarantikorpers ist jeweils ein Waschschritt nétig, um Gberschissige Antikdrper zu entfernen. In
jedem Fall kommt es nach Substratzusatz zu einem durch das Enzym katalysierten Substratumsatz,
der sich in einer Farbreaktion zeigt. Durch Zugabe einer Stopplésung wird die Enzymreaktion beendet
und die bis zu diesem Zeitpunkt gebildete Farbdichte photometrisch gemessen. Die Farbdichte
korreliert mit der Antigenkonzentration. Es wurde nach dem Sandwich ELISA Protokoll ,C Test
Procedure” des PathScan® Phospho-FLT3 (panTyr) Sandwich ELISA Kit gearbeitet. Zum Einsatz kamen
100 pg Ganzzelllysat, welches mit autoklaviertem Aquadest auf 100 ul aufgefillt wurde. Die Messung
erfolgte mit dem ELISA-Reader Sunrise™ der Firma Tecan Austria (Grodig, AUT).

3.2.3 Molekularbiologische Methoden

3.2.3.1 Vermehrung und Aufbewahrung von Bakterienkulturen

Bakterien wurden bei 37°C entweder im mikrobiologischen Brutschrank auf LB-Agarplatten oder im
Inkubationsschiittler in LB-Flissigmedium geziichtet. Die Suspensionskultur ging immer von einer
einzelnen Bakterienkolonie aus, die von einer LB-Agarplatte gepickt und zur Infektion des
LB-Flissigmediums verwendet wurde. Die Selektion der Bakterien wurde durch Zugabe von
100 pg/ml  Ampicillin  oder 25 pg/ml Kanamycin zum LB-Medium erzielt, da erfolgreich
transformierten Bakterien durch Aufnahme des Vektors eine entsprechende Antibiotikaresistenz
vermittelt wurde.

3.2.3.2 Herstellung kompetenter Bakterien

Kompetenz von Bakterien ist die Voraussetzung fir ihre Transformierbarkeit und beschreibt ihre
Fahigkeit frei im Medium vorliegende DNA (z.B. Plasmidvektoren) aufzunehmen. Bakterien des
Escherichia coli- (E. coli-) Stamms DH5a wurden hierzu zur Expansion auf einer LB-Agarplatte
ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Mit 10-12 Kolonien wurden dann
50 ml LB-Medium beimpft und in einer Ubernachtkultur bei 37°C auf einem Schiittler inkubiert. Diese
Vorkultur wurde zum Animpfen von 200 ml LB-Medium verwendet (ODegoovon0,1). Bei
Raumtemperatur und 200-250 rom wurde die Bakterienkultur dann bis zu einer ODeggo von 0,6
inkubiert. Die Bakterienkultur wurde fiir zehn Minuten auf Eis abgekihlt, anschlieBend 15 Minuten
bei 1000 g und 4°C zentrifugiert und das Pellet in 80 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert. Der
Uberstand wurde verworfen. Nach erneuter zehnminiitiger Inkubation auf Eis, Zentrifugation bei 4°C
und 1000 g fiir 15 Minuten und Resuspension des Zellpellets in 20 ml eiskaltem TB-Puffer wurden
1,5 ml DMSO zugegeben und der Ansatz flinf- bis sechsmal invertiert. Nach zehnminitiger Inkubation
auf Eis wurden die Bakterien in vorgekihlte 1,5ml Reagiergefdle aliquotiert, unverziglich in
Flussigstickstoff schockgefroren und anschlieBend bis zur Nutzung bei -80°C gelagert.
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3.2.3.3 Chemische Transformation kompetenter E. coli-Bakterien

Ein Aliguot kompetenter Bakterien wurde zunachst auf Eis aufgetaut. Es wurde ein 50 pl Ansatz
bestehend aus 10 pl Ligationsansatz, 10 pl 5x KCM, 5 ul Wasser und 25 pl kompetenter Bakterien
hergestellt. Bei einer Retransformation bestand der Ansatz zumeist aus 1-3 pl Plasmid-DNA, 10 pl
5x KCM, 12-14 pyl Wasser und 25 ul kompetenter Bakterien (5 50 pl). Das im KCM enthaltene
Calciumchlorid vermittelt E. coli-Bakterien durch einen bisher nicht vollstdndig verstandenen
Mechanismus kinstliche Kompetenz. Der Ansatz wurde erst 20 Minuten auf Eis und dann zehn
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 250 ul LB-Flissigmedium wurde der
Ansatz eine Stunde bei 37°C in einem Thermomixer geschittelt. Das durch den Vektor
aufgenommene Antibiotikaresistenz-Gen wird in dieser Zeit exprimiert und ermdglicht die
darauffolgende Selektion erfolgreich transformierter Bakterien. Der Transformationsansatz wurde
kurz abzentrifugiert, die Hilfte des Uberstandes verworfen, das Pellet im verbleibenden Uberstand
resuspendiert und die Bakteriensuspension zur Selektion auf eine vorgewdrmte LB-Agarplatte mit
Antibiotikum (Ampicillin oder Kanamycin) ausplattiert. Bei einer Retransformation wurde oft nur die
Halfte der resuspendierten Bakteriensuspension ausplattiert. Waren Uber Nacht bei 37°C im
Brutschrank Einzelkolonien gewachsen, konnten diese isoliert werden und zur Praparation von
Plasmid-DNA weiter expandiert werden.

3.2.3.4 Pridparation von Plasmid-DNA

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Plasmid-Mini- und Maxiprdparation beruht auf dem Prinzip der
alkalischen Lyse von Bakterien. Nach der Lysatklarung durch Filtration erfolgt bei Niedrigsalz-
Bedingungen und enstprechendem pH-Wert die selektive Bindung der Plasmid-DNA an eine
Anionenaustauscher-Sdule. Nach einem Waschschritt, ebenfalls unter Niedrigsalz-Bedingungen, wird
die Plasmid-DNA durch einen Hochsalz-Puffer eluiert.

3.2.3.4.1 Plasmid-Miniprdparation

Die Plasmid-Minipraparation eignet sich zur Isolierung kleiner Mengen Plasmid-DNA bis 20 pyg. Hierzu
wurden 2 ml mit 100 pg/ml Ampicillin oder 25 ug/ml Kanamycin versetztem LB-Flissigmedium mit
einer Einzelkolonie transformierter Bakterien beimpft und fir 16 Stunden bei 37°C und 180-225 rpm
auf dem Schiittler inkubiert. AnschlieRend wurde die Bakterienkultur in ein 2 ml ReagiergefaR
Uberfiihrt und die Bakterien durch dreiminitige Zentrifugation bei Raumtemperatur und 6800 g
geerntet. Der Uberstand wurde verworfen. Zur Isolierung der Plasmid-DNA wurde entsprechend dem
Protokoll ,,Plasmid DNA Purification Using the QIAprep Spin Miniprep Kit and a Microcentrifuge” des
QlAprep® Miniprep Handbuchs aus dem QlAprep Spin Miniprep Kit verfahren. Die Plasmid-DNA
wurde nach Bestimmung ihrer Konzentration und Reinheit im Spektralphotometer (Nanodrop 1000)
bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.2.3.4.2 Plasmid-Maxiprdparation

Zur lsolierung groRerer Mengen Plasmid-DNA bis 500 pg wurde eine Plasmid-Maxiprdparation nach
dem Protokoll ,Plasmid or Cosmid DNA Purification using the EndoFree Plasmid Maxi Kit“ des
EndoFree® Plasmid Purification Handbuchs durchgefiihrt. Von Punkt 2. des Protokolls abweichend,
wurden 100 ml selektives LB-Flissigmedium mit der 2 ml Starterkultur angeimpft. Geschittelt wurde
bei 180-250 rpm. Die gewonnene Plasmid-DNA wurde in 250-500 ul TE-Puffer oder autoklaviertem
Aquadest gelost, ihre Konzentration und Reinheit im Spektralphotometer (Nanodrop 1000)
gemessen und bis zu ihrer weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.
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3.2.3.5 Agarosegel-Elektrophorese

Mit der Agarosegel-Elektrophorese konnen unterschiedlich lange DNA-Fragmente voneinander
getrennt werden. Durch Anlegen einer Spannung wird ein elektrisches Feld erzeugt, das die
DNA-Fragmente aufgrund ihrer negativen Ladung Richtung Anode wandern lasst. Da die Siebstruktur
der Agarose, deren PorengrofRe von der Konzentration des Gels abhangt, kiirzeren DNA-Fragmenten
weniger Widerstand bietet, wandern kleinere DNA-Fragmente schneller als GroRRere. In dieser Arbeit
wurde Uberwiegend mit 1%-igen Agarosegelen gearbeitet. Zur Herstellung des Agarosegels wurde
die Agarose in mit Ethidiumbromid oder SYBR® Safe versetztem 1x TAE-Puffer (1:10000) in einem
Mikrowellengerat aufgekocht bis die Agarose vollstéandig gelost war, dann kurz abgekihlt und mit
Hilfe eines Gelschlittens und Kammes zu einem Gel mit Taschen gegossen. Nach Erharten des Gels
wurde der Kamm entfernt und das Agarosegel in der Elektrophoresekammer vollstandig mit
1x TAE-Puffer bedeckt. Die DNA-Proben wurden mit 6-fach-Probenpuffer versetzt und in die
Geltaschen pipettiert. Auflerdem wurde ein GroRenmarker aufgetragen, der zur spateren
GrolBenabschatzung der DNA-Fragmente der Probe dient. Die Auftrennung der DNA-Fragmente
erfolgte bei einer angelegten Spannung von 70-120 V. Das zugegebene Ethidiumbromid oder SYBR®
Safe interagiert mit der DNA und macht diese auf einem UV-Transilluminator sichtbar.

3.2.3.6 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Auf einem UV-Transilluminator wurde die fiir Folgearbeiten bestimmte Bande aus dem Agarosegel
mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein 2 ml Reagiergefal iberfiihrt. AnschlieRend wurde das
DNA-Fragment aus dem Agarosegel isoliert und aufgereinigt. Dazu wurde entsprechend dem
Protokoll ,QIAquick Gel Extraction Kit using a Microcentrifuge” aus dem QIAquick Spin Handbuch
verfahren. Die Eluierung erfolgte mit 30 ul EB-Puffer. Die Konzentration und Reinheit des
extrahierten DNA-Fragmentes wurde mittels Spektralphotometer (Nanodrop 1000) bestimmt. Das
Produkt wurde bis zu seiner weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

3.2.3.7 Restriktionsverdau von DNA
Mit Hilfe eines Restriktionsverdaus werden sowohl die Vektor- als auch die InsertgroRe der
Plasmid-DNA Konstrukte nach einer Mini- oder Maxipraparation sowie die korrekte Orientierung des
Inserts im Vektor uberprift. Mit einem Restriktionsverdau werden auch Vektoren und
DNA-Fragmente fiir eine anschliefende Ligation im Rahmen einer Klonierung geschnitten.
Die ersten Ansatze eines Restriktionsverdaus in dieser Arbeit enthielten:

- 2-3 pl Plasmid-Mini-DNA oder 0,5-2,7 pg Plasmid-Maxi-DNA

- 2 ul des entsprechenden 10x Restriktionspuffers

- 0,2 ul 100x BSA

- 0,5 ul eines Enzyms mit 20.000 U/ml bzw. 1 pl eines Enzyms mit 10.000 U/ml

- ad 20 ul autoklaviertes Aquadest

StandardmaRig wurde fiir zwei Stunden bei der im Datenblatt des Restriktionsenzyms angegebenen
spezifischen Temperatur verdaut.
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Die Zusammensetzung des Ansatzes eines Restriktionsverdaus wurde optimiert und die
Inkubationszeit angepasst. Die Ansédtze eines Restriktionsverdaus enthielten dann:

- 0,5-3 ug DNA

- 2-5,5 ul des entsprechenden 10x Restriktionspuffers

- das berechnete Volumen [pl] der/des Restriktionsenzyme/s

- gegebenenfalls 0,2-0,55 pl 100x BSA

- 20-55 pl autoklaviertes Aquadest

Das Volumen der/des Restriktionsenzyme/s als auch die Dauer des Verdaus wurde tber folgenden
Zusammenhang bestimmt und dabei so angepasst, dass der im Datenblatt des Restriktionsenzyms
angegebene Uberverdau nicht berschritten wurde. Der Uberverdau gibt Aufschluss lber die
maximale Enzymmenge bei der noch scharfe DNA-Banden im Agarosegel zu sehen sind. Der Verdau
erfolgte bei der enzymspezifischen Temperatur entsprechend der Angabe im Datenblatt des
Restriktionsenzyms. Zur Hitzeinaktivierung der Enzyme wurde der Ansatz anschlieBend fiir
20 Minuten auf 65°C erhitzt. Die DNA-Fragmente des Restriktionsverdaus wurden dann auf einem
1%-igem Agarosegel aufgetrennt. Zur Visualisierung der DNA-Fragmente unter UV-Licht wurde dem
Agarosegel Ethidiumbromid oder SYBR® Safe zugesetzt. DNA-Frgamente fiir eine Klonierung wurden
aus dem Agarosegel ausgeschnitten und aufgereinigt.

10

10 KLambda/Adeno S
MengeDNA* SR m * DNA
AktlvltatEnzym LangeDNA SLambda/Adeno

Uberverdau = Vg ym * t *

Venzym: Volumen des Restriktionsenzyms in pl

t: Zeit in Stunden

Mengepna: DNA-Menge in ug

AKktivitdtenym: Aktivitdt des Enzyms in U/ml

Kiambdasadeno: Konstante fiir Lamda-Phage (48502) oder Konstante fiir Adenovirus-2 (35937)
Ldngepna: Lange der zu schneidenden DNA in Basenpaaren

Sowna: Anzahl der Schnittstellen des Enzyms auf der zu schneidenden DNA

Stambda/adeno: Anzahl der Schnittstellen des Enzyms auf der Lamda-Phagen- oder Adenovirus-2-DNA

3.2.3.8 Dephosphorylierung linearisierter Vektoren

Wird ein Vektor durch Schneiden mit einem einzigen Restriktionsenzym linearisiert, entstehen
kompatible Enden, die sich religieren kdnnen. Um eine Religation zu vermeiden, wird der linearisierte
Vektor an seinen 5 Enden dephosphoryliert. Dazu wurde der Ansatz des Restriktionsverdaus nach
der Hitzeinaktivierung zunachst 30 Sekunden bei 4°C zentrifugiert und anschlieBend auf Eis gestellt.
Dann wurden 6,2 ul CIP-Puffer und 4,65 ul alkalische Phosphatase (CIP) zugegeben und bei 37°C fir
30 Minuten und bei 56°C fir finf Minuten inkubiert. Zur Inaktivierung des Enzyms wurde schliefRlich
0,62 ul EDTA (0,5 M, pH 8) hinzugefiigt und der Ansatz fir 5 Minuten auf 70°C erhitzt. Die Lagerung
erfolgte bei -20°C.
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3.2.3.9 Blunting von DNA-Fragmenten und ihre Ligation

Um die Ligation von nicht-kompatiblen, iberhdangenden Enden zu ermdoglichen, missen universell
kompatible, am 5‘Ende phosphorylierte, glatte Enden erzeugt werden. Als Exonuklease und
Polymerase wurde hierzu die T4 DNA Polymerase und zur Phosphorylierung der 5‘Enden die
T4 Polynukleotidkinase eingesetzt. Es wurde entsprechend des Blunting Protokolls des Quick
Blunting™ Kits verfahren. Fir die Ligation wurde eine Standard T4 DNA Ligase verwendet und
entsprechend des Ligationsprotokolls der verwendeten T4 DNA Ligase von New England Biolabs
(Frankfurt am Main) verfahren. Die Inkubation erfolgte sowohl bei Raumtemperatur als auch bei
16°C Uber Nacht.

3.2.3.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Fiir die Ligation von DNA-Fragmenten und Vektoren wurde dreimal bzw. finfmal mehr Fragment als
Vektor eingesetzt. StandardmaBig wurden 50 ng Vektor-DNA verwendet. Die Menge des DNA-
Fragmentes berechnete sich aus folgender Formel multipliziert mit drei bzw. finf:

LéngeFragment [bp]
LéngeVektor [bp]

MasseFragment [ng] =50 [ng] *

AulRerdem enthielt der Ligationsansatz 1 pl T4 DNA Ligase, 2 pl 10x Ligase-Puffer und wurde mit
autoklaviertem Aquadest auf 20 pl aufgefiillt. Der Ansatz wurde gemischt, kurz herunter zentrifugiert
und optional bei 45°C fir finf Minuten inkubiert. Ebenso wurde eine Reaktion ohne DNA-Fragment
angesetzt (Religationskontrolle). Die Ligation erfolgte dann Gber Nacht in einem Blockthermostat bei
16°C. Vor der Transformation wurde die Ligase fiir zehn Minuten bei 65°C inaktiviert. Die Lagerung
der Ligationsansatze erfolgte bei -20°C.

3.2.3.11 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR ermdoglicht die gezielte Amplifikation eines DNA-Fragmentes, das von zwei Oligonukleotiden
(Primern) flankiert ist. Die Primer sind komplementar zur Nukleotidabfolge der DNA. Die PCR ist
vielseitig eingesetzbar. Je nach Anwendung wurde mit einer unterschiedlichen thermostabilen
DNA-Polymerase gearbeitet. Fiir Standardanwendungen, z.B. zur DNA-Analyse wurde die Tag DNA-
Polymerase von PEQLAB Biotechnologie (Erlangen) oder Invitrogen™ Life Technologies (Carlsbad, CA,
USA) eingesetzt. Flir sequenzexakte Anwendungen wie Klonierungen wurde die PfuTurbo® DNA-
Polymerase von Stratagene (La Jolla, CA, USA) oder die Phusion® DNA-Polymerase von FINNZYMES
(Espoo, FIN) mit Korrekturlese-Funktion verwendet.

Je nach Polymerase wurde der entsprechende PCR-Ansatz mit den zugehorigen Reagenzien in einem
PCR Soft Tube auf Eis hergestellt. Die Ansdtze wurden mittels Vortex gemischt und in den
Thermocycler gestellt, in dem die temperaturstabile DNA-Polymerase durch die Anwendung des
entsprechenden zyklischen Temperaturprogramms die Amplifikation der DNA bewirkt. Ein Zyklus
besteht aus drei Schritten: dem Auftrennen des DNA-Doppelstrangs (Denaturierung), der
spezifischen Anlagerung der Primer an die einzelstrangige DNA (Primerhybridisierung oder Annealing
genannt) und Verlangerung der Primer, bei der die DNA-Polymerase die Strange mit Nukleotiden
auffillt (Elongation).

Die Standardansatze fir die Taq, PfuTurbo® und Phusion® DNA-Polymerase sind aufgefiihrt.
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DNA [5 ng] X Wl

10x PCR Puffer ohne MgCl; (Invitrogen™) 5ul
MgCl>[0,5 mM] (Invitrogen™) 6 ul

dNTP Mix [10 mM] (Invitrogen™) 1ul

Forward Primer [10 pmol] 1l

Reverse Primer [10 pmol] 1l

Tag DNA-Polymerase [5 U/ul] (Invitrogen™) 0,5 ul

Autoklaviertes Aquadest ad 50 pl
Vorgang Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung | 95°C 2 min 1
Denaturierung 95°C 30s
Primerhybridisierung 51,9°C* 30s 5
Elongation 72°C 1 kb/min
Denaturierung 95°C 30s
Primerhybridisierung | 57,5°C* 30s 25
Elongation 72°C 1 kb/min
Terminale Elongation 72°C 10 min 1
Kihlung 4° oo

DNA [10 ng] X pl

10x Reaktionspuffer komplett (PEQLAB) 2,5 ul

MgCl;[25 mM] (PEQLAB) 0,75 ul

dNTP Mix [10 mM] (FINNZYMES) 0,5 ul

Forward Primer [10 pmol] 0,5 ul

Reverse Primer [10 pmol] 0,5 ul

Tag DNA-Polymerase [5 U/ul] (PEQLAB) 0,1 ul

Autoklaviertes Aquadest ad 25 pl
Vorgang Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung | 95°C 5 min 1
Denaturierung 95°C 30s
Primerhybridisierung 42,0-69,7°C* 30s 30
Elongation 72°C 1 kb/min
Terminale Elongation 72°C 5 min 1
Kihlung 4° oo

DNA [5 ng] X

10x Reaktionspuffer Cloned Pfu DNA polymerase 5ul

(Stratagene)

MgCl>[0,5 mM] (Invitrogen™) 2 ul

dNTP Mix [10 mM] (Invitrogen™) 1ul

Forward Primer [10 pmol] 1ul

Reverse Primer [10 pmol] 1ul

PfuTurbo® DNA-Polymerase [2,5 U/ul] (Stratagene) 1ul

Autoklaviertes Aquadest ad 50 ul
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Vorgang Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung | 95°C 2 min 1
Denaturierung 95°C 30s
Primerhybridisierung 51,9C* 30s 5
Elongation 72°C 1 kb/min
Denaturierung 95°C 30s
Primerhybridisierung 57,5C* 30s 25
Elongation 72°C 1 kb/min
Terminale Elongation 72°C 10 min 1
Kihlung 4° oo
DNA [10 ng] X
2x Phusion® High-Fidelity 25 ul
PCR Master Mix mit HF Puffer (FINNZYMES)
Forward Primer [10 pmol] 1,25 ul
Reverse Primer [10 pmol] 1,25 ul
Autoklaviertes Aquadest ad 50 pl
Vorgang Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung | 95°C 5 min 1
Denaturierung 95°C 30s
Primerhybridisierung 63°C 30s 2
Elongation 72°C 30 s/kb
Denaturierung 95°C 30s
Primerhybridisierung 61°C 30s 2
Elongation 72°C 30 s/kb
Denaturierung 95°C 30s
Primerhybridisierung 59°C 30s 2
Elongation 72°C 30 s/kb
Denaturierung 95°C 30s
Primerhybridisierung 58°C 30s 30
Elongation 72°C 30 s/kb
Terminale Elongation 72°C 5 min 1
Kihlung 4° oo
Vorgang Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung | 95°C 5 min 1
Denaturierung 95°C 30s
Primerhybridisierung 52,6-55,1°C* 30s 30-35
Elongation 72°C 30 s/kb
Terminale Elongation 72°C 5 min 1
Kihlung 4° oo

*abhangig von der Schmelztemperatur (Tm)

des verwendeten Primerpaares, meist ca.5-10°C
niedriger als die T oder empirisch ermittelt; Die Schmelztemperatur wurde dem Synthesereport der

Primer entnommen. Primer wurden von der Firma Metabion (Martinsried) synthetisiert.

3.2.3.12 Colony-PCR

Neben einem Restriktionsverdau ist die Colony-PCR auch eine Moglichkeit, den Erfolg einer Ligation

zu Uberprifen. Hierzu bendtigt man jedoch ein zum Insert komplementéares Primerpaar. Der lange
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Inkubationsschritt zu Beginn des Temperaturprogramms (95°C fur zehn Minuten) dient dem
Aufschluss der Bakterien und Zugdnglichmachen der DNA. Fiir die Colony-PCR wurde zunachst der
PCR-Ansatz in einem PCR Soft Tube auf Eis hergestellt. dNTPs waren von FINNZYMES (Espoo, FIN),
Puffer, MgCl,, und Tag DNA-Polymerase von PEQLAB Biotechnologie (Erlangen).

10x Reaktionspuffer komplett 2,5 ul
MgCl, [25 mM] 0,75-1 pl
dNTP Mix [10 mM] 0,5-2 pl
Forward Primer [10 pmol/ul] 0,5 ul
Reverse Primer [10 pmol/ul] 0,5 ul
Taq DNA-Polymerase [5 U/ul] 0,1-0,2 pl
Autoklaviertes Aquadest ad 25 pl

Mit einer Pipettenspitze wurde dann eine Kolonie der LB-Agarplatte mit transformiertem
Ligationsprodukt gepickt und die Pipettenspitze mit der Kolonie drei bis vier Mal durch
Auf-und-ab-Bewegung in den Ansatz eingetaucht. Die Ansatze wurden gemischt, kurz zentrifugiert
und in den Thermocycler gestellt. Nach Ablauf des Temperaturprogramms wurden die
DNA-Fragmente auf einem 1%-igem Agarosegel aufgetrennt. War die PCR erfolgreich, wurde exakt
die verwendetet Kolonie auch fir die Plasmid-Minipraparation verwendet.

Vorgang Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung | 95°C 10 min 1

Denaturierung 95°C 45s

Primerhybridisierung 54,2-63,2°C* 45s 35

Elongation 72°C 1 min/kb

Terminale Elongation 72°C 10 min 1

Kihlung 4° oo

*abhangig von der Schmelztemperatur (Tn) des verwendeten Primerpaares, ca. 5°C-10°C niedriger als
die T oder empirisch ermittelt; Die Schmelztemperatur wurde dem Synthesereport der Primer
entnommen. Primer wurden von der Firma Metabion (Martinsried) synthetisiert.

3.2.3.13 Aufreinigung von PCR-Produkten

Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten zwischen 100 bp und 10 kb aus PCR-Ansatzen wurde das
QlAquick PCR Purification Kit verwendet und nach dem Protokoll ,QlIAquick PCR Purification Kit using
a Microcentrifuge” des QlAquick Spin Handbuchs verfahren.

3.2.3.14 Ortsgerichtete Mutagenese

Die ortsgerichtete Mutagenese mit dem QuikChange Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit ermdoglicht
das Einfigen von Punktmutationen, den Austausch von Aminosauren sowie die Deletion oder
Insertion von einzelnen oder von mehreren benachbarten Aminosduren in doppelstrangigen
Plasmiden. Zunachst wurden mit Hilfe des webbasierten QuikChange Primer Design Programms
(http://www.genomics.agilent.com/primerDesignProgram.jsp) ein adaquates Primerpaar, das die
gewiinschte Mutation enthalt, entworfen. Die Synthese des Primerpaares wurde von der Firma
Metabion (Planegg-Martinsried) durchgefihrt. Fir die ortsgerichtete Mutagenese wurde das
Protokoll des QuikChange Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit nach Herstellerangaben befolgt. Dabei
wurde zundchst mit dem Primerpaar, das die gewlinschte Mutation enthélt, dem zu mutierenden
Plasmid und einer Proofreading-Polymerase (PfuUltra HF DNA Polymerase) eine PCR durchgefiihrt.

59


http://www.genomics.agilent.com/primerDesignProgram.jsp

Material und Methoden

Nach der PCR erfolgte ein Verdau mit dem Restriktionsenzym Dpnl, das spezifisch methylierte und
hemimethylierte DNA, aber nicht unmethylierte DNA (wie das PCR-Produkt) schneidet. Da die
Plasmid-DNA aus Bakterien gewonnen wurde, die das dam-Methylierungssystem besitzen, ist die
Plasmid-DNA methyliert und kann von Dpnl abgebaut werden. Schlieflich wurde das Gemisch in
Bakterien (XL-10 Gold) transformiert, welche die PCR-Fragmente zu Plasmiden zusammenligieren
und vermehren. Bei der Transformation wurde abweichend vom Protokoll statt NZY* Medium, S.0.C.
Medium verwendet. Mittels einer Plasmid-Minipraparation wurde die Plasmid-DNA aus den
Bakterien isoliert und aufgereinigt und durch Sequenzieren die gewiinschte Mutation im Plasmid
verifiziert sowie gleichzeitig Sekundarmutationen ausgeschlossen. AuBerdem wurde die
Konzentration und Reinheit des extrahierten DNA-Fragmentes mittels Spektralphotometer
(Nanodrop 1000) bestimmt und die mutierte Plasmid-DNA bis zur weiteren Verwendung bei -20°C
gelagert.

3.2.3.15 Sequenzierung

Zur Uberpriifung der Sequenz von jeder der in dieser Arbeit verwendeten Plasmid-DNA wurde die
Plasmid-DNA zusammen mit entsprechenden Sequenzierprimern zur Firma Sequiserve (Vaterstetten)
oder zur Firma GATC Biotech (Konstanz) geschickt. Die dort ermittelten Sequenzen wurden auf
eventuelle Sequenzabweichungen hin Gberprift. Es wurde nur mit Plasmid-DNA gearbeitet, deren
Sequenz zu 100% der gewlinschten Sequenz entsprach. Auch aufgereinigte PCR Produkte wurden auf
diese Art und Weise sequenziert.

3.2.3.16 Lésen von lyophilisierter Plasmid-DNA und von Plasmid-DNA aus Filterpapier
Das GefdlR mit der Iyophilisierten Plasmid-DNA wurde zundchst kurz zentrifugiert und dann je nach
erwarteter Konzentration in 10-100 ul autoklaviertem Aquadest gel6st und gemischt.

Beim Losen von Plasmid-DNA aus einem Filterpapier wurde der die DNA enthaltene Bereich des
Filterpapiers ausgeschnitten, in ein Reagiergefa Uberfihrt, mit 250 pl autoklaviertem Aquadest
benetzt und Uberdeckt und fir zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die DNA Konzentration
wurde im Spektralphotometer (Nanodrop 1000) gemessen und die Plasmid-DNA bis zur Verwendung
bei -20°C gelagert.

3.2.3.17 Isolierung von mRNA aus Zellen

Die Isolierung von mRNA aus Zellen erfolgte mit maximal 1 x 10’ Zellen nach dem Protokoll
»Purification of Total RNA from Animal Cells using Spin Technology" des RNeasy® Mini Handbuchs des
RNeasy Mini Kits. Zur Homogenisierung des Lysates wurden QlAshredder Sdulen verwendet. Die
Konzentration und Reinheit der isolierten mRNA wurde im Spektralphotometer (Nanodrop 1000)
gemessen. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

3.2.3.18 Synthese von komplementirer DNA (cDNA)

Bei der Synthese von cDNA dient die aus Zellen gewonnene mRNA als Matrize. Die reverse
Transkription der mRNA wurde mit dem Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit nach dem
Protokoll ,RT-PCR |. First Strand cDNA Synthesis“ des beiliegenden Handbuchs durchgefihrt.
Eingesetzt wurden 4-5 pg RNA und oligo (dT):s Primer. Der optionale Inkubationsschritt vor Zugabe
des RT Puffers und des RevertAid™ Premium Enzyme Mix wurde durchgefihrt. Die Konzentration
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und Reinheit der synthetisierten cDNA wurde im Spektralphotometer (Nanodrop 1000) gemessen.
Die cDNA wurde bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

3.2.3.19 Schmelzkurvenanalyse

Die Schmelzkurvenanalyse und die ihr vorausgehende Real-Time-PCR wurden vom Labor fir
Leukdamiediagnostik des Klinikums der Universitdit Minchen entsprechend der dortigen
diagnostischen Routineanalyse fir NPM1-Mutationen durchgefiihrt. Die Schmelzkurvenanalyse dient
dem Nachweis von Punktmutationen sowie kleinen Insertionen und Deletionen und der
Charakterisierung der vorliegenden Allelsituation (wildtypisch, heterzygot, homozygot). An die
Real-Time-PCR zur Amplifikation und Quantifizierung des gewiinschten DNA-Fragmentes (in dieser
Arbeit der die NPM1-Mutationen umgebende Genbereich von NPM1 durch Verwendung von NPM1-
spezifischen Primern) schloss sich die Schmelzkurvenanalyse an. Dabei wird die amplifizierte DNA
langsam erhitzt. Bei einer fir das Fragment spezifischen Schmelztemperatur denaturiert die
doppelstrangige DNA zu Einzelstrangen. Folglich kdnnen zur Zielsequenz komplementare,
fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide (Hybridisierungssonden) an die Einzelstrange binden. Um den
als MessgroRe dienenden Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer (FRET) der Fluorochrome zu
ermoglichen, binden die Hybridisierungssonden nebeneinander auf der Zielsequenz, denn nur bei
ausreichender Nahe der Sonden entsteht das Fluoreszensignal, das wahrend der
Temperaturerhohung kontinuierlich erfasst wird. Mit weiter zunehmender Temperatur schmelzen
die Hybridisierungssonden wieder vom Amplifikat ab und die Singalintensitdt nimmt ab. Eine Sonde
Uberspannt dabei die potentielle Mutationsstelle. Flr die Detektion von NPM1-Mutationen kam eine
Sonde mit Wildtypsequenz zum Einsatz. Schmelzen bei steigender Temperatur die
Hybridisierungssonden wieder von der DNA ab, dissoziieren zuerst die Sonden, die an mutierte DNA-
Sequenz gebunden haben, da die Bindungsenergie aufgrund der von der Mutation hervorgerufenen,
nicht (bereinstimmenden Basenpaare zwischen Sonde und Amplifkat geringer ist als bei
Hybridisierungssonden, die an die zu 100% komplementare Wildtypsequenz gebunden haben. Durch
das Abschmelzen der Sonden wird der FRET unterbrochen und das Fluoreszenzsignal nimmt ab. Die
Abnahme erfolgt aus eben beschriebenem Grund fiir perfekt gepaarte Sonden spater, also bei
héherer Temperatur. Abhdngig von der Art des Basenaustauschs und von den benachbarten Basen
verursacht eine Punktmuation eine Anderung der Abschmelztemperatur der Sonden von 2-10°C.
Ausgangsmaterial fir die Real-Time-PCR und Schmelzkurvenanalyse war mRNA, die aus den
transgenen, polyklonalen OCI-AML3 Zelllinien isoliert und in cDNA umgeschrieben wurde.

3.2.3.20 Fragmentlangenanalyse

Mit der Fragmentlangenanalyse kdnnen GroRRenunterschiede von DNA-Fragmenten bis auf eine Base
genau bestimmt werden. Anwendung findet die Fragmentlangenanalyse deshalb unter anderem in
der Diagnostik von bestimmten Mutationen wie zum Beispiel der FLT3-ITD. In dieser Arbeit wurde die
Fragmentlangenanalyse zur Quantifizierung des Verhaltnisses von FLT3-ITD zu FLT3-WT eingesetzt.
Dabei wurde der Quotient der Peakflachen (ITD/WT) gebildet. Berechnungsbeispiele finden sich in
Abbildung 9. Fiir die Fragmentldngenanalyse wurde zundchst mRNA aus den transgenen,
polyklonalen oder monoklonalen OCI-AML3 Zelllinien isoliert und in cDNA umgeschrieben (3.2.3.18).
Die Fragmentldangenanalyse selbst wurde vom Labor fiir Leukdmiediagnostik des Klinikums der
Universitdat Minchen nach den diagnostischen Standards zur Identifikation einer FLT3-ITD
durchgefihrt. Dort wurde zundchst ausgehend von der cDNA eine PCR des zu untersuchenden
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Genbereichs gemacht. Bei dieser PCR wurde ein fluoreszenzmarkierter Reverse-Primer (in dieser
Arbeit Farbstoff 6FAM) zur Markierung der PCR Produkte verwendet. Die fluoreszenzmarkierten
PCR-Produkte wurden anschlieBend in einem elektrischen Feld mit Hilfe des ABI PRISM® 3100-
Avant™ Genetic Analyzer (Applied Biosystems) aufgetrennt und mittels eines Lasers detektiert. Ein
mitlaufender GréRenstandard (mit dem Fluoreszenzfarbstoff ROX markiert) erlaubt den Riickschluss
auf die GréRe des DNA-Fragmentes. Die Datenanalyse (GroRenbestimmung/Quantifizierung) erfolgte
mit dem Programm GeneMapper® der Firma Applied Biosystems.
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Abbildung 9: Beispiele von Elektropherogrammen von Fragmentlangenanalyse nach FLT3-ITD spezifischer PCR. Die sich
ergebenden PCR-Fragmente einer Probe wurden nach ihrer Lange elektrophoretisch aufgetrennt. Treten in einer Probe
gleichzeig FLT3-WT und eine FLT3-ITD auf, erhdlt man flr FLT3-WT einen Peak bei 365 bp und fiir die FLT3-ITD bei 449 bp
(blaue Peaks). Das Verhéltnis der Flachenintegrale der Peaks (ITD/WT) ergibt das ITD/WT-Verhiltnis. Die roten Peaks
reprasentieren den GréRenstandard.

3.2.4 Erhebung von Genexpressionsdaten

3.2.4.1 RNA-Sequenzierung (RNA-Seq) von monoklonalen OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinien
Zum Vergleich der Genexpression von vier OCI-AML3 FLT3-ITD-low mit vier OCI-AML3 FLT3-ITD-high
Zelllinien wurde RNA-Seq angewandt. Dazu wurden die entsprechenden Zelllinien aufgetaut und
Uber mehrere Tage in ihrer logarithmischen Wachstumsphase kultiviert. Die Zellzahl wurde mit Hilfe
des Vi-CELL™ XR bestimmt. Von jeder Zelllinie wurden eine Million Zellen fiir fiinf Minuten bei 300 rcf
und 20°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in je zwei Milliliter PBS
resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation bei 300 rcf, 20°C fir finf Minuten wurde der komplette
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Uberstand entfernt und das Zellpellet in einem Milliliter TRIzol® bei Raumtemperatur lysiert. Dabei
wurde die Suspension so lange auf- und abpipettiert bis keine Schlieren mehr zu sehen waren und
eine homogene Losung vorlag. Diese wurde in ein 2 ml Safe-Lock Tube Uberfiihrt und bei -80°C
schockgefroren. Die weitere Probenvorbereitung wurde von der Arbeitsgruppe Dr. H. Blum,
(Genzentrum Miinchen) durchgefiihrt. Dort wurde die RNA mittels Chlorofom isoliert und durch eine
Fallung mit Ethanol gereinigt. Die RNA-Qualitdt wurde im Spektralphotometer, auf einem 1%-igen
Agarosegel sowie im Agilent 2100 Bioanalyzer von Agilent Technologies tberprift. Auerdem wurde
das ITD/WT-Verhaltnis mittels Fragmentlangenanalyse (3.2.3.20) verifiziert. GemaR des Encore®
Complete RNA-Seq Library Systems von NUGEN Technologies wurde aus der RNA cDNA synthetisiert,
die cDNA dann fragmentiert und die sogenannte Library erstellt. Dabei werden die cDNA-Fragmente
mit Barcode-Adaptern markiert, die spater die Zuordnung der Daten zur entsprechenden Probe
gewadhrleisten. AnschlieRend wurden eine Reinigung sowie eine Ein-Zyklus-PCR durchgefiihrt. Die
cDNA-Ausbeute wurde mit Hilfe des Qubit® Flourometers von Life Technologies bestimmt, die
Reinheit der c¢cDNA im Agilent 2100 Bioanalyzer von Agilent Technologies. Es wurde nur mit
einwandfreier cDNA weitergearbeitet. Die Proben wurden auf 10 nmol/| eingestellt, gemischt, mit
Natronlauge denaturiert, was ein Vorliegen von einzelstrangigen Library-Molekilen gewahrleistet
und dann neutralisiert und verdiinnt. Die Probe wurde auf die sogenannte Flow Cell hybridisiert und
schlieBlich mit dem HiSeq 1500 von lllumina sequenziert.

Die Auswertung der Daten erfolgte durch Dipl.-Math. Vindi Jurinovic vom Institut fir medizinische
Informationsverarbeitung, Biometrie und Epidemiologie der Ludwig-Maximilians-Universitat
Minchen. Die durchschnittliche Anzahl an gelesenen Sequenzfragmenten (Reads) in den acht
untersuchten Proben war 26,5 Millionen (Spannweite 22,4 - 37,9 Millionen). Die RNA-Seg-Analyse
wurde auf einer lokalen Galaxy Installation [243-245] am Genzentrum Minchen durchgefiihrt. Basen
mit einem Qualitdtswert kleiner 20 an den Leserdndern der Sequenzfragmente wurden eliminiert.
Sequenzfragmente, die folglich kirzer als 30 Basen waren, wurden herausgefiltert. Die
Positionszuordnung (Alignment) zum humanen Referenzgenom (UCSC Version hgl9) erfolgte mit
TopHat2. Die Reads wurden mit der Funktion ,HTSeq count” [246] gezahlt. Um festzulegen wie Exon-
Uberlappende Reads gezahlt werden, wurde die Methode ,union” ausgewahlt. Die differentielle
Genexpressionsanalyse wurde mit dem R-Paket DESeq [247] durchgefiihrt. Die p-Werte wurden mit
der Benjamini-Hochberg-Methode adjustiert. Gene mit einem adjustierten p-Wert von <0,05 wurden
als signifikant angesehen.

3.2.4.2 Genexpressionsanalyse von NPMI1-mutierten AML-Patientenproben mit
normalem Karyotyp in Abhingigkeit des ITD/WT-Verhaltnisses von FLT3
Die Genexpressionsanalyse wurde in 91 AML-Patientenproben mit normalem Karyotyp und NPM1c+
Mutation durchgefiihrt, fir die das Verhdltnis von FLT3-ITD zu FLT3-WT bekannt war. Das
ITD/WT-Verhéltnis wurde in drei Gruppen kategorisiert: Wildtyp (ITD/WT-Verhaltnis gleich 0), low
(ITD/WT-Verhaltnis zwischen 0,01 und 0,49) und high (ITD/WT-Verhiltnis >0,5). Die Daten wurden im
Rahmen der AMLCG 99 Studie (Patienten mit de novo AML, sekunddrer AML oder Hochrisiko-MDS;
ab 16 Jahren) vom Labor fiir Leukdmiediagnostik des Klinikums der Universitat Miinchen erhoben.
Dazu wurden GeneChip® Human Genome U133 Plus 2.0 Arrays und GeneChip® Human Genome
U133A/B Arrays von Affymetrix (Santa Clara, CA, USA) verwendet. Die hierzu benétigte RNA wurde
aus Knochenmark oder peripherem Blut von Patienten vor Therapiebeginn gewonnen [248]. Die
Hybridisierung und Bildaufnahme geschah gemafR den Herstellerprotokollen von Affymetrix. Die
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Datenauswertung der vorliegenden Analyse wurde von Dipl.-Math. Vindi Jurinovic vom Institut fir
medizinische Informationsverarbeitung, Biometrie und Epidemiologie der Ludwig-Maximilians-
Universitat Miinchen durchgefiihrt. Die differentielle Genexpression zwischen verschiedenen
Gruppen wurde mit dem R-Paket limma [249] untersucht. p-Werte wurde nach der Benjamini-
Hochberg Methode adjustiert. Alle Gene mit einem adjustierten p-Wert von <0,05
und einem Fold Change von <-1,5 oder 21,5 wurden als signifikant angenommen. Zusatzlich zur
differentiellen Genexpression wurde die Assoziation zwischen dem kontinuierlichen ITD/WT-
Verhiltnis und der Genexpression untersucht. Hierfir wurde fur jedes Gen der Einfluss des ITD/WT-
Verhdltnisses auf die Genexpression in einem linearen Modell untersucht. Die p-Werte aus den
linearen Modellen wurden wie oben mit der Benjamini-Hochberg Methode adjustiert, und der Wert
von 0,05 wurde wieder als Signifikanzniveau fiir die adjustierten p-Werte genommen.

3.2.4.3 Expressionsanalyse von DDR1 und DDR2 in AML-Patientenproben

Das Expressionsniveau von DDR1 und DDR2 wurde in 562 AML-Patientenproben und 10 gesunden
Kontrollproben gemessen. Die Daten wurden im Rahmen der AMLCG 99 Studie (533 Patienten mit
de novo AML, sekunddrer AML oder Hochrisiko-MDS; ab 16 Jahren) und M3 AMLCG Studie
(29 Patienten mit APL; 16-60 Jahre) vom Labor fiir Leukdmiediagnostik des Klinikums der Universitat
Minchen erhoben. Dazu wurden GeneChip® Human Genome U133 Plus 2.0 Arrays und GeneChip®
Human Genome U133A/B Arrays von Affymetrix (Santa Clara, CA, USA) verwendet. Die hierzu
bendtigte RNA wurde aus Knochenmark oder peripherem Blut von Patienten vor Therapiebeginn
gewonnen [248]. Die Hybridisierung und Bildaufnahme geschah gemaR den Herstellerprotokollen
von Affymetrix. Die folgende Datenauswertung der vorliegenden Analyse wurde von Dr. Tobias
Herold durchgefiihrt. Fiir die Annotation der Proben’ wurde GeneAnnot Version 2.0 synchronisiert
mit GeneCards Version 3.04 (http://www.xlab.unimo.it/GA _CDF/) ,chip definition files“ (CDFs)
verwendet. Diese CDFs reduzieren die Gesamtzahl der Probesets (ein Probeset pro Gen) und
verbessern die Spezifitat der Analyse, indem Kreuzhybridisierungen von Proben eliminiert werden
(Proben sind durch Sequenzspezifitat limitiert). Die Normalisierung der Daten erfolgte nach der
Robust Multichip Average (RMA) Methode [250]. Nur die 17389 Probesets, die auf beiden Arrays
(U133 Plus 2.0 Arrays und U133 A/B Arrays) vorhanden waren, wurden in die Analyse eingeschlossen.
Manche Probesets auf den U133 A/B Arrays neigen zu schwacheren Signalpegeln und hoheren
Standardabweichungen als die zugehorigen Probesets auf dem U133 Plus 2.0 Array. Um diesen,
durch die verschiedenen Array-Designs entstandenen Effekt zu eliminieren, wurde eine zweite
Normalisierung nach einer empirischen Bayes-Methode durchgefiihrt [251].

3.2.5 Invivo Arbeiten

Der in vivo Teil dieser Arbeit wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Prof. I. Jeremias (Helmholtz
Zentrum Minchen) durchgefiihrt. Alle Tierversuche wurden gemaR den ethischen und gesetzlichen
Richtlinien des Tierschutzgesetzes und nach schriftlicher Genehmigung der Regierung von
Oberbayern durchgefiihrt (Nummer 55.2-1-54-2532-95-10).

7 Eine Probe ist eine, zu einer spezifischen mRNA komplementire, kurze Basensequenz, die fest auf dem Array gebunden
ist.
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Material und Methoden

3.2.5.1 Invivo Modell

Es wurde mit M3usen des immundefizienten Stamms NOD.Cg-Prdkc*I12rg™i!/Sz), kurz NOD scid
gamma (NSG) gearbeitet. Dieser Mausstamm zeichnet sich durch fehlende reife B- und
T-Lymphozyten sowie durch eine gestorte Aktivitat der natirlichen Killerzellen aus. Die Tiere wurden
im Tierstall des Hamatologikums (Helmholtz Zentrum Miinchen) unter sterilen Bedingungen in einem
12 Stunden-Tag/Nacht-Rhythmus gehalten. Das Alter der NSG Mause lag zu Beginn der Versuche
zwischen 76 und 177 Tage. Die Euthanasie der Tiere erfolgte durch CO;-Begasung. Zellen der
humanen AML-Zelllinie OCI-AML3, sowie der transgenen, polyklonalen Zelllinie OCI-AML3 FLT3-NPOS
wurden in die Schwanzvene der Tiere injiziert. Luciferase-exprimierende OCI-AML3 Zellen (von der
Arbeitsgruppe Prof. |. Jeremias (Helmholtz Zentrum Miinchen) mittels lentiviraler Transduktion
hergestellt) wurden ebenfalls intravents aber auch intrafemoral, intraperitoneal oder subkutan
gespritzt.

3.2.5.2 Probenvorbereitung und Applikation der Zellen

Luciferase-exprimierende OCI-AML3 Zellen wurden sowohl intravenés (103, 10° 10° oder 107) als
auch intrafemoral (10°, 10°), intraperitoneal (10°, 107) oder subkutan (10° 10°) gespritzt. Die
Probenvorbereitung und Applikation dieser Zellen erfolgte in der Arbeitsgruppe Prof. |. Jeremias
(Helmholtz Zentrum Miinchen).

Bei nativen OCI-AML3 und den eigens hergestellten OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen wurde auf zwei
Arten verfahren: Entweder wurden native OCI-AML3 und OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen zwei Mal mit
PBS ohne Calcium und Magnesium gewaschen (300 rcf, finf Minuten), in PBS ohne Calcium und
Magnesium auf die gleiche Konzentration eingestellt und im Verhaltnis 10:1 und 1:1 miteinander
gemischt. Dann wurden die Ansatze mit PBS ohne Calcium und Magnesium zehnfach verdinnt, um
1000 Zellen jeder Mischung in einem adaquaten Volumen entnehmen zu kénnen. SchlieRlich wurde
das Volumen noch mit PBS ohne Calcium und Magnesium auf 250 ul aufgefiillt. Oder die Zellen
wurden mit dem Vi-CELL™ XR gezihlt und je 5 x 10° Zellen (Verhiltnis 1:1) bzw. 9 x 10° OCI-AML3 mit
1 x 10°0OCI-AML FLT3-NPOS (Verhiltnis 10:1) gemischt. Die Mischungen wurden einmal fir finf
Minuten bei 300 rcf zentrifugiert und in 1 ml PBS ohne Calcium und Magnesium resuspendiert.
10° bzw. 10° Zellen wurden mit PBS ohne Calcium und Magnesium auf 200 pl aufgefiillt.

Diese Ansatze wurden den Mausen intravends in die Schwanzvene injiziert. Die Applikation wurde
von der Arbeitsgruppe Prof. I. Jeremias (Helmholtz Zentrum Miinchen) durchgefiihrt. Zur Kontrolle
des Mischungsverhaltnisses wurde jedem Mischansatz ein weiteres Aliquot entnommen und im FACS
der prozentuale Anteil an GFP-positiven und GFP-negativen OCI-AML3 Zellen gemessen.

3.2.5.3 Isolierung von Zellen aus Knochenmark, Milz und Leber

Beim Auftreten erster Erkrankungszeichen und Lahmungserscheinungen an den Hinterldufen der
Mause, wurden die Tiere getdtet und beide Femora, die Milz sowie die Leber isoliert und in
RPMI 1640 Medium oder PBS mit Antibiotikum (50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml Streptomycin,
100 pg/ml Gentamicin) aufgenommen. Die Milz und die Leber wurden anschlieBend jeweils durch ein
70 um Sieb homogenisiert und die entstandene Zellsuspension in je ein 50 ml Zentrifugenréhrchen
transferiert. Mit einer Schere wurden die Enden der Femora entfernt. Das Knochenmark wurde
mittels einer Spritze mit PBS aus der Markhohle der Femora gespilt und durch ein 70 um Sieb
homogenisiert. Die entstandene Zellsuspension wurde ebenfalls in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen
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aufgefangen. Gegebenenfalls aufgetretene Tumore wurden ebenfalls isoliert, in RPMI 1640 Medium
mit Antibiotikum (50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml Streptomycin, 100 pg/ml Gentamicin) aufgenommen
und durch ein 70 um Sieb homogenisiert. Die entstandene Zellsuspension wurde in einem 50 ml
Zentrifugenréhrchen gesammelt.

3.2.5.4 Nachweis humaner Zellen mittels Durchflusszytometrie

Die Bestimmung des prozentualen Anteils humaner Zellen an den aus Knochenmark, Milz, Leber und
ggf. Tumor der Mause isolierten Zellen geschah durchflusszytometrisch. Dazu wurden die Zellen
zunachst verdiinnt (Knochenmark und Milz 1:2, Leber und Tumor 1:10) und die Zellzahl mittels
Vi-CELL™ XR bestimmt. 5 x 10° Zellen wurden in ein Rundbodenréhrchen tberfihrt und entweder
direkt auf 195 ul mit PBS aufgefiillt oder nach Hinzufligen von PBS zur VolumenvergréRerung bei
300 rcf fiir fiinf Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen und dann in 95 pl PBS resuspendiert.
Nach Zugabe von 5 pl APC-markiertem CD45 Antikorper bzw. der entsprechenden Isotypkontrolle
wurden die Zellen fiir 20 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert und dann zwei Mal mit
PBS gewaschen (300 rcf, finf Minuten). AnschlieBend wurden die Zellen in 150-300 ul PBS
resuspendiert und durchflusszytometrisch der prozentuale Anteil an CD45-positiven (humanen)
Zellen an der Gesamtmenge der Zellen ermittelt. Es wurde auch eine ungefarbte Probe gemessen.
Hierbei wurden 5 x 10° Zellen entweder direkt auf 200 ul mit PBS aufgefillt oder nach Hinzufiigen
von PBS bei 300 rcf fiir fiinf Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen und dann in 200 pl PBS
resuspendiert.

3.2.5.5 Invivo Bildgebung

Mause denen Luciferase-exprimierende OCI-AML3 Zellen injiziert wurden, konnten der
Biolumineszenzbildgebung, dem sogenannten Imagen zugefiihrt werden. Dafiir wurden die Mause
zunachst mit Isofluran narkotisiert und in Riickenlage an den Hinterextremitdten und mit Hilfe eines
Inhalationsschlauches fixiert. lhnen wurde D-Luziferin (150 mg/kg), das Substrat fir die in den
OCI-AML3 Zellen exprimierte Luciferase, intraperitoneal injiziert. Direkt nach der Injektion wurden
fiir 30 Sekunden die Bilder im IVIS Lumina Il Imaging System (PerkinElmer) aufgenommen. Mit der
Living Image Software 4.X von PerkinElmer wurden die Aufnahmen ausgewertet. Zur Quantifizierung
des Lichtsignals wurde die sogennante ROI (region of interest) festgelegt. Im Vorversuch zur Klarung
der geeignetsten Applikationsroute der OCI-AML3 Zellen wurden die Mause an Tag 13, 20 und 25
nach Applikation der Zellen geimaged. Im Vorversuch zur Zellzahl das erste Mal sieben Tage nach
Applikation, dann alle zwei bis drei Tage, spatestens nach vier Tagen. Die in vivo Bildgebung wurde
von der Arbeitsgruppe I. Jeremias (Helmholtz Zentrum Miinchen) durchgefihrt.

3.2.6 Statistik

Das Vorliegen statistischer Signifikanzen wurde je nach Hypothese mittels One way ANOVA, Kruskal-
Wallis One Way ANOVA on Ranks, ungepaartem t-Test oder Mann-Whitney Rank Sum Test ermittelt.
Der p-Wert wurde als zweiseitiger p-Wert berechnet. Eine statistische Signifikanz wurde bei p<0,05
angenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchung der funktionellen Interaktion von NPM1- und FLT3-ITD-

Mutationen in der AML
AML-Patienten mit einer NPM1-Mutation zeigen einen giinstigen Krankheitsverlauf. Tragen diese
Patienten jedoch zusatzlich eine FLT3-ITD verschlechtert sich der Krankheitsverlauf erheblich [26,
222, 224]. Es wurde untersucht, ob ein funktioneller Zusammenhang zwischen den beiden
Mutationen besteht. Hierzu wurde ein zellulares Modellsystem etabliert, welches den Genotyp
NPM1c+/FLT3-WT bzw. den Genotyp NPM1c+/FLT3-ITD reprasentiert.

4.1.1 Etablierung des zelluliren Modellsystems

4.1.1.1 Optimierung des lentiviralen Transduktionsprotokolls

Um die Effizienz der lentiviralen Transduktion zu verbessern, wurde das Transduktionsprotokoll

aufwandig optimiert. Die Optimierung fand im 96 Well Format statt. Es wurden Gewebekulturplatten

mit Flachboden verwendet, da Vorversuche ergaben, dass OCI-AML3 Zellen darin grundsatzlich

besser wachsen als in Rundbodenwells. Zur Optimierung wurden folgende Schritte durchgefiihrt:
Damit die OCI-AML3 Zellen sich zum Zeitpunkt der Transduktion in der logarithmischen
Wachstumsphase befanden, wurden 29-44 Stunden zuvor 0,5 x 10°Zellen pro Milliliter ausgesit.
Im Allgemeinen wurde mit aufkonzentriertem Virusiberstand im Vergleich zu nicht
aufkonzentriertem Virusliberstand eine hohere Transduktionseffizienz erzielt. Dabei sollten
15 ml VirusUberstand auf 200-250 pl aufkonzentriert werden. Zudem erzielte frischer im
Vergleich zu einmal eingefrorenem Virusiberstand ebenfalls ein besseres Ergebnis.
Eine grolere Menge an Viruslberstand fiihrte nicht unbedingt zu einer besseren
Transduktionseffizienz. Hierbei spielte das Verhaltnis der verwendeten Zellzahl zur eingesetzten
Virusmenge eine Rolle. Ein Optimum ergab sich fiir 0,75 x 108 Zellen und 25 pl Virustiberstand
(aufkonzentriert, frisch) in einem Gesamtvolumen von 100 pl.
Es bestand kein Zusammenhang zwischen der Transduktionseffizienz und der verwendeten
Konzentration des Transduktionsreagenz Polybren. Es wurden Konzentrationen zwischen
3-8 ug/ml getestet und schlieRlich mit 8 ug/ml gearbeitet.
Eine Verlangerung der Inkubationszeit der Zellen mit Virusiiberstand von 24 auf 48 Stunden
brachte keine oder nur eine geringe Verbesserung der Transduktionseffizienz (maximal um den
Faktor 1,6). Folglich wurden die Zellen 24 Stunden mit Virusiiberstand inkubiert.
Da im Vergleich zu einer einmaligen Infektion der Zellen mit Virusiberstand eine
Mehrfachinfektion (drei Infektionen im Abstand von je 24 Stunden) die Effizienz der
Transduktion finf Tage nach der ersten Infektion nur um den Faktor 1,1 erhdhte, wurde auf
mehrmalige Infektion verzichtet.
Um toxische Effekte, die moglicherweise von FLT3 ausgehen, als Ursache fiir die anfanglich
schlechte Transduktionseffizienz auszuschliefen, wurden die Zellen nach der Transduktion fir
mehrere Tage mit 50 nM des FLT3-Inhibitors AC220 kultiviert. Toxische Effekte ausgehend von
FLT3 konnten ausgeschlossen werden, da diese MalBnahme zu keiner Erhohung der
Transduktionseffizienz flihrte. Ein Vorversuch ergab, dass OCI-AML3 Zellen bis zu einer
Konzentration von 1 uM AC220 keinen Unterschied zu unbehandelten Zellen beziiglich ihres
Apoptoseverhaltens zeigten.
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Vorversuche zeigten, dass OCI-AML3 Zellen sowohl eine 90-minitige Zentrifugation bei 30°C und
1200 g als auch eine zweistlindige Inkubation bei 4°C gut tolerierten. Eine Spintransduktion der
OCI-AML3 Zellen, in Anlehnung an ein aus der Literatur bekanntem Beispiel [252], erbrachte
keine Verbesserung der Transduktionseffizienz. Auch eine im Handbuch des Lenti-Pac™ HIV
Expression Packaging Kit von GeneCopoeia empfohlene zweistlindige Inkubation der Zellen mit
Lentivirusiiberstand bei niedrigen Temperaturen (hier: 4°C) vor Inkubation bei 37°C fihrte zu
keiner deutlichen Verbesserung der Transduktionseffizienz. Beide MaBnahmen wurden nicht in
das Protokoll aufgenommen.
Nur einmaliges Waschen der Zellen 24 Stunden nach der Transduktion fiihrte fiinf bis sechs Tage
nach der Transduktion zu héheren Transduktionseffizienzen als entweder mehrmaliges Waschen
nach 24 Stunden oder einmaliges Waschen nach 24 Stunden und wiederholtes Waschen drei bis
sechs Tage nach der Transduktion. Beim einmaligen Waschen wurde Kulturmedium verwendet.
OCI-AML3 Zellen sind viabler, wenn sie dichter (0,5-2,0 x 10° Zellen pro Milliliter) kultiviert
werden. Deshalb hat sich in den Folgetagen der Transduktion eine Kultivierung der Zellen in
100 pl Medium im 96 Well bewahrt.
Diese Optimierungsschritte miindeten in das unter 3.2.1.10.2 beschriebene Protokoll, welches zur
Herstellung der transgenen OCI-AML3 Zelllinien verwendet wurde. Der Lentivirustiter des
hergestellten Virusiliberstands wurde wie unter 3.2.1.9 beschrieben, berechnet. Es wurde ein Wert
von 8,7x10°TU/ml erzielt. Eine Optimierung des Protokolls zur Virusherstellung war nicht
erforderlich.
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4.1.1.2 Herstellung transgener OCI-AML3 Zelllinien

Als Modellsystem zur Untersuchung der funktionellen Interaktion von NPM1- und FLT3-ITD-
Mutationen wurde die humane AML-Zelllinie OCI-AML3 verwendet. Diese Zelllinie zeichnet sich
durch eine heterozygote Exon-12-Mutation (Mutation A) im NPM1-Gen aus, welche zur aberranten
zytoplasmatischen NPM1-Expression fiihrt [253]. Die zytoplasmatische Mislokalisation des mutierten
NPM1-Proteins ist das charakteristische Merkmal einer primaren AML mit NPM1-Mutation (NPM1c+)
[221]. Ferner exprimieren OCI-AML3 Zellen endogen den wildtypischen FLT3-Rezeptor [88]. Deshalb
wurde FLT3-ITD-cDNA mit Hilfe lentiviraler Transduktion stabil in das Zellgenom integriert (siehe
Abbildung 10). Stellvertretend fir alle FLT3-ITDs wurde mit der sogenannten NPOS Langenmutation
gearbeitet. Diese Langenmutation besteht aus einer duplizierten Sequenz von 28 Aminosauren, die
sich zwischen den Aminosduren 610 und 611 des wildtypischen FLT3-Rezeptors befinden (siehe
Abbildung 2) [37, 84].

Virusproduktion lentivirale Transduktion polyklonale Zelllinien = monoklonale Zelllinien
in HEK-293T von OCI-AML3
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Abbildung 10: Arbeitsablauf zum Aufbau des OCI-AML3 Modellsystems. Nach Klonierung der cDNA von FLT3-WT und einer
FLT3-ITD (NPOS) in den lentiviralen Expressionsvektor pCDH-EF1-MCS-T2A-copGFP (im Folgenden kurz pCDH genannt),
wurden in HEK-293T Zellen Lentiviren produziert, die den Vektor mit der cDNA enthielten. Mit den Lentiviren wurden
OCI-AML3 Zellen infiziert. Dabei wurde die FLT3-cDNA von den Viren stabil in das Genom der OCI-AML3 Zellen integriert.
Nach Sortieren der Zellen wurden diese fir Experimente eingesetzt. Zur Generierung einer Vektorkontrolle wurde der
pCDH-Leervektor integriert. Des Weiteren wurde ausgehend von polyklonalen OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen durch eine
Einzelzellsortierung monoklonale OCI-AML3 FLT3-NPOS Zelllinien (im Folgenden OCI-AML3 FLT3-ITD genannt) mit
unterschiedlichen Verhaltnissen von FLT3-ITD zu FLT3-WT (ITD/WT) hergestellt.

Die Prognose bei NK-AML-Patienten wird nicht nur vom Vorhandensein einer FLT3-ITD per se
bestimmt. Besonders das Allelverhaltnis von FLT3-ITD zu FLT3-WT beeinflusst den Krankheitsverlauf
erheblich [240]. Deshalb wurde ausgehend von polyklonalen OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen eine
Einzelzellsortierung durchgefiihrt und monoklonale OCI-AML3 FLT3-NPOS Zelllinien (im Folgenden
OCI-AML3 FLT3-ITD genannt) mit unterschiedlichen Verhaltnissen von FLT3-ITD zu FLT3-WT (ITD/WT)
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generiert. Unter den Annahmen, dass OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen je nach Anzahl der Lentiviren von
denen sie infiziert wurden und je nach Integrationsort des Transgens im Zellgenom, eine
unterschiedlich starke Expression des FLT3-NPOS-Rezeptors zeigen, war es moglich, monoklonale
OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinien mit unterschiedlichen Verhaltnissen von transgenem FLT3-NPOS zu
endogenem FLT3-WT herzustellen. Es konnten monoklonale OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinien mit einem
breiten Spektrum an ITD/WT-Verhaltnissen erzeugt werden (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: ITD/WT-Verhiltnis der monoklonalen OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinien. Aus monoklonalen OCI-AML3 FLT3-ITD
Zelllinien wurde mRNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Mittels Fragmentlangenanalyse und der unter 3.2.3.20
beschriebenen Berechnungsmethode wurde das ITD/WT-Verhaltnis bestimmt. Zur Durchfiihrung von Versuchen wurden
die mit x gekennzeichneten monoklonalen OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinien stellvertretend fir Zelllinien mit niedrigem (Klon
Nr. 16 und 2), ausgewogenem (Klon Nr.33 und 7) und hohem (Klon Nr.8 und 17) ITD/WT-Verhiltnis ausgewadhlt. Sie
werden im Folgenden als FLT3-ITD-low (2), FLT3-ITD-low (16), FLT3-ITD-equal (7), FLT3-ITD-equal (33), FLT3-ITD-high (8) und
FLT3-ITD-high (17) bezeichnet. Der griine Balken zeigt auRerdem das ITD/WT-Verhidltnis der polyklonalen
OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen.

4.1.2 Uberpriifung des zelluliren Modellsystems

Das Vorhandensein der NPM1-Mutation wurde kontrolliert und die Rezeptoren FLT3-WT sowie
FLT3-NPOS auf ihre Funktionalitat hin Gberprift. AuRerdem wurde die Stabilitdt des ITD/WT-
Verhiltnisses regelmalig verifiziert.

4.1.2.1 Bestitigung der NPM1-Mutation A in den OCI-AML3

Der Nachweis der endogenen NPM1-Mutation in den nativen OCI-AML3 und den transgenen,
polyklonalen OCI-AML3 Zelllinien erfolgte mittels Schmelzkurvenanalyse. Bei der Schmelzkurven-
analyse wurden zwei Fluorochrom-konjugierten Sonden verwendet, die Uber dem potentiell
mutierten Bereich der Mutation A des NPM1-Gens liegen. Bei langsamer Erhohung der Temperatur
wird eine kontinuierliche Messung der Floureszenz durchgefiihrt, die das Abschmelzverhalten der
Sonden vom Amplifikat aufzeichnet. Da zur Wildtypsequenz komplementdre Sonden eingesetzt
wurden, dissoziieren die Sonden, die an mutierte Sequenz gebunden haben bei etwas niedrigerer
Temperatur als die perfekt an die Wildtypsequenz gebundenen Sonden aufgrund der geringeren
Bindungsenergie. Beim Abschmelzen wird das Fluoreszenzsignal zwischen den beiden Sonden
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unterbrochen und das Fluoreszenzsignal nimmt ab. Das Prinzip der Schmelzkurvenanalyse ist unter
3.2.3.19 ausfuhrlich beschrieben.

Alle untersuchten Zelllinien zeigten den typischen Schmelzkurvenverlauf einer NPM1-Mutation A, der
bedingt durch die heterozygote Natur der NPM1-Mutation zu einer Kurve mit zwei lokalen Maxima
flihrt (siehe Abbildung 12A). Das Ergebnis dieser Schmelzkurvenanalyse wurde durch Sequenzierung
nochmals bestatigt (siehe Abbildung 12B). Auch die Sequenzierung zeigte, dass sowohl native
OCI-AML3 als auch die transgenen, polyklonalen OCI-AML3 Zelllinien die erwartete, heterozygote
NPM1-Mutation A, welche von einer 4-Basen-Duplikation (TCTG) gebildet wird, enthalten. Die
Sequenz zeigt auch die durch die 4-Basen-Insertion hervorgerufene Rasterverschiebung.
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Abbildung 12: Bestdtigung der NPM1-Mutation A in nativen OCI-AML3 und den transgenen, polyklonalen OCI-AML3
Zelllinien. Aus nativen OCI-AML3 und den transgenen, polyklonalen OCI-AML3 Zelllinien wurde mRNA isoliert und in cDNA
umgeschrieben. (A) Nach Amplifikation durch Real-Time-PCR mit NPM1-spezifischen Primern wurde das Amplifikat einer
Schmelzkurvenanalyse unterzogen. Die Schmelzkurven der nativen OCI-AML3 und der transgenen, polyklonalen OCI-AML3
Zelllinien stellen sich als Kurven mit zwei lokalen Maxima dar. Die Schmelzkurve mit nur einem Peak zeigt eine Kontrolle, die
nur NPM1-Wildtyp enthalt. Diese Kontrolle wurde ausgehend von einer AML-Patientenprobe mit NPM1-WT generiert. Als
Positivkontrolle dienten native OCI-AML3. (B) Zur Uberpriifung des Ergebnisses der Schmelzkurvenanalyse wurde das
Amplifikat sequenziert. Der Ausschnitt der Sequenz, der die NPM1-Mutation A (TCTG Duplikation) enthalt, ist dargestellt.
Die TCTG Duplikation ist eingerahmt. K: Guanin (G) oder Thymin (T); W: Adenin (A) oder T; R: A oder G.
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4.1.2.2 Nachweis der stabilen FLT3-Proteinexpression

Die FLT3-Proteinexpression nativer OCI-AML3 und der transgenen, polykonalen OCI-AML3 Zelllinien
wurde sowohl an der Zelloberflache, als auch im Ganzzelllysat mittels Western Blot nachgewiesen.
Native OCI-AML3 und die transgenen, polyklonalen OCI-AML3 Zelllinien wiesen bereits durch ihre
endogene FLT3-Expression den FLT3-WT-Rezeptor an der Zelloberfliche auf (Abbildung 13A). Die
Oberflachenexpression wurde im Fall der OCI-AML3 Zellen mit Gberexprimiertem FLT3-WT-Rezeptor
verstarkt  (MFI-Ratio =10,25). OCI-AML3  Zellen mit transgenem  FLT3-NPOS-Rezeptor
(MFI-Ratio = 5,08) wiesen eine leicht starkere FLT3-Oberflachenexpression auf als native OCI-AML3
(MFI-Ratio = 3,39) und die Vektorkontrolle OCI-AML3 pCDH (MFI-Ratio = 3,74).
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Abbildung 13: Oberflichenexpression des FLT3-Rezeptors (A) und Nachweis der FLT3-Proteinexpression (B).
(A) Abgebildet sind die Histogramme nativer OCI-AML3 und der transgenen, polyklonalen OCI-AML3 Zelllinien, die die
Oberflachenexpression des FLT3-Rezeptors widerspiegeln. Das weille Histogramm reprasentiert die Zellen nach Farbung mit
IgG1-PE-Antikorper (Isotypkontrolle), das dunkelgraue Histogramm die Zellen nach Farbung mit spezifischem
CD135-Antikorper. Gezeigt ist eine reprasentative Messung von mehreren unabhdngigen Messungen. (B) Ganzzelllysate
nativer OCI-AML3 und der transgenen, polyklonalen OCI-AML3 Zelllinien wurden auf die Expression des FLT3-Rezeptors hin
untersucht. Die Detektion erfolgte mit Hilfe eines FLT3-spezifischen Antikdrpers mittels Western Blot. Als Ladekontrolle
diente a-Tubulin. Als Positivkontrolle wurde ein Ganzzelllysat von Ba/F3 eingesetzt, die den FLT3-Wildtyp-Rezeptor
exprimieren.

Das humane FLT3-Protein umfasst 993 Aminosauren [254]. Es liegt in der Zelle sowohl als schwach
glykosyliertes, nicht-membrangebundenes Protein (130-143 kDa) als auch als stark glykosyliertes, in
der Zellmembran lokalisiertes Protein (158-160 kDa) vor [62, 255]. Folglich ist FLT3 im Western Blot
als Doppelbande zu sehen [62, 255]. Die Expression der pCDH-FLT3-Konstrukte (FLT3-WT und
FLT3-NPOS) wurde im Western Blot nachgewiesen (siehe Abbildung 13B). Alle Proben zeigten die fir
FLT3 typische Doppelbande. Die FLT3-Proteinexpression nativer OCI-AML3 sowie der Vektorkontrolle
pCDH waren schwach und spiegeln die endogene FLT3-WT-Expression der OCI-AML3 Zellen wider.
Die transgenen, polyklonalen OCI-AML3 Zelllinien zeigten eine durch das Transgen hervorgerufene
starkere FLT3-Proteinexpression. Die OCI-AML3 Zellen mit (iberexprimiertem FLT3-WT-Rezeptor
zeigten die stdrkste FLT3-Proteinexpression. Mit Ausnahme der OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen fallt
auBerdem auf, dass die hohermolekulare Bande jeweils intensiver war. Die relative Bandenintensitat
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von hoéher- zu niedermolekularer Bande belduft sich fir OCI-AML3 auf 2,6, fir OCI-AML3 pCDH
auf 1,5, fiir OCI-AML3 FLT3-WT auf 1,9 und liegt fiir OClI AML3 FLT3-NPOS bei 0,8. Die relative
Bandenintensitat wurde mit ImageJ bestimmt.

4.1.2.3 Konsitutive Aktivierung des FLT3-ITD-Rezeptors

Die Bindung des FLT3-Liganden (FL) fihrt zur Aktivierung des FLT3-Rezeptors, indem sie die
Dimerisierung [256] und Autophosphorylierung [62] des Rezeptors induziert. FLT3-ITD-Mutationen
flhren zur Ligand-unabhangigen, konstitutiven Autoaktivierung des FLT3-Rezeptors [82].

Um die Funktionalitdt des FLT3-WT- und FLT3-NPOS-Rezeptors im Modellsystem zu Uberpriifen,
wurde mit einem Phospho-FLT3-ELISA die Menge an phosphoryliertem, also aktiviertem FLT3 in
nativen OCI-AML3 und den transgenen, polyklonalen OCI-AML Zelllinien gemessen (siehe Abbildung
14). Verglichen wurde dabei jeweils die Menge an phosphoryliertem FLT3 von mit FL stimulierten
Zellen mit unstimulierten Zellen. Es wurde die Zunahme der Phosphorylierung von FLT3 bei
Stimulation der Zellen mit FL ermittelt. Aufgrund der endogenen FLT3-WT-Expression der OCI-AMLS3,
zeigten native OCI-AML3 und die Vektorkontrolle pCDH bei Stimulation mit FL eine dreifache
Zunahme der Phosphorylierung des FLT3-Rezeptors. Infolge der Uberexpression des FLT3-WT-
Rezeptors in den OCI-AML3 FLT3-WT Zellen nahm die Phosphorylierung hier im Vergleich zu nativen
OCI-AML3 und der Vektorkontrolle pCDH nochmals zu. OCI-AML3 FLT3-WT Zellen, die mit FL
stimuliert wurden, zeigten eine flinffach starkere FLT3-Phosphorylierung als unstimulierte
OCI-AML3 FLT3-WT Zellen. Die Phosphorylierung des FLT3-Rezeptors in den FLT3-WT
Uberexprimierenden OCI-AML3 Zellen ist unter den untersuchten Zelllinien somit am Starksten. Die
OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen zeigten dagegen kaum eine Zunahme der Phosphorylierung des
FLT3-NPOS-Rezeptors bei Vergleich der FL-stimulierten Zellen mit den unstimulierten Zellen. Der FL
fihrte zu keiner Stimulation. Die OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen sind im unstimulierten Zustand bereits
maximal phosphoryliert und konstitutiv aktiv.
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Abbildung 14: Anderung der Phosphorylierung von FLT3 nach Stimulation nativer OCI-AML3 und der transgenen,
polyklonalen OCI-AML3 Zelllinien mit FL. Native OCI-AML3 sowie die transgenen, polyklonalen OCI-AML3 Zelllinien wurden
unstimuliert oder nach zehn Minuten Stimulation mit 100 ng/ml FL lysiert. Von den Ganzzelllysaten wurde jeweils die
gleiche Proteinmenge zur Quantifizierung von phosphoryliertem FLT3 mittels Phospho-FLT3 ELISA eingesetzt. Hier
dargestellt ist das Verhaltnis der FLT3-Phosphorylierung von stimuliertem zu unstimuliertem Lysat. Gezeigt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unabhangigen Experimenten. **p<0,01
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4.1.2.4 Aktivierung des STAT5-Signalwegs durch FLT3-ITD-Mutationen

Die wichtigsten nachgeschalteten Signalwege von FLT3 sind die drei Signalwege STAT5, PI3K/AKT und
RAS/MAPK. Insbesondere der STAT5-Signalweg wird von FLT3-ITD-Mutationen aktiviert [84, 87]. Um
die Funktionalitat des FLT3-Rezeptors in den transgenen, polyklonalen OCI-AML3 Zelllinien weiter zu
Uberprifen, wurde die zelluldre Signalibertragung dieser Zelllinien untersucht (siehe Abbildung 15).
Lysate nativer OCI-AML3 und der transgenen, polyklonalen OCI-AML3 Zelllinien wurden im Western
Blot mit Antikdrpern gegen phospho-STATS5, phospho-AKT und phospho-MAPK analysiert. Es konnte
gezeigt werden, dass in nativen OCI-AML3 sowie in den transgenen, polyklonalen OCI-AML3 Zelllinien
der PI3K/AKT- und RAS/MAPK-Signalweg aktiviert ist. Die Aktivierung des STAT5-Signalwegs war nur
in den OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen zu sehen.
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Abbildung 15: Aktivierung von STAT5 in FLT3-NPOS exprimierenden OCI-AML3 Zellen. Ganzzelllysate nativer OCI-AML3
und der transgenen, polyklonalen OCI-AML3 Zelllinien wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt, mit anti-phospho-STAT5-,
anti-phospho-AKT- und anti-phospho-MAPK-Antikérpern immungeblottet, dann gestrippt und mit anti-STAT5-, anti-AKT-
und anti-MAPK-Antikérpern inkubiert. Als Ladekontrolle diente anti-GAPDH und als Positiv- bzw. Negativkontrolle ein
Ganzzelllysat von Ba/F3 Zellen, die den FLT3-Wildtyp-Rezeptor exprimieren. Die Ba/F3 FLT3-WT Zellen wurden unstimuliert
oder nach zehn Minuten Inkubation mit 10 ng/ml IL-3 lysiert.
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4.1.2.5 Keine Veridnderung des Immunphinotyps der OCI-AML3 durch die Transduktion

Vor und nach der lentiviralen Transduktion wurden die Zellen einer Immunphanotypisierung
unterzogen, um sicherzustellen, dass die lentivirale Transduktion keine immunphanotypischen
Veranderungen hervorgerufen hat. Der ermittelte Immunphanotyp nativer OCI-AML3 sowie der
transgenen, polyklonalen OCI-AML3 Zelllinien, der zu einem Zeitpunkt nach der lentiviralen
Transduktion bestimmt wurde, stimmte mit dem Immunphanotyp nativer OCI-AML3 (berein, der zu
einem Zeitpunkt vor der lentiviralen Transduktion aufgenommen wurde (siehe Tabelle 20). Ferner ist
aus der Literatur bekannt, dass mehr als 95% der NPM1c+ NK-AMLs CD34-negativ sind [221]. Auch
die nativen OCI-AML3 sowie die transgenen, polyklonalen OCI-AML3 Zelllinien sind CD34-negativ.

Tabelle 20: Immunphdnotyp vor und nach der lentiviralen Transduktion der OCI-AML3. Der Immunphdnotyp nativer
OCI-AML3 und der transgenen, polyklonalen OCI-AML3 Zelllinien wurde im Labor fir Leukdmiediagnostik des Klinikums der
Universitat Miinchen entsprechend der diagnostischen Routinefarbung bestimmt. Es konnten nur die Farbungen derjenigen
Oberflachenmarker ausgewertet werden, die nicht mit einem mit griinem Fluoreszenzfarbstoff gekoppeltem Antikorper
detektiert wurden, da die transgenen, polyklonalen OCI-AML3 Zelllinien ein grin fluoreszierendes Protein (GFP) besitzen.
-:0-20% positive Zellen wird als negativ gewertet; +: 21-100% positive Zellen wird als positiv gewertet; +/-: Werte
schwanken um den Cut-off-Wert von 20%

OCI-AML3 OCI-AML3 OCI-AML3 OCI-AML3 OCI-AML3
pCDH FLT3-WT FLT3- NPOS
vor der: nach der Transfektion
Transfektion
CD2 - - - - -
CcD4 + + + + +
CD13 + + + + +
CD14 - - - - -
CD19

CD33 + + + + +
CD34 - - - - -
CD45 + + + + +
CD56 + + + + +

CD87 +/- +/- +/- +/- +/-
CD117 - - - - -
cyCD3 - - - - -
cyCD22 - - - - -
cyCD45 + + + + +
cylgG1 - - - - -
cylgG2 - - - - -
7.1 - - - - -
MPO - - - - -

- 0-20%

+ 21-100%
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4.1.2.6 Konstantes ITD/WT-Verhaltnis in den monoklonalen Zelllinien

Um sicher zu stellen, dass das ITD/WT-Verhiltnis einer monoklonalen OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinie
(FLT3-ITD-low/-equal/-high; siehe dazu Abbildung 11) in allen Experimenten gleich ist, wurde nach
jedem Auftauen der Zellen das ITD/WT-Verhiltnis mittels Fragmentlangenanalyse bestimmt.
Innerhalb leichter Schwankungen war das ITD/WT-Verhiltnis aller monoklonalen OCI-AML3 FLT3-ITD
Zelllinien konstant (siehe Abbildung 16). Fir die beiden untersuchten OCI-AML3 FLT3-ITD-low
Zelllinien lag das ITD/WT-Verhiltnis stets deutlich unter eins (0,1-0,4). Fir die beiden untersuchten
OCI-AML3 FLT3-ITD-equal Zelllinien lag der Wert immer um eins (0,7-1,7) und fir die beiden
untersuchten OCI-AML3 FLT3-ITD-high Zelllinien zeigte das ITD/WT-Verhéltnis immer Werte deutlich
Uber eins (3,9-18,7). Entsprechend wurde mit den polyklonalen OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen
verfahren. Auch diese zeigten ein konstantes ITD/WT-Verhiltnis, das dhnlich dem der monoklonalen
OCI-AML3 FLT3-ITD-equal Zelllinien war.
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Abbildung 16: Konstantes ITD/WT-Verhiltnis der monoklonalen OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinien und der polyklonalen
OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen. Die mRNA wurde aus den Zellen isoliert und in cDNA umgeschrieben. Das ITD/WT-Verhaltnis
wurde dann mittels Fragmentlangenanalyse und der unter 3.2.3.20 angegebenen Berechnungsmethode ermittelt. In grin
ist das ITD/WT-Verhéltnis der polyklonalen OCI-AML3 FLT3 NPOS Zellen gezeigt. Die Zahl in Klammern bezieht sich auf die
Nummer des Klons aus dem die monoklonale Zelllinie hervorgegangen ist und dient ihrer Identifizierung.

4.1.3 Charakterisierung der FLT3-ITD im NPM1-mutierten Hintergrund

4.1.3.1 Keine Wachstumsunterschiede bei Spontanproliferation nach 72 Stunden

Zunachst wurde in OCI-AML3 Zellen, deren charakteristisches Merkmal eine NPM1-Mutation ist, die
Auswirkung der Expression einer FLT3-ITD auf das Proliferationsverhalten der Zellen untersucht. Es
ist bekannt, dass der Erwerb einer FLT3-ITD Mutation im FLT3-Gen eine faktorunabhangige
Zellproliferation hervorruft [84]. In einem ersten Versuch wurde deshalb die Zellzahl nativer
OCI-AML3 sowie transgener, polyklonaler OCI-AM3 Zelllinien nach 72-stlindiger Kultivierung mit
unterschiedlichen Konzentrationen an FKS bestimmt. Es konnten jedoch keine Wachstums-
unterschiede festgestellt werden (siehe Abbildung 17A). Native OCI-AML3 sowie alle transgenen,
polyklonalen OCI-AML3 Zelllinien wuchsen bei 20% FKS auf eine Zelldichte von 2,0-2,1 x 10° Zellen
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pro Milliliter, bei 5% FKS auf 1,8 x 10° Zellen pro Milliliter, bei 1,25% FKS auf 1,0-1,2 x 10 Zellen pro
Milliliter und bei 0,3% FKS auf nur noch 0,8-0,9 x 10° Zellen pro Milliliter. Somit traten keine
signifikanten Wachstumsunterschiede zwischen nativen OCI-AML3 und den transgenen, polyklonalen
OCI-AML3 Zelllinien auf.

Unter der Annahme, dass die transgenen, monoklonalen OCI-AML3 Zellinien mit zunehmendem
ITD/WT-Verhiltnis starker spontan proliferieren, wurde der Versuch bei 20% FKS mit monoklonalen
OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinen, die unterschiedliche ITD/WT-Verhéltnisse aufwiesen, wiederholt.
Erneut konnten keine signifikanten Wachstumsunterschiede festgestellt werden (siehe Abbildung
17B). Die p-Werte (t-Test) liegen beim Vergleich der Gruppen ITD/WT< 1, ITD/WT =1, ITD/WT>1
untereinander zwischen 0,285 und 0,472.
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Abbildung 17: 72-Stunden-Proliferation nativer OCI-AML3 und der transgenen, poly- sowie monoklonalen OCI-AML3
Zelllinien. 2 x 10° Zellen pro Milliliter MEM a versetzt mit FKS, 50 U/ml Penicillin sowie 50 pg/ml Streptomycin wurden
ausgesat und nach 72 Stunden Inkubation bei 37°C die Lebendzellzahl pro Milliliter nach der Trypanblau-Methode
(Vi-CELL™ XR) bestimmt. (A) Native OCI-AML3 und die transgenen, polyklonalen OCI-AML3 Zelllinien wurden unter
Anwesenheit von 20%, 5%, 1,25% oder 0,3% FKS kultiviert. Dargestellt sind die Mittelwert und Standardabweichung der
Lebendzellzahl pro Milliliter von vier unabhéngigen Versuchen. (B) Die monoklonalen OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinien wurden
mit 20% FKS kultiviert. Gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung der Lebendzellzahl pro Milliliter von zwei
unabhdngigen Versuchen.
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4.1.3.2 Kompetitiver Wachstumsvorteil der OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinien bei
Langzeitproliferation in vitro

In einem weiterfihrenden kompetitiven Langzeitproliferationsversuch, der in Abbildung 18
dargestellt ist, wurden native OCI-AML3 mit einer transgenen, polyklonalen oder monoklonalen
OCI-AML3 Zelllinie in unterschiedlichen Verhaltnissen gemischt. Die Zellen wurden Uber mehrere
Wochen kokultiviert. Im FACS wurde wochentlich der prozentuale Anteil GFP-positiver Zellen an der
Gesamtmenge der Zellen ermittelt. Dabei wurde sich die Eigenschaft zunutze gemacht, dass die
transgenen, polyklonalen und monoklonalen OCI-AML3 Zelllinien GFP koexprimieren und native
OCI-AML3  keinen  Fluoreszenzmarker  besitzen. Eine  Ubersicht der untersuchten
Mischungsverhaltnisse gibt Tabelle 21.
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Abbildung 18: Versuchsaufbau der kompetitiven Langzeitproliferation von nativen OCI-AML3 versus der transgenen,
polyklonalen oder monoklonalen OCI-AML3 Zelllinien. Native OCI-AML3 wurden mit transgenen, polyklonalen oder
monoklonalen OCI-AML3 in unterschiedlichen Verhiltnissen gemischt. Eine detaillierte Ubersicht (iber alle untersuchten
Mischungen gibt Tabelle 21. Wochentlich wurde der Anteil GFP-positiver Zellen an der Gesamtmenge der Zellen im FACS
bestimmt. Eine Unterscheidung zwischen nativen OCI-AML3 und transgenen, polyklonalen oder monoklonalen OCI-AML3
Zelllinien war moglich, da die transgenen, polyklonalen oder monoklonalen OCI-AML3 Zelllinien im Gegensatz zu nativen
OCI-AML3 einen Fluoreszenzmarker (GFP) besitzen.

Tabelle 21: Ubersicht iiber alle untersuchten Mischungen und deren Verhiltnisse im Rahmen der kompetitiven
Langzeitproliferation nativer OCI-AML3 versus der transgenen, polyklonalen oder monoklonalen OCI-AML3 Zelllinien.
dunkelgrau: native OCI-AML3; griin: transgene, polyklonale oder monoklonale OCI-AML3 Zelllinien

OCI-AML3 | OCI-AML3 | OCI-AML3 | OCI-AML3 | OCI-AML3 | OCI-AML3 | OCI-AML3

OCI-AML3 | OCI-AML3 | OCI-AML3 | OCI-AML3 | OCI-AML3 | OCI-AML3 | OCI-AML3

pCDH FLT3-WT FLT3- FLT3-ITD- | FLT3-ITD- | FLT3-ITD- | FLT3-ITD-
NPOS low (2) low (16) high (8) high (17)

1:10n:1 1:1On:1 1:10n=1 1:10n=1 1110n:1

1:1 n=1 1:1 n=1 1:1 n=4 1:1 n=2 1:1 n=2 1:1n:2 1:1n=3

10:1 n=1 10:1 n=1 10:1 n=5 10:1 n=2 10:1 n=2 10:1 n=2 10:1 n=3
30:1 n=4 30:1 n=2 30:1 n=2 30:1 n=2 30:1 n=3
50:1

Bei den Mischungen von nativen OCI-AML3 mit transgenen, polyklonalen OCI-AML3 Zelllinien ergab
sich ein kompetitiver Wachstumsvorteil der OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen gegenilber nativen
OCI-AML3, der fir alle Mischungsverhaltnisse (aufer 1:10) bereits ab der zweiten Woche der
Kokultur zu erkennen war (siehe Abbildung 19). Bei einem Mischungsverhéltnis von 1:10 (Daten nicht
gezeigt) war der Wachstumsvorteil erst nach vier bis flinf Wochen zu erkennen. Nach zehn Wochen
Kokultur waren 99% der Zellen transgenen Ursprungs (OCI-AML3 FLT3-NPQOS).
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In mehreren unabhéangigen Versuchen (iberwuchsen die OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen die nativen
OCI-AML3 deutlich. Abbildung 19 zeigt die Mittelwerte und die Standardabweichungen aus diesen
Versuchen, Abbildung 20 einen reprasentativen Versuch des Mischungsverhaltnisses 10:1.
Ausgehend vom Verhéltnis 10:1 machten die OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen im Mittel nach acht
Wochen prozentual mehr als die Halfte der Zellen der Kokultur aus (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 19: Woéchentliche Zunahme des prozentualen Anteils der OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen an der Gesamtmenge
der Zellen in Mischungen mit nativen OCI-AML3. Aus allen durchgefiihrten Versuchen mit den 1:1, 10:1, 30:1 und 50:1
Mischungen von nativen OCI-AML3 mit OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen
des prozentualen Anteils der GFP-positiven OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen an der Gesamtmenge der Zellen ermittelt und sind
gezeigt. Mit Ausnahme des Mischungsverhaltnis 50:1 (n=1) gilt: Woche 0-6 n >4, Woche 7-10 n = 3, Woche 11-12 n=1.
*p<0,05 (1:1 ab Woche 2; 10:1 ab Woche 1; 30:1 Woche 2-5)

Da fir alle Mischungsverhdltnisse von nativen OCI-AML3 zu transgenen, polyklonalen oder
monoklonalen OCI-AML3 Zelllinien dquivalente Ergebnisse erzielt wurden, sind im Folgenden die
Ergebnisse des Mischungsverhiltnisses 10:1 repradsentativ dargestellt.
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Bei der Mischung nativer OCI-AML3 mit OCI-AML FLT3-WT Zellen blieb das Mischungsverhaltnis von
1:1 und 10:1 Gber die ersten Wochen konstant. Erst nach sechs Wochen zeigten die OCI-AML3
FLT3-WT Zellen einen schwachen Proliferationsvorteil gegeniber nativen OCI-AML3, der sich bis zum
Ende der Kokultur fortsetzte. Am Ende der Kokultur (nach zehn Wochen) war der Anteil an OCI-AML3
FLT3-WT Zellen um 32,7% (1:1) bzw. 32,2% (10:1) gestiegen. Beim Mischungsverhaltnis 1:10 war erst
sieben Wochen nach Versuchsstart ein schwacher Wachstumsvorteil der OCI-AML3 FLT3-WT Zellen
zu verzeichnen. Abbildung 20B zeigt das Ergebnis des Mischungsverhaltnisses 10:1.

Alle untersuchten Mischungsverhaltnisse der nativen OCI-AML3 mit der Vektorkontrolle pCDH
blieben iber die gesamte Dauer des Versuchs unverandert (fiir das Mischungsverhiltnis 10:1 siehe
Abbildung 20A).
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Abbildung 20: Kompetitive Langzeitproliferation nativer OCI-AML3 mit transgenen, polyklonalen OCI-AML3 Zelllinien.
Native OCI-AML3 wurden im Verhdltnis 10:1 mit OCI-AML3 pCDH Zellen (A), OCI-AML3 FLT3-WT Zellen (B) oder
OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen (C) gemischt und fur 10 Wochen kokultiviert. Alle zwei bis drei Tage wurden die Zellen
gesplittet und dabei gut durchmischt. Einmal wochentlich wurde der prozentuale Anteil GFP-positiver (OCI-AML3 pCDH,
OCI-AML3 FLT3-WT oder OCI-AML3 FLT3-NPOS) und GFP-negativer (OCI-AML3) Zellen durchflusszytometrisch bestimmt und
ist hier dargestellt.

Zusammenfassend zeigten OCI-AML3 FLT3-WT Zellen einen schwachen und OCI-AML3 FLT3-NPOS
Zellen einen deutlichen Proliferationsvorteil gegentiber nativen OCI-AML3.

Unter der Annahme, dass mit zunehmendem ITD/WT-Verhaltnis der Proliferationsvorteil der
OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinien gegeniiber nativen OCI-AML3 Zellen steigt, wurden native OCI-AML3

mit monoklonalen OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinien gemischt und tGber mehrere Wochen kokultiviert.
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Stellvertretend wurden hierzu je zwei Mischungen aus nativen OCI-AML3 und monoklonalen
OCI-AML3 FLT3-ITD Zellen mit niedrigem sowie mit hohem ITD/WT-Verhaltnis verwendet und mit
einer Mischung aus nativen OCI-AML3 und polyklonalen OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen verglichen.
Reprasentativ ist das Mischungsverhaltnis 10:1 von nativen OCI-AML3 zu transgenen, polyklonalen
oder monoklonalen  OCI-AML3 FLT3-ITD  Zellen  dargestellt  (siehe  Abbildung  21).
OCI-AML3 FLT3-ITD-high Zelllinien lberwuchsen native OCI-AML3 schneller als polyklonale
OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen mit niedrigerem ITD/WT-Verhaltnis. Der Anteil an OCI-AML3
FLT3-ITD-low Zellen hingegen, die ein ITD/WT-Verhaltnis deutlich kleiner eins, sogar kleiner 0,5
aufweisen, nahm in allen Mischungen kontinuierlich ab und ging nach mehreren Wochen in Kokultur
gegen null bzw. bei einem Ausgangsverhaltnis von 1:10 gegen Werte <10%.
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Abbildung 21: Zunahme des kompetitiven Wachstumsvorteils der transgenen, polyklonalen oder monoklonalen
OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinien gegeniiber nativen OCI-AML3 mit steigendem ITD/WT-Verhaltnis. Native OCI-AML3 wurden
im Verhaltnis 10:1 mit polyklonalen OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen oder mit monoklonalen OCI-AML3 FLT3-ITD-low bzw. -high
Zelllinien gemischt und fiir 10 Wochen kokultiviert. Alle zwei bis drei Tage wurden die Zellen gesplittet und dabei gut
durchmischt.  Einmal  wochentlich  wurde der prozentuale Anteil  GFP-positiver (OCI-AML3 FLT3-NPOS,
OCI-AML3 FLT3-ITD-low oder OCI-AML3 FLT3-ITD-high) und GFP-negativer (OCI-AML3) Zellen durchflusszytometrisch
bestimmt. Der Anteil GFP-positiver Zellen ist dargestellt. Gezeigt ist ein von zwei bis drei unabhdngigen Ergebnissen.

Zusammenfassend konnte fir alle untersuchten Mischungsverhaltnisse bestatigt werden, dass die
monoklonalen OCI-AML3 FLT3-ITD-high Zelllinien, die ein groReres ITD/WT-Verhaltnis haben als die
polyklonalen OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen, auch einen groReren kompetitiven Wachstumsvorteil
haben.

Um zu ermitteln, ob der kompetitive Wachstumsvorteil der transgenen, polyklonalen oder
monoklonalen OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinien gegeniiber nativen OCI-AML3 durch die FLT3-ITD
gesteuert wird, wurden erneut Mischungen aus nativen OCI-AML3 und transgenen, polyklonalen
oder monoklonalen OCI-AML3 FLT3-ITD Zellen generiert und tGber mehrere Wochen kokultiviert. Den
Mischungen wurde kontinuierlich 20 nM AC220, ein selektiver Proteintyrosinkinase-Inhibitor [257]
zugesetzt. Eine detaillierte Ubersicht tiber alle untersuchten Mischungen mit AC220 gibt Tabelle 22.
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Tabelle 22: Ubersicht iiber alle untersuchten Mischungen und deren Verhiltnisse im Rahmen der kompetitiven
Langzeitproliferation nativer OCI-AML3 versus der transgenen, polyklonalen oder monoklonalen OCI-AML3 Zelllinien mit
AC220. dunkelgrau: native OCI-AML3; griin: transgene, polyklonale oder monoklonale OCI-AML3

OCI-AML3 | OCI-AML3 | OCI-AML3 | OCI-AML3 | OCI-AML3 | OCI-AML3 | OCI-AML3
OCI-AML3 | OCI-AML3 | OCI-AML3 | OCI-AML3 | OCI-AML3 | OCI-AML3 | OCI-AML3
pCDH FLT3-WT FLT3- FLT3-ITD- | FLT3-ITD- | FLT3-ITD- | FLT3-ITD-
NPOS low (2) low (16) high (8) high (17)

+AC220 +AC220 +AC220 +AC220 +AC220

1:10 0 1:10 0

1:1 n=2 1:1 n=1 1:1 n=1 1:1 n=1 1:1 n=2

10:1 n=2 10:1 n=1 10:1 n=1 10:1 n=1 10:1 n=2

30:1 n=2 30:1 n=1 30:1 n=1 30:1 n=1 30:1 n=2

Mischungen mit OCI-AML3 FLT3-ITD-low Zelllinien wurden von AC220 nicht beeinflusst. Die Zellzahl
an GFP-positiven Zellen nahm in gleicher Weise ab wie bei Ansatzen ohne AC220. Dagegen reagierten
OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen und die OCI-AML3 FLT3-ITD-high (8) bzw. (17) Zelllinie, obwohl
unterschiedlich stark, in gleicher Weise auf den Inhibitor. In den ersten drei Wochen stagnierte
(OCI-AML3 FLT3-ITD-high (8)) bzw. nahm ihr prozentualer Anteil an der Kokultur ab
(OCI-AML3 FLT3-NPOS; FLT3-ITD-high (17)). In Woche vier bzw. Woche sieben (iberschritten
OCI-AML3 FLT3-ITD-high (8) Zellen bzw. OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen ihre Ausgangsmenge an der
Gesamtmenge der Zellen deutlich. Dies galt fiir alle getesteten Mischungsverhaltnisse. OCI-AML3
FLT3-ITD-high (17) Zellen Uberschritten erst in Woche 9 den Wert 3,33% (30:1) bzw. in Woche zehn
den Wert 10% (10:1). Der Ausgangswert von 50% (1:1) war nach 10 Wochen noch nicht iberschritten
(45,8%). Diese Ergebnisse sind in Abbildung 22 dargestellt.
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Abbildung 22: Kompetitives Wachstumsverhalten der transgenen, polyklonalen oder monoklonalen OCI-AML3 FLT3-ITD
Zelllinien gegeniiber nativen OCI-AML3 bei stindiger Anwesenheit des FLT3-Inhibitors AC220. Native OCI-AML3 wurden
im Verhaltnis 10:1 mit polyklonalen OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen oder mit monoklonalen OCI-AML3 FLT3-ITD-low bzw. -high
Zelllinien gemischt und fir zehn Wochen unter standiger Anwesenheit von 20 nM AC220 kokultiviert. Alle zwei bis drei Tage
wurden die Zellen gesplittet und dabei gut durchmischt. Einmal wochentlich wurde der prozentuale Anteil GFP-positiver
(OCI-AML3 FLT3-NPOS, OCI-AML3 FLT3-ITD-low oder OCI-AML3 FLT3-ITD-high) und GFP-negativer (OCI-AML3) Zellen
durchflusszytometrisch bestimmt. Der prozentuale Anteil GFP-positiver Zellen eines Versuchs ist dargestellt.
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Alle Zelllinien mit einem ITD/WT-Verhiltnis von gréRer eins reagierten nur anfinglich auf den
FLT3-Inhibitor AC220 und proliferierten spater wieder starker als native OCI-AML3. Der kompetitive
Wachstumsvorteil der OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen und OCI-AML3 FLT3-ITD-high Zelllinien gegeniiber
nativen OCI-AML3 kann durch den FLT3-Inhibitor AC220 nur Ulber eine gewisse Dauer gehemmt
werden.

AML-Patienten, die Uber einen ldngeren Zeitraum mit AC220 behandelt werden, entwickeln haufig
Resistenzmutationen gegeniiber AC220 [258]. Deshalb wurde nach zehnwochiger Kokultur unter
standiger Anwesenheit von 20 nM AC220 die mRNA aus den Zellen isoliert, in cDNA umgeschrieben
und mittels PCR der Bereich des FLT3-Gens amplifiziert, in dem die bekannten Resistenzmutationen
D676, F691, G697, D835, D839 und Y842 auftreten. Die Sequenzierung des aufgereinigten PCR-
Produktes ergab keine AC220 Resistenzmutation. So konnten bekannte AC220 Resistenzmutationen
[258-260] als Grund fiir die einsetzende zunehmende Proliferation der OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen
bzw. der OCI-AML3 FLT3-ITD-high Zelllinien ausgeschlossen werden.

Zusammenfassend |ldsst sich formulieren, dass je groRer das ITD/WT-Verhiltnis der
OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinien ist, desto groRer ist ihr kompetitiver Wachstumsvorteil gegeniber
nativen OCI-AML3. Dieser Proliferationsvorteil kann teilweise durch Zugabe von 20 nM AC220
gehemmt werden.

4.1.3.3 Kompetitiver Wachstumsvorteil der OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen bei
Proliferation in vivo

In einem weiteren Schritt wurde der kompetitive Wachstumsvorteil der polyklonalen

OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen auch in vivo untersucht.

4.1.3.3.1 Bestimmung der Applikationsroute und der applizierten Zellzahl

Quentmeier et al. applizierten in einer Untersuchung 2-5x 10’ OCI-AML3 Zellen subkutan in
NOD/SCID-M&use und beobachteten das Anwachsen der Zellen [253]. In der vorliegenden Arbeit
wurden NSG-Mause verwendet. Um in NSG-Mé&usen die beste Applikationsroute und optimale Zahl
zu applizierender Zellen zu ermitteln, wurden zwei Vorversuche durchgefiihrt. In beiden Versuchen
wurden den Mausen OCI-AML3 Zellen verabreicht, die transgen ein Luciferase-Gen exprimieren. Der
Verlauf des Anwachsens der OCI-AML3 Zellen in den Mausen konnte somit in regelmaRigen
Abstanden per Biolumineszenzbildgebung, dem sogenannten Imagen, beobachtet werden. Das
Imagen wurde von der Arbeitsgruppe Prof. |. Jeremias (Helmholtz Zentrum Minchen) durchgefihrt.
Der Vergleich verschiedener Applikationsrouten (intravends, intrafemoral, intraperitoneal und
subkutan) ergab, dass nur bei intravendser (i.v.) Gabe die OCI-AML3 Zellen Uberwiegend wie
gewinscht das Knochenmark infiltrieren. Bei einer Maus konnten bei intravendser Applikation sogar
60% leukdmische OCI-AML3 im Knochenmark nachgewiesen werden. Zum Vergleich dazu lag dieser
Wert bei den anderen Applikationsrouten nur zwischen 0,2-3,2% (Daten nicht gezeigt). Deshalb
wurde fir folgende Versuche die intravendse Applikationsroute gewdahlt. Dabei wurden die Zellen in
die Schwanzvene der Mduse injiziert. Die angegebenen Zahlenwerte beziehen sich auf Tag 25 nach
Verabreichung von 10°-107 Zellen. An Tag 25 mussten die Tiere aufgrund ihres Gesundheitszustandes
getodtet werden. Zur Ermittlung der minimalen Zellzahl, bei der die Zellen noch anwachsen, wurde die
applizierte Zellzahl variiert. Dies sollte dazu dienen, das Zeitfenster bis zur Erkrankung der Maus zu
verlangern. Hierzu wurden den M&usen 107, 10° und 103 Zellen i.v. injiziert. Je zwei M&use erhielten
die gleiche Anzahl an Zellen. Die OCI-AML3 Zellen wuchsen in allen Tieren an. Je mehr Zellen injiziert
wurden, desto kiirzer war die Latenzzeit. Bei 107 Zellen mussten die Tiere krankheitsbedingt nach
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24 Tagen, bei 10° Zellen nach 31 Tagen (eine Maus ist an Tag 26 in Narkose verstorben) und bei
102 Zellen erst nach 35 Tagen getotet werden.

4.1.3.3.2 Untersuchung des Wachstumsvorteils von OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen in vivo

Um zu untersuchen, ob der kompetitive Wachstumsvorteil von polyklonalen OCI-AML3 FLT3-NPOS
Zellen gegeniiber nativen OCI-AML3 auch in vivo besteht, wurden Mischungen aus beiden Zelllinien
in Mause injiziert. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 23 grafisch dargestellt.
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Abbildung 23: Versuchsaufbau der kompetitiven Langzeitproliferation von nativen OCI-AML3 versus polyklonaler
OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen in vivo. Native OCI-AML3 wurden mit polyklonalen OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen im Verhaltnis
1:1 oder 10:1 gemischt und NSG-Miusen intravends appliziert. Eine detaillierte Ubersicht iber alle untersuchten
Mischungen gibt Tabelle 23. Nach 4-6 Wochen erkrankten die Mduse und mussten getdtet werden. Die Zellen wurden aus
Knochenmark, Leber und Milz isoliert. Eine Oberflachenfarbung mit einem APC-markierten CD45-Antikorper erlaubte die
Unterscheidung humaner von murinen Zellen im FACS. Eine Unterscheidung zwischen nativen OCI-AML3 und polyklonalen
OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen war moglich, da die polyklonalen OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen im Gegensatz zu nativen
OCI-AML3 einen Fluoreszenzmarker (GFP) besafRen. Der Anteil GFP-positiver Zellen an der Gesamtmenge der humanen
Zellen im FACS wurde ermittelt.

Tabelle 23: Ubersicht {iber alle in vivo untersuchten Mischungen und deren Verhiltnisse im Rahmen der kompetitiven
Langzeitproliferation nativer OCI-AML3 versus polyklonaler OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen. Die ersten beiden Zeilen zeigen
die Mause aus dem ersten, die letzten vier Zeilen die Mause aus dem zweiten Versuch.

Mischungsverhiltnis Applizierte Anzahl der | Tage bis Analyse

OCI-AML3 : OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellzahl Mause

1:1 103 3 kein Engraftment; 101 Tage
10:1 103 3 kein Engraftment; 101 Tage
1:1 10° 2 verstorben; 41 Tage

1:1 108 1 29 Tage

10:1 10° 2 39 Tage

10:1 106 1 39 Tage
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Da im Vorversuch 10% Zellen angewachsen waren, wurden in einer ersten Untersuchung der
kompetitiven Proliferation von nativen OCI-AML3 und polyklonaler OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen je
drei Mausen 103 Zellen in einem Mischungsverhiltnis von 1:1 bzw. 10:1 appliziert. Wider Erwarten
waren die Zellen auch nach 101 Tagen in keiner der Mause angewachsen. Eine Analyse der humanen,
leukamischen Zellen in Knochenmark, Leber und Milz der Mduse ergab sehr geringe Werte von
1,25%, 0,24% und 1,18%. Deshalb wurden in einem weiteren Versuch den Mausen die gleichen
Mischungen gespritzt, jedoch die Gesamtzellzahl auf 10° (je zwei M&use) bzw. 10° (je eine Maus)
erhodht. Eine Maus starb wiahrend des Versuchs (1:1; 10°) und konnte nicht analysiert werden. Die
Todesursache wurde nicht untersucht. Alle anderen Mause erkrankten 29-41 Tage nach Applikation
der Zellmischungen. Es bestand kein Zusammenhang zwischen applizierter Zellzahl und Latenzzeit.
Deshalb wurde bei der Auswertung nicht nach applizierter Zellzahl unterschieden. Die erkrankten
Mause zeigten Lahmungserscheinungen an den Hinterldaufen. Beim ersten Auftreten der
Lahmungserscheinungen wurden sie getotet und die Zellen aus Knochenmark, Leber und Milz isoliert
und analysiert. Die isolierten Zellen wurden mit einem humanen APC-markierten CD45-Antikdrper
gefarbt, um humane und murine Zellen durchflusszytometrisch voneinander zu unterscheiden. Dies
wurde in einem Vorversuch kontrolliert, in dem humane OCI-AML3 Zellen mit murinen Ba/F3 Zellen
in definierten Verhaltnissen gemischt und die Mischungen mit diesem Antikorper gefarbt wurden.
Bei der Analyse im FACS wurden die eingesetzten Mengenverhdltnisse beider Zelllinien exakt
wiedergefunden (Daten nicht gezeigt). Eine Unterscheidung zwischen nativen OCI-AML3 und
polyklonalen OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen war aufgrund des GFP der transgenen Zellen moglich. In
Abbildung 24 dargestellt sind die prozentualen Anteile GFP-positiver und GFP-negativer Zellen des
Mischungsverhaltnisses 10:1 im Knochenmark, der Leber und Milz. In allen drei Kompartimenten
konnte der kompetitive Wachstumsvorteil der polyklonalen OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen gegeniiber
nativen OCI-AML3 bestatigt werden. Am starksten ausgeprdgt war dieser mit einem Anstieg auf
durchschnittlich 53,6% im Knochenmark.
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Abbildung 24: Kompetitiver Wachstumsvorteil der polyklonalen OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen gegeniiber nativen
OCI-AML3 in vivo. Dargestellt ist der prozentuale Anteil GFP-positiver (OCI-AML3 FLT3-NPOS) sowie GFP-negativer
(OCI-AML3) humaner, leukdmischer Zellen, die aus dem Knochenmark, der Leber und der Milz isoliert wurden. Gezeigt ist
jeweils der Mittelwert von drei Mausen. t=0 bezeichnet das Mischungsverhaltnis zum Zeitpunkt der Injektion.
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Auch in einer der beiden Mause des Mischungsverhaltnisses 1:1 vermehrten sich die polyklonalen
OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen starker als native OCI-AML3. In allen drei untersuchten Organen
nahmen sie gleich stark von 50% auf 72,5-75,7% zu. Bei der anderen Maus hingegen, ging der
prozentuale Anteil an polyklonalen OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen im Vergleich zur Ausgangsmischung
zurlick. Insgesamt hatten zwei Mause auBerdem einen soliden Tumor im Bauchraum, der bei einer
Maus zu 98,9% aus OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen und bei der anderen Maus zu 99,3% aus nativen
OCI-AML3 bestand.

Die 1:1 und 10:1 Mischungen, die den Mausen gespritzt wurden, wurden parallel auch in vitro
kultiviert. Auch in vitro Gberwuchsen wie erwartet die polyklonalen OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen die
nativen OCI-AML3. An Tag 41 nach Injektion in die Maus waren in vitro der prozentuale Anteil der
polyklonalen OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen von 50% auf 88,1% bzw. von 10% auf 52,2% gestiegen
(Daten nicht gezeigt).

4.1.3.4 Apoptoseverhalten unbehandelter und behandelter OCI-AML3 Zelllinien

Da der aktivierte FLT3-Rezeptor nicht nur pro-proliferative, sondern auch anti-apoptotische Aktivitat
besitzt [74, 261-263], wurde zur weiteren Charakterisierung des Phanotyps neben der Proliferation
auch die Apoptose der transgenen, polyklonalen OCI-AML3 Zelllinien untersucht. Die
Spontanapoptoserate nativer OCI-AML3 und der transgenen, polyklonalen OCI-AML3 Zelllinien
wurde nach 72 Stunden durch Farbung der Zellen mit Annexin V und 7-AAD durchflusszytometrisch
gemessen und der Anteil an friih-, spat- sowie gesamtapoptotischen Zellen bestimmt. Die Messung
wurde in zwei unabhéngigen Versuchen wiederholt. Da keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Zelllinien festgestellt werden konnten, sind die Daten nicht gezeigt.

Da AML-Patienten mit einer FLT3-ITD schlecht auf die Standard-Chemotherapie ansprechen [264],
wurde das Zellmodell genutzt, um die apoptotische Wirkung verschiedener Zytostatika (Cytarabin,
Daunorubicin) und Inhibitoren (Multikinase-Inhibitor Sorafenib und FLT3-Inhibitor AC220) auf
OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen im Vergleich zu nativen OCI-AML3 und OCI-AML3 FLT3-WT Zellen sowie
der Verktorkontrolle zu untersuchen. Hierzu wurden die Zellen fiir 72 Stunden mit verschiedenen
Konzentrationen der Substanzen (siehe Tabelle 24) behandelt und anschlieBend die spezifische
Apoptose im FACS gemessen (siehe hierzu 3.2.1.16). Im Rahmen einer Dosis-Wirkungskurve von
Cytarabin und Daunorubicin wurden native OCI-AML3 und die transgenen, polyklonalen OCI-AML3
Zelllinien auflerdem mit 0, 0,5, 1, 2,5, 5, 10, 15, 20 und 25 uM Cytarabin bzw. mit 0, 10, 20, 30, 40,
50, 100, 500 und 1000 uM Daunorubicin kultiviert. Die Zelllinien zeigten fiir alle Substanzen und
Konzentrationen keine Unterschiede im Ansprechen auf die Substanzen (Daten nicht dargestellt).

Tabelle 24: Liste der verwendeten Substanzen und Konzentrationen

Bezeichnung Wirkungsweise Konzentrationen
AC220 FLT3-Inhibitor 10nM, 33nM, 100nM
Cytarabin Zytostatikum 1uM, 25uM
Daunorubicin Zytostatikum 0,1uM, 1uM
Sorafenib Multikinase-Inhibitor 10uM, 20uM
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4.1.3.5 Genexpressionsanalyse in Abhangigkeit des ITD/WT-Verhiltnisses

4.1.3.5.1 In AML-Patienten mit normalem Karyotyp und NPM1-Mutation

Um differentiell exprimierte Gene in Abhangigkeit des ITD/WT-Verhaltnisses zu untersuchen, wurde
das Genexpressionsprofil (GEP) von 91 NPM1-mutierten AML-Patienten mit normalem Karyotyp
analysiert. Die Patienten wurden analog zu Schneider et al. [240] anhand ihres ITD/WT-Verhaltnisses
der leukdmischen Blasten in drei Gruppen aufgeteilt: Patienten mit FLT3-WT ohne FLT3-ITD (0; WT),
Patienten mit niedriger FLT3-ITD-Last (0,01-0,49; low) und Patienten mit hoher FLT3-ITD-Last (=0,5;
high). Die WT-Gruppe umfasste 47 Patienten, die low-Gruppe 21 Patienten und die high-Gruppe
23 Patienten. Die Erhebung aller Daten erfolgte im Rahmen der AMLCG 99 Studie. Die Auswertung
der Genexpressionsdaten wurde von Dipl.-Math. Vindi Jurinovic vom Institut flir medizinische
Informationsverarbeitung, Biometrie und Epidemiologie der Ludwig-Maximilians-Universitat
Minchen durchgefihrt (siehe 3.2.4.2). Als signifikant dereguliert wurden nur Gene mit einem
adjustierten p-Wert von <0,05 und einem Fold Change (FC) von 21,5 (hochreguliert) bzw. <-1,5
(herunterreguliert) angesehen. In der low-Gruppe war im Vergleich zur WT-Gruppe die Expression
von finf Genen signifikant hoch- und von acht Genen signifikant herunterreguliert. In der high-
Gruppe war im Vergleich zur WT-Gruppe die Expression von 23 Genen signifikant hoch- und von zehn
Genen signifikant herunterreguliert. Diese Gene sind in Tabelle 25 aufgelistet. Bis auf TUBB2A waren
alle Gene, die beim Vergleich der low- mit der WT-Gruppe signifikant dereguliert waren, auch beim
Vergleich der high- mit der WT-Gruppe unter den signifikant deregulierten Genen. Beim Vergleich
der high-Gruppe mit der low-Gruppe waren keine Gene differentiell exprimiert. In der Heatmap ist
ein sehr ahnliches Muster zwischen der low- und der high-Gruppe zu erkennen (siehe Abbildung 25).
Auffallig ist, dass das GEP von finf Patienten aus der high-Gruppe dem GEP der Patienten aus der
WT-Gruppe gleicht. Aufgrund der in der Routinediagnostik dieser Patienten erhobenen Daten
wurden keine Auffalligkeiten festgestellt, die diese fiinf Patienten von anderen Patienten mit hohem
ITD/WT-Verhiltnis unterscheiden.

GPR56

FAM92A1
MIR155HG

TOMIL1
TM4SF1
P2RY14

SCNIA
RFTN1

Cliorf27 blau: herunterreguliert
COMMD7 gelb: hochreguliert

Abbildung 25: Heatmap der 50 signifikantesten differentiell exprimierten Gene in Abhingigkeit des ITD/WT-Verhiltnisses
in NPM1-mutierten AML-Patienten mit normalem Karyotyp. Insgesamt wurden 91 Patienten untersucht. Die Patienten
wurden mit kontinuierlich aufsteigendem ITD/WT-Verhaltnis von links nach rechts angeordnet. Die roten Linien grenzen die
WT-Gruppe (nur FLT3-WT; ITD/WT-Verhéltnis = 0), die low-Gruppe (ITD/WT-Verhiltnis 0,01-0,49) und die high-Gruppe
(ITD/WT-Verhiltnis > 0,5) voneinander ab. Der Fold Change blieb in dieser Auswertung unberticksichtigt.
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Tabelle 25: Liste der differentiell exprimierten Gene in Abhingigkeit des ITD/WT-Verhiltnisses bei NPM1-mutierten
AML-Patienten mit normalem Karyotyp. Das Genexpressionsprofil von Patienten mit FLT3-WT ohne FLT3-ITD (0; WT), von
Patienten mit niedriger FLT3-ITD-Last (0,01-0,49; low) und von Patienten mit hoher FLT3-ITD-Last (20,5; high) nach
Schneider et al. [240] wurde miteinander verglichen. Signifikant deregulierte Gene (adjustierter p-Wert <0,05; FC>1,5 bzw.
FC<-1,5) sind aufgelistet. Fett gedruckt sind Gene, die sowohl beim Vergleich der low- als auch der high-Gruppe mit der
WT-Gruppe signifikant dereguliert waren. FC: Fold-change; adj. adjustiert; N/A nicht annotiert

low versus WT high versus WT high versus low
Gen adj. p-Wert FC [Gen adj. p-Wert FC |Gen adj. p-Wert FC
HISTIH3D 2,92E-03 4,16 | SOCS2 3,12E-14 7,58 | keine
S0CSs2 6,04E-07 4,05 |LAPTM4B 5,24E-09 6,08
ENPP2 3,05E-06 3,57 | MYO5C 9,58E-12 3,87
FAM92A1 4,43E-09 2,99 | ENPP2 9,35E-08 3,75
LAPTM4B  3,20E-03 2,89 | BCAT1 7,02E-12 3,72
TUBB2A 4,21E-03 -2,88| FAM92A1 2,19E-13 3,67
SLC4A1 3,79E-03 -2,90|SHIP1 1,44E-06 3,67
CA1 6,18E-03 -2,94(CYTL1 4,25E-04 3,63
HBM 8,71E-03 -3,02 | MRC1 6,77E-07 3,56
SELENBP1 4,21E-03 -3,09 | NPTX2 2,09E-04 3,53
EPB42 3,39E-03 -3,39| GUCY1A3 5,83E-07 3,48
AHSP 3,88E-03 -3,66 | HISTIH3D 1,66E-03 3,42
ALAS2 6,94E-03 -3,68 | KIAAO125 1,01E-04 3,38
CFH 1,16E-09 3,27
P2RY14 1,04E-06 3,21
TRBV27 5,09E-04 3,18
CLU 2,77E-05 3,11
N/A 3,52E-08 3,11
MIR155HG  9,07E-06 3,09
LOC401097 8,73E-05 2,96
CXCL3 1,49E-03 2,93
GAS2 1,56E-05 2,89
KDELC1 1,71E-07 2,83
SLC6AS8 8,71E-05 -2,87
HBA2 3,86E-04 -2,95
HBA1 6,07E-04 -3,02
SLC4A1 1,90E-04 -3,23
SELENBP1 1,54E-04 -3,62
EPB42 2,35E-04 -3,65
CA1 1,26E-04 -3,85
HBM 7,13E-05 -4,58
AHSP 7,34E-05 -4,65
ALAS2 1,22E-04 -5,31

4.1.3.5.2 In monoklonalen OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinien
Das Genexpressionsprofil in Abhingigkeit des ITD/WT-Verhéltnisses wurde ebenfalls in den

monoklonalen OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinien mittels RNA-Seq untersucht. Die Genexpression von vier
OCI-AML3 FLT3-ITD-high und vier OCI-AML3 FLT3-ITD-low Zelllinien wurde miteinander verglichen.
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Die Erhebung der Daten erfolgte am Genzentrum Miinchen in der Arbeitsgruppe von Dr. H. Blum. Die
Datenauswertung wurde von Dipl.-Math. Vindi Jurinovic vom Institut flir medizinische
Informationsverarbeitung, Biometrie und Epidemiologie der Ludwig-Maximilians-Universitat
Minchen durchgefihrt (siehe 3.2.4.1). Als signifikant dereguliert wurden nur Gene mit einem
adjustierten p-Wert von <0,05 und einem Fold Change (FC) von 21,5 (hochreguliert) bzw. <-1,5
(herunterreguliert) angesehen. Die Expression von vier Genen war in den OCI-AML3 FLT3-ITD-high
Zelllinien im Vergleich zu den OCI-AML3 FLT3-ITD-low Zelllinien signifikant hochreguliert. Von keinem
Gen war die Expression signifikant herunterreguliert (siehe Tabelle 26). FLT3 war das am starksten
hochregulierte Gen. FLT3 war aufgrund der ITD in OCI-AML3 FLT3-ITD-high Zelllinien vierfach starker
exprimiert als in OCI-AML3 FLT3-ITD-low Zelllinien. Auerdem waren EGR1 (FC: 3,77), IL-8 (FC: 2,98)
und BCYRN1 (FC: 2,72) in OCI-AML FLT3-ITD-high Zelllinien signifikant starker exprimiert.

Tabelle 26: Liste der differentiell exprimierten Gene bei Vergleich der OCI-AML3 FLT3-ITD-high mit den OCI-AML3
FLT3-ITD-low Zelllinien. Mittels RNA-Seq wurde das Genexpressionsprofil von OCI-AML3 FLT3-ITD-high und OCI-AML3
FLT3-ITD-low Zelllinien ermittelt. Die Ergebnisse wurden miteinander verglichen. Signifikant deregulierte Gene (adjustierter
p-Wert £0,05; FC>1,5 bzw. FC<-1,5) sind aufgelistet. FC: Fold-change; adj. adjustiert

high versus low

Gen adj. p-Wert FC

FLT3 4,76E-10 4,09
EGR1 1,35E-07 3,77
IL-8 2,55E-03 2,98
BCYRN1 2,55E-03 2,72

Abbildung 26 zeigt die Heatmap aller signifikant deregulierten Gene vor Adjustierung der p-Werte. Es
fallt auf, dass das GEP einer OCI-AML3 FLT3-ITD-high Zelllinie dem GEP einer OCI-AML3 FLT3-ITD-low
Zelllinie ahnlicher war als dem GEP der anderen OCI-AML3 FLT3-ITD-high Zelllinien. Auch umgekehrt
entsprach das GEP einer OCI-AML3 FLT3-ITD-low Zelllinie eher dem GEP einer OCI-AML3
FLT3-ITD-high Zelllinie. Ordnet man diese Zelllinien der jeweils anderen Gruppe zu und wiederholt die
Analyse, war FLT3 nicht mehr unter den signifikant deregulierten Genen. Dies beweist, dass die
Proben nicht vertauscht wurden und es begriindet die niedrige Zahl an signifikant deregulierten
Genen in der Genexpressionsanalyse der monoklonalen OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinien.

low

high
high
high
high

Abbildung 26: Heatmap aller signifikanten Gene vor Adjustierung der p-Werte bei der Genexpressionsanalyse der
monoklonalen OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinien. Es wurden jeweils vier OCI-AML3 FLT3-ITD-low bzw. —high Zelllinien
untersucht. rot: herunterreguliert; gelb: hochreguliert
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Beim Vergleich der signifikant differentiell exprimierten Gene in den AML-Patienten mit den
signifikant differentiell exprimierten Genen in den Zelllinien gab es keine Ubereinstimmung. Keines
der vier in den Zelllinien signifikant hochregulierten Gene (FLT3, EGR1, IL-8, BCYRN1) war auch in den

AML-Patienten signifikant dereguliert.
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4.2 Transkriptionelle Regulation des FLT3-Promotors

Blasten von Patienten mit AML oder ALL zeigen hiufig eine Uberexpression von FLT3 sowohl auf
mRNA als auch auf Proteinebene [62, 66]. Extrem hohe FLT3-WT-Expressionslevel fihren zur
konstitutiven Aktivierung von FLT3 [265]. AML-Patienten mit (iberexprimiertem FLT3-WT haben eine
ungiinstige Prognose fiir das Gesamtiiberleben [266]. Eine Ursache fiir die Uberexpression von
FLT3-WT konnte in einer erhohten Transkriptionsrate begriindet liegen, welche unter anderem durch
Mutationen in Transkriptionsfaktoren oder im FLT3-Promotor hervorgerufen sein kdnnte. Deshalb
wurde im Folgenden die Wirkung von Transkriptionsfaktoren auf die Promotoraktivitdt des
proximalen Flt3-Promotors mit dem Dual-Luciferase® Reporter Assay System untersucht. Es wurden
die zugehorigen Vektoren der 3.Generation (pGL3) verwendet. Zur Messung der Flt3-
Promotoraktivitdat wurde der F/t3-Promotor an ein firefly-Luciferasegen (Reporter) gekoppelt, dessen
Expression er in Abhdngigkeit des zu untersuchenden Transkriptionsfaktors reguliert. Die Aktivitat
der firefly-Luciferase kann quantifiziert werden und erlaubt Rickschlisse auf die Flt3-
Promotoraktivitdt. Die Reporterkonstrukte sowie die Funktionsweise des Dual-Luciferase® Reporter
Assay Systems sind in 3.2.1.20 naher beschrieben. Als proximaler F/t3-Promotor wurden -901 Basen
upstream der Flt3-Transkriptionsstartstelle in Exon 1 definiert [242].

4.2.1 Identifizierung von hamatopoetischen FLT3-Transkriptionsfaktoren

Mit Hilfe einer Datenbank (Transfac®) und einer Software (Matlnspector) zur Suche nach
Transkriptionsfaktorbindestellen (TFBS) wurde nach Transkriptionsfaktoren (TF) gesucht, die im
proximalen Promotor von FLT3 binden. Matlnspector fand im proximalen Promotor von FLT3
insgesamt 261 TFBS. Bei der Suche wurde mit der Bibliothek , Transcription factor binding sites
(Weight matrices)” gearbeitet. Alle Matrizen der Matrixgruppen ,General Core Promotor Elements*“
und ,, Vertebrates” wurden ausgewahlt. Die ,,Core similarity” betrug 0,75 und die ,,Matrix similarity”
war optimiert. Die gefundenen TFBS konnten nach Gewebe unterschieden werden, darunter das
hdamatopoetische System. 60 der 261 gefundenen TFBS waren TFBS fiir insgesamt
48 hiamatopoetische TF. Fiir manche TF gab es mehrere Bindestellen im proximalen FLT3-Promotor.
Uber die Datenbank Transfac® konnte nicht nach Gewebe diskriminiert werden. Die Matrizengruppe
yvertebrate_non_redundant_minFP“ wurde ausgewahlt. Diese wendet automatisch Cut-off-Kriterien
an, um Falschpositive zu minimieren. Es wurden 45 TFBS gefunden. Insgesamt gab es sieben TF, die
von beiden Systemen identifiziert wurden, zwei davon waren hamatopoetische TF (paired box 5
(PAXS5); v-myb avian myeloblastosis viral oncogene homolog (MYB)).

4.2.2 PAX5 als schwacher Repressor, MYB als starker Aktivator des
FIt3-Promotors

Die Aktivitat des Flt3-Promotors wurde in Anwesenheit unterschiedlicher Mengen des PAX5- bzw.
des MYB-Transkriptionsfaktors untersucht. Die Promotoraktivitdt des F/t3-Promotors wurde mit dem
Dual-Luciferase® Reporter Assay System gemessen.

In einem Vorversuch wurde zunachst das optimale Verhaltnis zwischen firefly-Luciferase und Renilla-
Luciferase ermittelt. Es wurden die Verhaltnisse 10:1 und 200:1 getestet. Mit beiden Verhaltnissen
wurde ein gutes und nahezu identisches Ergebnis erzielt. Der promotorlose firefly-Luciferase-Vektor
zeigte wie gewlnscht nur eine schwache Hintergrundaktivitdt, der Renilla-Luciferase-Vektor mit
einem konstitutiv aktiven SV40-Promotor, eine 32-fach (10:1) bzw. 37-fach (200:1) starkere Aktivitat
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als der promotorlose Vektor (Daten nicht gezeigt). Fir die anschlieBenden Versuche wurde ein
Verhaltnis von firefly zu Renilla Luciferase gewahlt, das zwischen den getesteten Verhaltnissen liegt
(1:100).

Mit dem Dual-Luciferase® Reporter Assay System konnte gezeigt werden, dass PAX5 auf den Fit3-
Promotor schwach repressorisch wirkt. Die relative Luciferase-Aktivitdt spiegelt die F/t3-
Promotoraktivitdat wieder. Diese lag in HEK-293T Zellen fir alle Ansatze, die neben dem F/t3-
Promotor auch den Transkriptionsfaktor PAX5 enthielten, 15,8-33,2% unterhalb der basalen Fit3-
Promotoraktivitdt. Dabei nahm die Flt3-Promotoraktivitdt mit zunehmender PAX5-Menge ab (siehe
Abbildung 27 PAX5). Die basale Flt3-Promotoraktivitdit wurde in einer Probe gemessen, die nur den
Fit3-Promotor und keinen transgenen Transkriptionsfaktor enthilt.

Vom Transkriptionsfaktor MYB wurden zwei Transkriptionsvarianten (TV) untersucht. Die TV1 kodiert
die langste Isoform des Proteins. TV2 ist kiirzer als TV1, da ihr durch alternatives Spleien ein Exon in
der kodierenden Region fehlt. Die beiden Transkriptionsvarianten des Transkriptionsfaktors MYB
aktivierten den Fl/t3-Promotor gleichermalien. Die Aktivitat des F/t3-Promotors lag in Anwesenheit
einer der beiden Transkriptionsvarianten des Transkriptionsfaktors MYB zwei- bis dreifach tber der
basalen F/t3-Promotoraktivitdt und nahm mit zunehmendem MYB-Expressionslevel bis auf den finf-
bis sechsfachen Wert der basalen Flt3-Promotoraktivitdt zu (siehe Abbildung 27 MYB (TV1) und MYB
(Tv2)).
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Abbildung 27: FIt3-Promotoraktivitdt in Anwesenheit des Transkriptionsfaktors PAX5 oder MYB in HEK-293T. Mit dem
Dual-Luciferase® Reporter Assay System wurde die relative Luciferase-Aktivitait bestimmt. Diese gibt die F/t3-
Promotoraktivitidt wieder. Die relative Luciferase-Aktivitat berechnet sich aus dem Quotienten firefly/Renilla Luciferase-
Aktivitdt der Probe geteilt durch den Quotienten firefly/Renilla Luciferase-Aktivitdt des Ansatzes ,ohne Promotor”. Der
Ansatz ,,ohne Promotor” misst die Hintergrundaktivitdt des Systems, da er zwar das Reportergen, aber keinen Promotor
enthalt. Dem Ansatz ,Flt3-Promotor” wurde kein transgener Transkriptionsfaktor zugegeben. Mit diesem Ansatz wurde die
basale Aktivitat des F/t3-Promotors in HEK-293T Zellen gemessen. Der Ansatz ,SV40-Promotor” enthadlt ebenfalls keinen
transgenen Transkriptionsfaktor. Der SV40-Promotor ist konstitutiv aktiv und stellt somit eine Positivkontrolle dar, die die
Funktionalitdt des Systems Uberprift. Zur Bestimmung der F/t3-Promotoraktivitdt in Anwesenheit des Transkriptionsfaktors
PAX5 bzw. MYB (TV1 oder TV2) wurden unterschiedliche Mischungsverhaltnisse des Flt3-Promotors und des jeweiligen
Transkriptionsfaktors untersucht. Diese Mischungsverhaltnisse sind in 3.2.1.8.3 ndher beschrieben. Dargestellt sind der
Mittelwert und die Standardabweichung von drei unabhangigen Versuchen. **p<0,01, *p<0,05
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Die Expressionslevel der Transkriptionsfaktoren wurden mittels Western Blot iberprift. Dazu wurde
die Transfektion des Dual-Luciferase® Reporter Assay Systems wie unter 3.2.1.8.4 beschrieben
yupgescalt” und in HEK-293T im 6 Well wiederholt. Das Ergebnis ist in Abbildung 28 gezeigt. Sowohl
flir PAX5 als auch fir die beiden Transkriptionsvarianten von MYB nahm die Bandenintensitdt mit
zunehmender Menge des jeweiligen Transkriptionsfaktors zu. Das Verhaltnis von F/t3-Promotor zu
Transkriptionsfaktor von 2:1 enthielt die geringste Menge an Transkriptionsfaktor. Die Ansatze
zeigten auch jeweils die schwachste PAX5- bzw. MYB-Expression im Western Blot. Die starkste
Expression war beim Verhaltnis 1:2 zu sehen, bei dem jeweils die vierfache Menge des
Transkriptionsfaktors bezogen auf das Verhaltnis 2:1 zum Einsatz kam. Je mehr DNA eines
Transkriptionsfaktors eingesetzt wurde, desto stdarker war auch die Expression des jeweiligen
Proteins. Auch die Ansdtze des Dual-Luciferase® Reporter Assay Systems, die keinen
Transkriptionsfaktor enthielten, wurden untersucht. Da HEK-293T eine endogene PAX5-Expression
besitzen, war in den Ansatzen ohne transgenen Transkriptionsfaktor eine schwache PAX5-Expression
zu sehen. Da HEK-293T keine endogene MYB-Expression aufweisen, ist in den Ansdtzen ohne
transgenes MYB keine spezifische Bande zu erkennen.
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Abbildung 28: Expressionsnachweis der Transkriptionsfaktoren PAX5 und MYB in HEK-293T. Ganzzelllysate von HEK-293T
Zellen wurden hergestellt. HEK-293T Zellen wurden zuvor mit den im Dual-Luciferase® Reporter Assay System verwendeten
Ansdtzen (im upgescalten MaRstab, siehe 3.2.1.8.4) transfiziert. U937 bzw. Jurkat dienten als Positivkontrolle, da diese
Zelllinien endogen PAX5 bzw. MYB (TV1 und TV2) exprimieren. Die Detektion erfolgte mit einem PAX5- bzw.
MYB-spezifischen Antikdrper mittels Western Blot. Als Ladekontrolle wurde a-Tubulin bzw. B-Aktin verwendet.
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Die endogene PAX5-Expression von HEK-293T wurde in einem unabhdngigen Versuch bestétigt.
Verglichen wurde dabei mittels Western Blot die PAX5- bzw. MYB-Expression von nativen HEK-293T
mit fiir den jeweiligen Transkriptionsfaktor transgenen HEK-293T (siehe Abbildung 29).
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Abbildung 29: Uberpriifung der endogenen PAX5- und MYB-Expression von HEK-293T. Ganzzelllysate von U937 bzw.
Jurkat, nativen HEK-293T, und mit pCMV6-PAX5 bzw. pCMV6-MYB transient transfizierten HEK-293T Zellen wurden
hergestellt. Neben den transgenen HEK-293T Zellen dienten auch die U937 bzw. Jurkat, die endogen PAX5 bzw.MYB
exprimieren, als Positivkontrolle der PAX5- bzw. MYB-Expression. Die Detektion erfolgte mit einem PAX5- bzw.
MYB-spezifischen Antikdrper mittels Western Blot. Als Ladekontrolle wurde GAPDH bzw. 3-Aktin verwendet.

4.2.3 CEBPA als Regulator des FIt3-Promotors

Ein Einzelnukleotidpolymorphismus (SNP; single nucleotide polymorphism) im Leucin-Zipper-
Transkriptionsfaktor CEBPA in einer familaren AML (n.A932C; p.Q311P) war Anlass, einen moglichen
Zusammenhang zwischen wildtypischem bzw. mutiertem Transkriptionsfaktor CEBPA und der FLT3-
Promotoraktivitat zu untersuchen. Der Transkriptionsfaktor CEBPA steuert die Expression zahlreicher
Gene, die bei der Differenzierung hamatopoetischer Stammzellen zu reifen Granulozyten von
Bedeutung sind [267]. Eine Arbeit von Volpe et al. zeigt, dass der Transkriptionsfaktor CEBPA an
einen regulatorischen Bereich von FLT3 bindet und dass ein Zusammenhang zwischen der CEBPA-
und FLT3-Expression besteht [268].

Mittels des Dual-Luciferase® Reporter Assay Systems konnte gezeigt werden, dass CEBPA-WT und
CEBPA Q311P zu einer Aktivierung des Fit3-Promotors fliihren. Wahrend der CEBPA-Wildtyp den Fit3-
Promotor um das Zwei- bis Viereinhalbfache aktivierte, aktivierte der mutierte Transkriptionsfator
CEBPA Q311P den Flt3-Promotor um das Drei- bis Elffache im Vergleich zur basalen Flt3-
Promotoraktivitit (siehe Abbildung 30). Die Flt3-Promotoraktivitait nahm dabei mit zunehmendem
CEBPA-Expressionslevel zu. Die basale Flt3-Promotoraktivitdt wurde in einer Probe gemessen, die
zwar den Flt3-Promotor, aber keinen transgenen CEBPA-Transkriptionsfaktor enthielt.

p30 ist eine physiologische Isoform von CEBPA, die in geringen Mengen neben dem normalen, 42 kDa
groRen CEBPA-Protein vorkommt. Die p30 Isoform von CEBPA entsteht durch ein alternatives
Startcodon innerhalb desselben offenen Leserahmens. Ihr fehlen die ersten 117 N-terminalen
Aminosauren [269, 270] und folglich Domanen, die den Kontakt zum Transkriptionsapparat
vermitteln [271]. Die p30 Isoform von CEBPA fungierte somit als Negativkontrolle. Im
Dual-Luciferase® Reporter Assay System konnte keine Aktivierung des Flt3-Promotors durch
CEBPA p30 hervorgerufen werden. Die Werte der relativen Luciferase-Aktivitat, die die FIt3-
Promotoraktivitat widerspiegelt, bewegen sich im Rahmen der basalen Flt3-Promotoraktivitat.
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Abbildung 30: FIt3-Promotoraktivitdt in Anwesenheit des wildtypsichen oder mutierten Transkriptionsfaktors CEBPA
oder der p30 Isoform in HEK-293T. Mit dem Dual-Luciferase® Reporter Assay System wurde die relative Luciferase-Aktivitat
bestimmt. Diese gibt die F/t3-Promotoraktivitat wieder. Die relative Luciferase-Aktivitat berechnet sich aus dem Quotienten
firefly/Renilla Luciferase-Aktivitat der Probe geteilt durch den Quotienten firefly/Renilla Luciferase-Aktivitdt des Ansatzes
»0hne Promotor”. Der Ansatz ,,ohne Promotor” misst die Hintergrundaktivitdt des Systems, da er zwar das Reportergen,
aber keinen Promotor enthalt. Dem Ansatz ,Flt3-Promotor” wurde kein transgener Transkriptionsfaktor zugegeben. Mit
diesem Ansatz wurde die basale Aktivitdt des F/t3-Promotors in HEK-293T Zellen gemessen. Der Ansatz ,SV40-Promotor”
enthalt ebenfalls keinen transgenen Transkriptionsfaktor. Der SV40-Promotor ist konstitutiv aktiv und stellt somit eine
Positivkontrolle dar, die die Funktionalitdit des Systems uberprift. Zur Bestimmung der FIt3-Promotoraktivitat in
Anwesenheit des Transkriptionsfaktors CEBPA (CEBPA-WT; CEBPA Q311P; CEBPA p30) wurden unterschiedliche
Mischungsverhéltnisse  des  Flt3-Promotors und des jeweiligen Transkriptionsfaktors untersucht. Diese
Mischungsverhéltnisse sind in 3.2.1.8.3 ndher beschrieben. Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung
von drei unabhdngigen Versuchen. **p<0,01, *p<0,05

Mittels Western Blot wurden die CEBPA-Expressionslevel Uberpriift. Dazu wurde zunachst die
Transfektion des Dual-Luciferase® Reporter Assay Systems wie unter 3.2.1.8.4 beschrieben
yupgescalt” und in HEK-293T im 6 Well durchgefiihrt. Da sowohl die 42 kDa als auch die 30 kDa
Isoform im Zellkern lokalisiert ist [272], wurden neben zytoplasmatischen Proteinlysaten auch
Kernlysate hergestellt. Stellvertretend wurde mit dem Verhdltnis 1:1 von FIt3-Promotor zu
Transkriptionsfaktor gearbeitet. Mit Hilfe des Qproteome® Nuclear Protein Kit von QIAGEN (Hilden)
wurden die zytosolischen Proteine, die Nukleinsdure-bindenden Proteine und ,unlésliche” nukledre
Proteine getrennt voneinander isoliert. In den beiden Fraktionen, die die nukledren Proteine
enthalten, zeigten CEBPA-WT und CEBPA Q311P eine nahezu identische Proteinexpression. Wahrend
CEBPA Q311P auch im Zytoplasma exprimiert wurde, war CEBPA-WT im Zytoplasma kaum
vorhanden. Die zytoplasmatische Expression von CEBPA Q311P soll mittels Immunfluoreszenz noch
bestéatigt werden. Die CEBPA p30 Isoform kam ebenfalls in beiden Fraktionen der nukledren Proteine
vor, vor allem jedoch in der Fraktion der ,,unléslichen” nukleédren Proteine (siehe Abbildung 31).
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Abbildung 31: Expressionsnachweis von CEBPA-WT, CEBPA p30 und CEBPA Q311P im Zytosol und Zellkern von HEK-293T.
Mit Hilfe des Qproteome Nuclear Protein Kit von QIAGEN wurden die zytosolischen Proteine, Nukleinsaure-bindenden
Proteine sowie die ,unloslichen” nukledren Proteine aus CEBPA-WT, CEBPA p30 oder CEBPA Q311P transient
exprimierenden HEK-293T Zellen isoliert und immungeblottet. HEK-293T Zellen wurden zuvor mit den im Dual-Luciferase®
Reporter Assay System verwendeten Ansdtzen im upgescalten Malstab wie unter 3.2.1.8.4 beschrieben, transfiziert. Es
wurde nur das Verhdltnis 1:1 von F/t3-Promotor und CEBPA-Transkriptionsfaktor untersucht. Die Detektion von CEBPA

erfolgte mit einem CEBPA-spezifischen Antikdrper. CEBPA-WT, CEBPA Q311P: ~42 kDa; CEBPA p30: ~30 kDa

Ganzzelllysate von CEBPA-WT, CEBPA Q311P und CEBPA p30 in den Verhéltnissen 2:1, 1:1 und 1:2
von Flt3-Promotor zum jeweiligen Transkriptionsfaktor zeigten mit zunehmend eingesetzter DNA-
Menge an Transkriptionsfaktor eine stirkere Bandenintensitdt (Expression des jeweiligen Proteins).
Zudem zeigten HEK-293T keine endogene CEBPA-Expression (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Quantitativer Expressionsnachweis von CEBPA-WT, CEBPA p30 und CEBPA Q311P in HEK-293T.
Ganzzelllysate von CEBPA-WT, CEBPA Q311P oder CEBPA p30 exprimierenden HEK-293T Zellen wurden hergestellt.
HEK-293T Zellen wurden zuvor mit den im Dual-Luciferase® Reporter Assay System verwendeten Ansdtzen (im upgescalten
Malstab, siehe 3.2.1.8.4) transfiziert. Die Detektion erfolgte mit einem CEBPA-spezifischen Antikdrper mittels Western Blot.

Als Ladekontrolle wurde a-Tubulin verwendet. CEBPA-WT, CEBPA Q311P: ~42 kDa; CEBPA p30: ~30 kDa
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4.3 Funktionelle Charakterisierung von  Mutationen in den
Rezeptortyrosinkinasen DDR1 und DDR2 in der AML

Neue Sequenziertechniken (Next Generation Sequencing) ermoglichen einen immer tieferen Einblick
in die molekulare Pathogenese der AML. Ziel ist es mittels Next Generation Sequencing neue
leukdamogene und therapeutische Zielstrukturen zu validieren. Ein Fokus liegt dabei auf Mutationen
in Genen, die fur Tyrosinkinasen kodieren. In der diesem Teilprojekt zugrunde liegenden Arbeit von
Greif et al. aus unserer klinischen Kooperationsgruppe wurden durch Exom-Sequenzierung (Whole
Exome Sequencing) 13 somatische Mutationen in APL-Patienten identifziert. Darunter befand sich
eine zuvor nicht beschriebene Mutation in der Rezeptortyrosinkinase DDR2 (D854N) [273]. In der
AML sind mutierte Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) hdufig [274] und spielen eine groRe Rolle bei der
Entstehung der Erkrankung. Da RTKs therapeutische Zielmolekile darstellen [47], haben sie einen
besonderen Stellenwert. Die Rezeptortyrosinkinasen DDR1 und DDR2 wurden bisher vor allem mit
soliden Tumoren und nur selten mit hamatologischen Neoplasien in Verbindung gebracht [121].
Beziglich der AML sind in der Literatur insgesamt neun AML-Fille mit einer DDR1- oder DDR2-
Mutation beschrieben [106, 273, 275, 276]. Ziel dieses Teilprojektes der vorliegenden Arbeit war
deshalb die funktionelle Charakterisierung einiger dieser AML-assoziierten DDR-Mutationen, um eine
mogliche Beteiligung an der Pathogenese der AML zu erfassen. Neben der DDR2 D854N Mutation
waren dies die nicht-synonymen DDR-Mutationen DDR1 A766V, DDR2 G222R und DDR2 M291l.
DDR1 A766V ist in der Tyrosinkinasedomane von DDR1 lokalisiert. DDR2 G222R und DDR2 M291l|
befinden sich in der extrazellularen Domane von DDR2, DDR2 D854N am C-Terminus. Des Weiteren
wurde die Expression der DDR-Kinasen in AML-Zelllinien und AML-Patienten untersucht.

4.3.1 Stabile Expression wildtypischer und mutierter DDR1- bzw. DDR2-
Rezeptoren in Ba/F3

Die aus murinen pro-B-Zellen generierte IL-3 abhéngige Ba/F3 Zelllinie [277] ist zu einem géngigen
Modellsystem bei der Untersuchung von Kinasemutationen geworden [278]. Die Ba/F3 Zelllinie
wurde deshalb zur Analyse der DDR1- und DDR2-Mutationen verwendet.

Die cDNA des wildtypischen DDR1- bzw. DDR2-Rezeptors wurde in den retroviralen
Expressionsvektor pMSCV-IRES-EYFP (MIY) kloniert. Die Mutationen DDR1 A766V, DDR2 G222R,
DDR2 M2911 und DDR2 D854N wurden mittels ortsgerichteter Mutagenese in die wildtypische DDR1-
bzw. DDR2-Sequenz integriert. Als Kontrollen wurden die kinasetoten Mutanten des DDR1- bzw.
DDR2-Rezeptors generiert (DDR1 K618A, DDR2 K608E). Durch die vollstdndige Sequenzierung der
DDR1- und DDR2-cDNA konnten die erfolgreiche Mutagenese bestatigt und unerwiinschte
zusatzliche Mutationen ausgeschlossen werden. Die retrovirale Transduktion ermdéglichte die stabile
Expression der Vektorkontrolle MIY, des DDR1- und DDR2-Wildtyp-Rezeptors, der mutierten
Rezeptoren DDR1 A766V, DDR2 G222R, DDR2 M2911 und DDR2 D854N sowie der kinasetoten
Mutanten DDR1 K618A und DDR2 K608E in Ba/F3. Erfolgreich transduzierte Ba/F3 Zellen wurden
durchflusszytometrisch anhand des koexprimierten EYFP sortiert. Die Expression des DDR1- und
DDR2-Rezeptors wurde an der Zelloberfliche (nur DDR1) der transgenen Ba/F3 Zellen (siehe
Abbildung 33A) und auf Proteinebene (DDR1 und DDR2) im Western Blot (siehe Abbildung 33B)
nachgewiesen. Gut funktionierende Antikérper fiir den Oberflaichennachweis von DDR2 standen
nicht zur Verfiigung. Fiir den durchflusszytometrischen Oberflaichennachweis des DDR1-Rezeptors
wurde ein PE-konjugierter CD167a-Antikérper verwendet. Native Ba/F3 sowie die Vektorkontrolle
MIY exprimierten kein DDR1 und zeigten folglich keine Oberflachenexpression des DDR1-Rezeptors.
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Die transgenen Ba/F3 Zellen wiesen hingegen eine deutliche Erhéhung der Fluoreszenzintensitat
nach Farbung mit CD167a-Anitkérper und somit eine deutliche Oberflaichenexpression des
DDR1-Rezeptors auf (siehe Abbildung 33A). Die Oberflaichenexpression des DDR1-Rezeptors fiir
DDR1-WT und DDR1 A766V war annahernd gleich stark (MFI-Ratio = 9,93 und 9,88), wahrend sie fir
die kinasetote Mutante DDR1 K618A etwas schwacher war (MFI-Ratio = 6,59).

Zudem wurde die Expression der MIY-DDR1- und MIY-DDR2-Konstrukte in Ba/F3 im Western Blot
nachgewiesen (siehe Abbildung 33B). Alle Konstrukte zeigten eine DDR1- bzw. DDR2-Expression im
Western Blot. Die transgenen Ba/F3 Zellen zeigten eine einheitliche Stiarke der DDR1-Banden. Bei den
mit den MIY-DDR2-Konstrukten transduzierten Ba/F3 Zellen zeigten die Ba/F3 DDR2-WT und
Ba/F3 DDR2 D854N eine starkere DDR2-Expression im Vergleich zu den Ba/F3 DDR2 G222R, Ba/F3
DDR2 M2911 und der kinasetoten Mutante Ba/F3 DDR2 K608E. Auch hier fehlte die DDR1- bzw.
DDR2-Expression in den nativen Ba/F3 und der Vektorkontrolle MIY, da diese wie bereits oben
erwdhnt kein DDR1 bzw. DDR2 exprimieren.
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Abbildung 33: Oberflichenexpression des DDR1-Rezeptors in Ba/F3 (A) und Nachweis der DDR1- und DDR2-
Proteinexpression in Ba/F3 (B). (A) Abgebildet sind die Histogramme nativer und transgener Ba/F3 Zellen, die die
Oberflachen-expression des DDR1-Rezeptors zeigen. Das weille Histogramm reprasentiert die Zellen nach Farbung mit
IgG1-PE-Antikorper (Isotypkontrolle), das dunkelgraue Histogramm die Zellen nach Farbung mit spezifischem
CD167a-Antikorper. Gezeigt ist eine reprasentative Messung von zwei unabhangigen Messungen. (B) Ganzzelllysate der
nativen und transgenen Ba/F3 Zellen wurden auf die Proteinexpression des DDR1-Rezeptors bzw. DDR2-Rezeptors hin
untersucht. Die Detektion erfolgte mit Hilfe eines DDR1- bzw. DDR2-spezifischen Antikorpers mittels Western Blot. Als
Ladekontrolle diente B-Aktin. Als Positivkontrolle wurde ein Ganzzelllysat von HEK-293T Zellen eingesetzt, die den DDR1-
bzw. DDR2-Wildtyp-Rezeptor exprimieren.
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4.3.2 Kein onkogenes Zellwachstumspotential DDR-exprimierender Ba/F3

Nach Transduktion mit transformierenden Genen wachsen Ba/F3 Zellen IL-3 unabhédngig. Das
transformierende Potential der mutierten DDR1- und DDR2-Rezeptoren in Ba/F3 wurde untersucht.
Dazu wurden die transgenen, DDR1- bzw. DDR2-exprimierenden Ba/F3 Zellen mit und ohne
Wachstumsfaktor IL-3 kultiviert. Die Anzahl lebender Zellen wurde nach 72 Stunden mit dem
Vi-CELL™ XR bestimmt. Keine der DDR1- oder DDR2-Mutationen fiihrte zu einem IL-3 unabhdngigem
Wachstum. Native Ba/F3, Ba/F3 mit der Vektorkontrolle MIY, Ba/F3 DDR1- bzw. DDR2-Wildtyp und
Ba/F3 mit den DDR1- bzw. DDR2-Mutanten zeigten kein signifikant unterschiedliches
Wachstumsverhalten. Das Wachstumsverhalten der transgenen Ba/F3 glich dem der nativen Ba/F3.
Im Vergleich zu ihrem Wachstum mit IL-3, zeigten die Ba/F3 Zelllinien ohne IL-3 eine extrem geringe
Wachstumsrate (2,8-4,0%). Auch die Zugabe des DDR-Liganden Kollagen bei der Kultivierung der
Ba/F3 Zelllinien ohne IL-3 (Stimulation mit humanem Kollagen Typ | Giber 72 Stunden) fihrte zum
gleichen Ergebnis und konnte das Zellwachstum nicht stimulieren. Das Wachstumsverhalten der
DDR1- und DDR2-exprimierenden Ba/F3 Zellen mit und ohne Kollagen ist in Abbildung 34 gezeigt.
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Abbildung 34: Wachstumsverhalten der DDR1- und DDR2-exprimierender Ba/F3 mit und ohne Kollagen. Die nativen und
transgenen Ba/F3 Zellen wurden entweder ohne IL-3 in An- bzw. Abwesenheit von Kollagen (10 pug/ml) oder nur mit IL-3
(10 ng/ml) in einer Zelldichte von 4 x 10* Zellen pro Milliliter ausgesat. Nach 72 Stunden wurde die Lebendzellzahl pro
Milliliter ermittelt. Die Lebendzellzahl pro Milliliter des Ansatzes der nur IL-3 enthielt, wurde als 100% definiert. Dargestellt
ist das Verhdltnis der Ansatze ohne IL-3 in An- bzw. Abwesenheit von Kollagen zum jeweiligen Ansatz mit nur IL-3 in
Prozent. Der Mittelwert und die Standardabweichung von vier unabhdngigen Messungen sind gezeigt.

In einem weiteren Versuch wurden native und transgene Ba/F3 langsam von IL-3 entwohnt. Bei
eventuell schwacher transformierendem Potential dient die langsame Entwodhnung der Zellen von
IL-3 der sensitiveren Erfassung eines moglichen Phanotyps. Bei der langsamen IL-3-Entwohnung
wurden die nativen und die transgenen Ba/F3 Zellen zunichst fur drei Tage mit 0,1% WEHI-3B
konditioniertem Medium kultiviert, bevor sie anschlieBend sechs Tage ohne WEHI-3B
konditioniertem Medium kultiviert wurden. Taglich wurde die Lebendzellzahl mit Hilfe des
Vi-CELL™ XR bestimmt. Ein Teil der entwdhnten Zellen wurde auBerdem kontinuierlich mit Kollagen
inkubiert, ein anderer Teil ohne Kollagen gehalten. Auch hier war keinerlei Unterschied im
Wachstumsverhalten auszumachen zwischen den Zelllinien, die kontinuierlich vom IL-3 entwohnt
und die in An- oder Abwesenheit von Kollagen kultiviert wurden (Abbildung 35 oben). Das
Zellwachstum stagnierte beim Ubergang von 0,1% zu 0% WEHI-3B konditioniertem Medium. Nach
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Tag 7 (Tag 4 ohne IL-3) nahm die Zellzahl ab. Nur bei der IL-3-Kontrolle, bei der die Ba/F3 Zelllinien
weiterhin kontinuierlich mit 10 ng/ml IL-3 kultiviert wurden, stieg die Zellzahl kontinuierlich an
(Abbildung 35 unten).
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Abbildung 35: Wachstumsverhalten der DDR1- und DDR2-exprimierenden Ba/F3 bei langsamem IL-3 Entzug.
3 x 10° native oder transgene Ba/F3 Zellen pro Milliliter wurden in 0,1% WEHI-3B konditioniertem Medium in An- bzw.
Abwesenheit von Kollagen (10 ug/ml) ausgesédt und drei Tage kultiviert bevor 3 x 105 Zellen pro Milliliter in 0% WEHI-3B
konditioniertem Medium mit oder ohne Kollagen tberfiihrt wurden und fiir weitere sechs Tage kultiviert wurden. In einem
weiteren Ansatz wurden die nativen und transgenen Ba/F3 Zellen ohne Kollagen aber dafiir kontinuierlich mit IL-3 kultiviert.
Auch hier wurden anfangs 3 x 10° Zellen pro Milliliter ausgesat. Taglich wurde die Lebendzellzahl pro Milliliter ermittelt. Der
Mittelwert von zwei unabhdngigen Messungen ist jeweils gezeigt.

4.3.3 Transiente Expression wildtypischer und mutierter DDR1- bzw. DDR2-
Rezeptoren in HEK-293T

Um die Aktivierungskinetik der wildtypischen und mutierten DDR1- bzw. DDR2-Rezeptoren zu
untersuchen, wurden diese mittels Calciumphosphat-Tranfektion in HEK-293T transient exprimiert.
Zunachst erfolgte ein Expressionsnachweis der Konstrukte mittels Western Blot (siehe Abbildung 36).
Es bestand kein Unterschied in der Gesamtproteinmenge zwischen unstimuliertem und mit Kollagen
stimuliertem Zelllysat. Die MIY-DDR1-Konstrukte zeigten in HEK-293T eine vergleichbare
Expressionsstarke. Fir DDR2 war das MIY-DDR2-WT-Konstrukt am starksten und die kinastetote
Mutante DDR2 K608E am schwachsten exprimiert. Die Expressionstdrke der DDR2-Mutationen lag
dazwischen. Native HEK-293T sowie HEK-293T mit der Vektorkontrolle MIY zeigten keine endogene
DDR1- oder DDR2-Proteinexpression.
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Abbildung 36: Nachweis der DDR1- und DDR2-Proteinexpression in HEK-293T. Ganzzelllysate der nativen und der mit
MIY-DDR1 bzw. MIY-DDR2 transient transfizierten HEK-293T Zellen wurden auf die Proteinexpression des DDR1- bzw.
DDR2-Rezeptors hin untersucht. Die Zelllyse erfolgte zwei Tage nach Transfektion der Zellen. Die Detektion erfolgte mit
Hilfe eines DDR1- bzw. DDR2-spezifischen Antikorpers mittels Western Blot. Als Ladekontrolle diente B-Aktin. Die
wildtypische und mutierte DDR1- bzw. DDR2-cDNA wurde den HEK-293T Zellen Uber Calciumphosphat-Transfektion
vermittelt. Die Zellen wurden entweder direkt lysiert (-) oder vor der Lyse fur 90 Minuten mit 10 pug/ml Kollagen
stimuliert (+).

4.3.4 Aktivierungskinetik wildtypischer und mutierter DDR1- bzw. DDR2-
Rezeptoren
Die Rezeptortyrosinkinasen DDR1 und DDR2 werden durch Bindung ihres Liganden Kollagen
autophosphoryliert und aktiviert [149]. Im Vergleich zur Ligand-induzierten Aktivierung der meisten
anderen RTKs ist die Kollagen-induzierte Aktivierung der wildtypischen DDR-Kinasen jedoch
langsamer [149]. Zur Ermittlung der Zeitkinetik der Kollagen-induzierten Phosphorylierung der
wildtypischen und mutierten DDR1- und DDR2-Kinasen wurden Zelllysate unstimulierter und mit
Kollagen (human, Typ I) stimulierter DDR1- und DDR2-exprimierender HEK-293T Zellen hergestellt.
Die Stimulation dauerte zwischen null und 720 Minuten (12 Stunden). Die DDR1- und DDR2-
Rezeptoren wurden dann mit einem DDR1- bzw. DDR2-Antikdrper immunprazipitiert und die
Phosphorylierung der Rezeptoren mit Hilfe eines phospho-Tyrosin-Antikérpers im Western Blot
detektiert (siehe Abbildung 37). Die Phosphorylierung der wildtypischen DDR1- und DDR2-
Rezeptoren erfolgte nur langsam nach Zugabe ihres Liganden Kollagen. Die maximale
Phosphorylierung der wildtypischen Rezeptoren wurde erst nach mindestens 60 Minuten erreicht.
Aullerdem war die Phosphorylierung langandauernd. Drei Stunden nach Stimulation waren die
wildtypischen DDR-Rezeptoren noch immer stark phosphoryliert. Erst nach 12 Stunden war die
Phosphorylierung fast komplett verschwunden. Ahnlich verhielt sich die Mutante DDR2 D854N. Die
maximale Phosphorylierung wurde nach 30 Minuten erreicht. Im Gegensatz zum DDR2-Wildtyp-
Rezeptor blieb die Phosphorylierung jedoch auch nach 12 Stunden maximal. Anders verhielten sich
die extrazellularen DDR2-Mutationen DDR2 G222R und DDR2 M291I. Bereits unstimuliert zeigten die
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extrazellularen DDR2-Mutanten eine starke Phosphorylierung, die durch Zugabe von Kollagen nur
noch unwesentlich verstarkt werden konnte. Wie erwartet zeigten die kinasetoten Mutanten
DDR2 K608E und DDR1 K618E keinen phosphorylierten Rezeptor. Die DDR1-Mutante DDR1 A766V
verhielt sich wie der oben beschriebene DDR1-Wildtyp-Rezeptor.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Ligand-induzierte Aktivierung der Rezeptoren
DDR1-WT, DDR1 A766V, DDR2-WT und DDR2 D854N langsam stattfand und sehr langanhaltend war.
Die extrazellularen DDR2-Mutanten, DDR2 G222R und DDR2 M291l hingegen waren bereits
unstimuliert stark phosphoryliert und ihre Aktivierung liel sich durch Ligandstimulation kaum
verstarken.
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Abbildung 37: Zeitkinetik der DDR1- und DDR2-Phosphorylierung in HEK-293T. Ganzzelllysate von unstimulierten (0 min)
und Kollagen-stimulierten (10 ug/ml; human, Typl; 5, 15, 30, 60, 90, 180, 720 min), serum-gehungerten DDR1-WT,
DDR1 A766V, DDR1 K618A und DDR2-WT, DDR2 G222R, DDR2 M291I, DDR2 D854N, DDR2 K608E exprimierenden HEK-293T
Zellen wurden hergestellt. Die DDR1- bzw. DDR2-Rezeptoren wurden mit DDR1- bzw. DDR2-Antikérper aus den
Ganzzelllysaten immunprazipitiert, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit einem phospho-Tyrosin-Antikdrper
immungeblottet. Die Blots wurden gestrippt und anschlieRend mit DDR1- bzw. DDR2-Antikdrper inkubiert.
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Abbildung 38 zeigt die Quantifizierung der Kollagen-induzierten relativen Phosphorylierung der
wildtypischen und mutierten DDR1- bzw. DDR2-Rezeptoren dieser Zeitkinetik.
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Abbildung 38: Quantifizierung der relativen Phosphorylierung der wildtypischen und mutierten DDR1- bzw. DDR2-
Rezeptoren bei Stimulation mit Kollagen. Die bei der Zeitkinetik der Kollagen-induzierten (A) DDR1- bzw. (B) DDR2-
Phosphorylierung in HEK-293T erhaltene Aktivierung der wildtypischen und mutierten Rezeptoren (siehe Abbildung 37)
wurde mit Hilfe der Software ImageJ quantifiziert. Als MaR fiir die Aktivierung der Rezeptoren wurde fir jedes
Stimulationsintervall die Ratio von phosphoryliertem zum gesamten DDR ermittelt (relative Phosphorylierung). Es ist ein
Versuch gezeigt.
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4.3.5 Adhasionsverhalten von humanen Leukdamie-Zelllinien und DDR-
exprimierenden Ba/F3

Eine Hauptfunktion von DDR-Rezeptoren ist die Regulierung der Zelladhdsion [121, 279]. AML-
Zelllinien (HL-60, MOLM-13, MV4-11, OCI-AML3, THP-1) und eine CML-Zelllinie (K-562) wurden in An-
und Abwesenheit von Kollagen 72 Stunden kultiviert. AML-Zelllinien (auBer THP-1) adharierten nur
vereinzelt an die Kollagenfasern. THP-1 Zellen bildeten kleine Trauben entlang der Kollagenfasern,
dies jedoch auch ohne Zugabe von Kollagen. Nur die CML-Zelllinie K-562 zeigte eine ausgepragte
Traubenbildung entlang der Kollagenfasern wahrend sie in kollagenfreiem Medium als runde
Einzelzellen vorlagen (Daten nicht gezeigt).

Um die Zelladhé&sion in den DDR-exprimierenden Ba/F3 Zellen zu untersuchen, wurden native und
transgene Ba/F3 Zellen in An- und Abwesenheit von Kollagen ausgesat und lUber mehrere Tage
beobachtet. Taglich wurde eine fotografische Aufnahme der Zellen gemacht. Die Aufnahmen der
Zellen in Anwesenheit von Kollagen sind in Abbildung 39 dargestellt. Die Zellen wurden dabei
zunachst drei Tage in 0,1% WEHI-3B konditioniertem Medium und dann in WEHI-3B-freiem Medium
kultiviert. Eine weitere Kontrolle war ein Ansatz mit 10 ng/mlIL-3. Ba/F3 DDR1-WT und
Ba/F3 DDR1 A766V bildeten Zelltrauben entlang der Kollagenfasern. In geringerem MaRe auch die
kinasetote Mutante Ba/F3 DDR1 K618A. Diese Zelltrauben losten sich im Medium ohne WEHI-3B
nach und nach auf. Fiir Ba/F3 mit wildtypischem oder mutiertem DDR2-Rezeptor lagerten sich nur
einzelne Zellen an die Kollagenfasern an. In den Kontrollen ohne Kollagen bzw. mit IL-3 lagen die
Zellen als runde Einzelzellen in Suspension vor (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 39: Adhisionsverhalten der nativen und transgenen Ba/F3 in Anwesenheit von Kollagen. 3 x 105 native oder
transgene Ba/F3 Zellen wurden pro Milliliter in 0,1% WEHI-3B konditioniertem Medium in Anwesenheit von
10 pg/ml Kollagen ausgesit und drei Tage kultiviert. Dann wurden 3 x105 Zellen pro Milliliter in 0% WEHI-3B
konditioniertem Medium mit 10 pug/ml Kollagen Uberfiihrt und fiir weitere sechs Tage kultiviert. Taglich wurde eine
Aufnahme des Adhésionsverhaltens der Zellen erstellt. Gezeigt sind jeweils die Aufnahmen nach 24 und 72 Stunden in 0,1%

bzw. 0% WEHI-3B konditioniertem Medium mit 10 pg/ml Kollagen.
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4.3.6 Endogene DDR1-Proteinexpression in K-562

Da bei einer Reihe von soliden Tumoren eine veranderte DDR-Expression beschrieben ist [121],
wurde in dieser Arbeit die endogene DDR1- und DDR2-Proteinexpression in verschiedenen AML- und
einer CML-Zelllinie untersucht. In den untersuchten Zelllinien (EOL-1, HL-60, THP-1, KASUMI-1, KG-1,
MOLM-13, MV4-11, NB-4, OCI-AML3 und K-562) zeigte nur die CML-Zelllinie K-562 sowohl im
Western Blot als auch bei der CD167a-Oberflachenfarbung eine endogene DDR1-Proteinexpression
(Daten nicht gezeigt). Fir den Oberflaichennachweis von DDR2 stand kein gut funktionierender
Antikorper zur Verfiigung. Im Western Blot konnte fiir DDR2 noch kein Ergebnis erzielt werden.

4.3.7 Herunterregulierte Expression von DDR1 und DDRZ2 in der AML

Das Expressionsniveau von DDR1 und DDR2 wurde in 562 AML-Patientenproben mittels GeneChip®
Human Genome U133 Plus 2.0 Arrays und GeneChip® Human Genome U133A/B Arrays von
Affymetrix untersucht und mit zehn gesunden Kontrollproben verglichen. Die Patienten wurden im
Rahmen der AMLCG 99 Studie (de novo AML, sekundédre AML, Hochrisiko-MDS; ab 16 Jahren) und der
M3 AMLCG Studie (APL; 16-60 Jahre) rekrutiert. Die Datenauswertung der vorliegenden Analyse
wurde von Dr. Tobias Herold durchgefiihrt. Die Daten wurden, wie unter 3.2.4.3 beschrieben,
generiert und ausgwertet.

In allen untersuchten AML-Subgruppen, ELN-Risikogruppen und FAB-Gruppen war eine
Genexpression von DDR1 bzw. DDR2 nachweisbar (siehe Abbildung 40). In den untersuchten AML-
Subgruppen mit Ausnahme der AML mit isolierter Trisomie 13 (nur DDR1) lag der Median der
Genexpression sowohl fir DDR1 als auch fiir DDR2 unterhalb des medianen Expressionslevels der
gesunden Kontrollproben. Gleiches gilt fir die ELN-Risikogruppen bzw. FAB-Gruppen. Zwischen den
ELN-Risikogruppen bestehen keine signifikatnen Unterschiede in den Expressionslevel von DDR1 bzw.
DDR2. Es wurden keine geschlechterspezifischen Expressionsunterschiede von DDR1 und DDR2
gefunden (Daten nicht gezeigt).
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4.3.8 Geplante Experimente

Fiir die weitere funktionelle Charakterisierung der DDR1- und DDR2-Mutationen soll das
Adhasionsverhalten naher untersucht werden. Zelladhdsion zahlt zu den Hauptaufgaben der DDR-
Rezeptoren [121]. Dazu werden HEK-293 Zellen verwendet, die stabil wildtypischen oder mutierten
DDR1- bzw. DDR2-Rezeptor exprimieren. Der Adhasionsversuch wie in Xu et al. [280] beschrieben,
befindet sich akutell im Aufbau. Geplant sind auRerdem Versuche zur Inhibition von DDR1 und DDR2
und deren Auswirkung auf die Phosphorylierung der Rezeptoren. Als Inhibitoren fir DDR1 und DDR2
sind in der Literatur die BCR-ABL (Breakpoint Cluster Region-Abelson) Tyrosinkinase-Inhibitoren
Imatinib, Nilotinib und Dasatinib beschrieben [281, 282]. Imatinib ist zur Behandlung von CML sowie
gastrointestinaler Stromatumoren unter anderem in Deutschland zugelassen, Nilotinib zur
Behandlung von CML und Dasatinib zur Behandlung von CML sowie Philadelphia-Chromosom-
positiver ALL. Im Jahr 2013 wurde invitro DDR1-IN-1 als ein neuer, selektiver DDR1-Inhibitor
beschrieben [283].
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5 Diskussion

5.1 Funktionelle Interaktion von NPM1- und FLT3-ITD-Mutationen in der

AML

Ein gehduftes gleichzeitiges Auftreten von NPM1- und FLT3-ITD-Mutationen bei AML-Patienten
generell und bei NK-AML-Patienten im Besonderen wird in mehreren Studien beschrieben [222, 224,
225] und deutet auf einen moglichen pathogenen Zusammenhang dieser beiden Mutationen hin. Um
die Interaktion von NPM1- und FLT3-ITD-Mutationen bei der Pathogenese der AML zu belegen, hat
man sich bisher ausschlieBlich auf klinische Daten von NK-AML-Patienten gestitzt [26, 101, 222,
224]. Dariiber hinaus haben mindestens vier Studien den Einfluss des Verhaltnisses von FLT3-ITD zu
FLT3-WT (ITD/WT) auf klinische (Prognose-) Parameter untersucht [28, 71, 101, 102] und fir die
jeweils definierte Patientengruppe mit hoher FLT3-ITD-Last ein signifikant kiirzeres Gesamtiiberleben
[28, 71, 101], ein signifikant kiirzeres krankheitsfreies Uberleben [28, 71] sowie eine erhdhte
Rezidivrate [71, 101] gezeigt. Schneider et al. aus unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass das ITD/WT-
Verhiltnis nur in Gegenwart einer NPM1-Mutation eine Rolle spielt und ein zunehmendes ITD/WT-
Verhaltnis nur bei NK-AML-Patienten mit NPM1-Mutation das Gesamtiiberleben und Rezidiv-freie
Uberleben der Patienten signifikant negativ beeinflusst (siehe Abbildung 6). Bei NK-AML-Patienten
mit NPM1-Wildtyp nimmt der FLT3-Status keinen Einfluss auf das Gesamt- und Rezidiv-freie
Uberleben der Patienten [240]. Diese Beobachtungen deuten auf eine Interaktion von NPM1- und
FLT3-ITD-Mutationen bei der Entstehung der AML hin.

5.1.1 Aufbau des Zellmodells und Verifizierung der Funktionalitit

In der vorliegenden Arbeit wurde ausgehend von diesen klinischen Erkenntnissen ein Zellmodell
etabliert, das die relevanten Genotypen dieser Beobachtungen modelliert. Das etablierte Zellmodell
ist das erste zellbasierte Modell, in dem eine NPM1- und FLT3-ITD-Mutation gleichzeitig exprimiert
werden, um die Interaktion dieser beiden Mutationen bei der Entstehung der AML zu untersuchen.
Die humane AML-Zelllinie OCI-AML3, die endogen die am haufigsten vorkommende NPM1-Mutation
tragt, wurde hierzu ausgewdhlt. OCI-AML3 exprimieren zudem den FLT3-WT-Rezeptor. Mittels
lentiviraler Transduktion wurde eine FLT3-ITD (NPQOS) transgen in diesen Zellen exprimiert. Als
Kontrollzelllinien dienten zum einen OCI-AML3 Zellen, die transgen den FLT3-WT-Rezeptor
Uberexprimierten sowie eine Vektorkontrolle. Ausgehend von den mittels lentiviraler Transduktion
generierten polyklonalen OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen wurden Uber Einzelzellsortierung monoklonale
OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinien hergestellt. Jede monoklonale Zelllinie besitzt ihr individuelles
Verhaltnis von FLT3-ITD zu FLT3-WT. Es konnte gezeigt werden, dass sich dieses Verhaltnis fir eine
monoklonale Zelllinie nicht andert. Dies gilt auch fur die polyklonalen OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen.
So gelang es monoklonale OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinien mit einem breiten Spektrum an ITD/WT-
Verhiéltnissen zu erzeugen.

Zunachst wurden die polyklonalen Zelllinien des Zellmodells auf die Funktionalitat des FLT3-
Rezeptors und auf das Vorhandensein der NPM1-Mutation hin Gberprift. Die NPM1-Mutation A
wurde mittels Schmelzkurvenanalyse und durch Sequenzierung bestatigt. Die Folge einer NPM1-
Mutation ist die Mislokalisation des mutierten NPM1-Proteins ins Zytoplasma [221]. Die aberrante
zytoplasmatische NPM1-Expression in OCI-AML3 wurde von Quentmeier et al. nachgewiesen [253].
Hierzu ware der Nachweis von zytoplasmatischem NPM1 in den transgenen OCI-AML3 Zelllinien des
in dieser Arbeit etablierten Modells eine gute Ergdanzung.
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Die Expression des wildtypischen und mutierten FLT3-Rezeptors wurde sowohl an der Zelloberflache
als auch im Ganzzelllysat mittels Western Blot gezeigt. Ein Teil des in der Zelle vorkommenden FLT3
liegt als nicht-membrangebundene Form vor, der Rest als membrangebundene Form an der
Zelloberflache. Im Western Blot ist fir FLT3 deshalb stets eine Doppelbande zu sehen. Die
niedermolekulare der beiden Banden reprasentiert die schwach glykosylierte, nicht-
membrangebundene Form des FLT3-Proteins, die hhermolekulare Bande die starker glykosylierte,
transmembrandse Form [62, 255]. Im Gegensatz zum wildtypischen FLT3 (iberwiegt bei FLT3 mit
einer ITD die nicht-membrangebundene Form. Dies ist bei beiden Expressionsnachweisen deutlich zu
erkennen (siehe Abbildung 13). Einen weiteren Beweis liefert das Molekulargewicht. Die in dieser
Arbeit verwendete FLT3-ITD fiihrt zu einem FLT3-Protein, das im Vergleich zum Wildtyp
28 Aminosauren groRBer ist, was zu einem hoheren Molekulargewicht fiihrt. Im Western Blot ist die
Bande, die die nicht-membrangebundene Form reprasentiert deshalb fir FLT3-ITD starker und
héhermolekular als bei FLT3-WT. Auch der Nachweis der Oberflachenexpression belegt, dass der
FLT3-ITD-Rezeptor lberwiegend in der schwacher glykosylierten, nicht-membrangebundenen Form
vorliegt. Aufgrund der Uberexpression des transgenen FLT3-ITD-Rezeptors in den OCI-AML3
FLT3-NPOS Zellen ist die Expressionstarke wie erwartet héher als bei nativen OCI-AML3 und der
Vektorkontrolle (die endogen den FLT3-WT-Rezeptor exprimieren), aber deutlich niedriger als bei
Uberexprimiertem, transgenem FLT3-WT-Rezeptor.

Charakteristisch fiir eine FLT3-ITD ist die Ligand-unabhdngige Dimerisierung, Autophosphorylierung
und folglich konstitutive Aktivierung des Rezeptors [82]. Dass der mutierte Rezeptor deshalb
konstitutiv maximal aktiv ist und durch FL nicht mehr weiter stimuliert werden kann [74], wurde
durch einen Phospho-FLT3-ELISA bestatigt. Flir den FLT3-WT-Rezeptor hingegen fihrt die Bindung
des FL zur Aktivierung des Rezeptors [74]. Die Stimulierbarkeit des FLT-WT-Rezeptors mit FL wurde
ebenfalls mit Hilfe des Phospho-FLT3-ELISA demonstriert.

Ein weiterer Unterschied zwischen FLT3-WT- und FLT3-ITD-Rezeptor liegt in der Signalvermittlung.
Wahrend FLT3-WT den AKT- und MAPK-Signalweg aktiviert, zeichnet sich FLT3-ITD durch die
zusatzliche Aktivierung des STAT5-Signalwegs aus [87]. Dies konnte per Western Blot verifiziert
werden.

Zusammenfassend konnte die NPM1-Mutation sowie die Funktionalitdt des FLT3-WT- und FLT3-ITD-
Rezeptors in nativen OCI-AML3 und den transgenen, polyklonalen OCI-AML3 Zelllinien bestatigt
werden.

5.1.2 Analyse des Proliferationsverhaltens

5.1.2.1 Proliferationsvorteil FLT3-ITD-exprimierender OCI-AML3 in vitro

Ein mechanistischer Zusammenhang zwischen beiden Mutationen wurde bisher nicht nachgewiesen.
In Bezug auf klinische Merkmale, Uberleben und Therapieansprechen lassen statistische Analysen
jedoch eine Interaktion von NPM1- und FLT3-ITD-Mutationen erkennen. Basierend auf den klinischen
Daten von Dohneretal. ware ein synergistisches Zusammenwirken denkbar. Im Vergleich zu
Patienten ohne NPM1- und FLT3-ITD-Mutation oder mit nur einer von beiden Mutationen, haben
Patienten mit beiden Mutationen signifikant hohere Leukozytenzahlen, einen héheren Blastenanteil
im peripheren Blut und im Knochenmark sowie hohere Laktat-Dehydrogenasewerte. Diese Merkmale
weisen auf eine hohe proliferative Aktivitdt von leukdmischen Blasten mit beiden Mutationen
hin [26].
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Die Untersuchung der proliferativen Aktivitdt der Zelllinien des in dieser Arbeit etablierten
Zellmodells bestatigte, dass OCI-AML3, die beide Mutationen (NPMIlc+ und FLT3-ITD) besitzen in
Kokultur einen Proliferationsvorteil gegenliber nativen OCI-AML3 hatten, die nur die NPM1-Mutation
tragen. Dieser Proliferationsvorteil nahm mit zunehmendem ITD/WT-Verhéltnis weiter zu. Dies
deutet darauf hin, dass NPM1- und FLT3-ITD-Mutationen bei der Leukdmogenese zusammenwirken.
OCI-AML3 FLT3-ITD mit hohem ITD/WT-Verhiltnis zeigten in Kokultur mit nativen OCI-AML3 einen
starkeren kompetitiven Wachstumsvorteil als OCI-AML3 FLT3-ITD mit einem in etwa ausgeglichenem
ITD/WT-Verhiltnis (polyklonale OCI-AML3 FLT3-NPQS). Das schnellere Wachstumsverhalten von
Zellen mit hohem ITD/WT-Verhdltnis konnte die in den Studien von Schneideretal. und
Schnittger et al. beschriebene negative Auswirkung eines zunehmenden ITD/WT-Verhéltnisses auf
das Uberleben von AML-Patienten [240, 284] begriinden. Warum jedoch FLT3-ITD-low Zelllinien (mit
niedrigem ITD/WT-Verhéltnis) von nativen OCI-AML3 in Kokultur Gberwachsen wurden, konnte noch
nicht geklart werden. Zu erwarten war, dass FLT3-ITD-low Zelllinien native OCI-AML3 ebenfalls
Uberwachsen, allerdings langsamer als die polyklonalen OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen dies tun.

Das Auftreten des Wachstumsvorteils erst in der Langzeitproliferation ldsst zwei Ursachen vermuten.
Zum einen ware denkbar, dass die beiden Mutationen nicht direkt miteinander interagieren und
folglich biologische und phanotypische Effekte nicht nach 72 Stunden sichtbar sind. Zum anderen
fordern beide Mutationen, insbesondere jedoch die FLT3-ITD die Proliferation und dies in Zellen, die
sich von sich aus bereits schnell teilen. Dies kdnnte die Proliferationskapazitit der Zellen an ihre
Grenzen bringen, so dass nur geringe Proliferationsunterschiede erzeugt werden, die erst nach einer
gewissen Zeit messbar werden.

FLT3 spielt eine wichtige Rolle bei der Proliferation hamatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen
[285]. Die Folgen einer FLT3-ITD sind die konstituive Aktivierung des mutierten FLT3-Rezeptors [82]
und die daraus resultierende Ligand-unabhéangige Zellproliferation [84, 85, 87]. In Folge mitogener
Stimuli nimmt die NPM1-Expression zu [286, 287]. Stark proliferierende Zellen zeigen
Uberdurchschnittlich hohe Mengen an NPM1 [288]. Abhangig von der Gendosis, dem
Expressionslevel, den Interaktionspartnern und der Kompartimentierung fungiert NPM1 sowohl als
Onkogen als auch als Tumorsuppressor [187, 190]. NPM1 hat viele Funktionen und
Interaktionspartner. Dies macht es schwierig zu beurteilen, was die Summe der durch eine NPM1-
Mutation hervorgerufenen Veranderungen in der Zelle bewirkt. Zum Beispiel fuhrt eine NPM1-
Mutation zu einer gesteigerten Proliferation, indem sie die Ubiquitinierung und proteosomale
Degradation des Transkriptionsfaktors MYC verhindert [289, 290]. In transgenen Mausen wirkt sich
die NPM1-Mutation auf die Myelopoese aus und beglinstigt die Proliferation myeloischer Zellen
[291]. AuBerdem tragen NPM1-Mutationen zur Destabilisierung und Inaktivierung von ARF bei,
dessen Aufgabe in der Inhibiton des Zellzyklus liegt [190, 292]. Es liegt jedoch nahe, dass beim
gleichzeitigen Auftreten beider Mutationen, die FLT3-ITD-induzierten anti-apoptotischen und pro-
proliferativen Signalwege, insbesondere der STAT5-Signalweg, den leukdmischen Phéanotyp
dominieren.

Mit dem in dieser Arbeit entwickelten Zellmodell wurde der Beitrag der FLT3-ITD-Mutation zum
Proliferationsvorteil der OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen ermittelt. Um FLT3 (ITD und WT) dauerhaft zu
inaktivieren und zu kontrollieren, ob folglich der Proliferationsvorteil der OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen
aufgehoben ist, wurden die kompetitiven Wachstumsversuche von nativen OCI-AML3 und OCI-AML
FLT3-ITD Zelllinien unter standiger Anwesenheit des selektiven FLT3-Inhibitors AC220 [257]
wiederholt. Es konnte bestatigt werden, dass die FLT3-ITD ab einer bestimmten FLT3-ITD-Last den
Phanotyp dominiert, da in den ersten Wochen der Behandlung mit AC220 die OCI-AML3
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FLT3-ITD-high Zelllinien und OCI-AML3 FLT3-NPOS Zellen ihren Wachstumsvorteil gegeniiber nativen
OCI-AML3 Zellen verloren. Erst nach vier bis zehn Wochen unter AC220-Behandlung proliferierten
OCI-AML3 FLT3-ITD-Zelllinien wieder starker als native OCI-AML3. Dies lasst vermuten, dass die
FLT3-ITD nicht alleine zum kompetitiven Wachstumsvorteil der OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinien flhrt
oder dass die Zellen eine Resistenzmutation ausgebildet haben. Das Verhalten von OCI-AML3
FLT3-ITD-low Zelllinien wurde durch die Zugabe des FLT3-Inhibitors nicht beeinflusst. Dies war zu
erwarten, da die OCI-AML3 FLT3-ITD-low Zelllinien zuvor keinen Wachstumsvorteil gezeigt haben.

Bei ldangerer Therapie von FLT3-ITD-positiven Zellen mit Kinase-Inhibitoren treten haufig
Resistenzmutationen auf [258, 293]. Dies erschwert ihre klinische Anwendbarkeit insbesondere in
Form einer Monotherapie. Nach Beenden des Versuchs wurden die Zellen deshalb auf alle
Resistenzmutationen in FLT3 hin untersucht, die in Folge einer Langzeitbehandlung mit dem
eingesetzten FLT3-Inhibitor AC220 [257] bisher bekannt sind [259, 260]. Dazu wurde die
Tyrosinkinasedomane des FLT3-Gens, in denen sich die bisher bekannten FLT3-Resistenzmutationen
befinden, sequenziert. Bisher bekannte Resistenzmutationen betreffen zum Beispiel die
Aminosauren N676, F691 oder D835 von FLT3. Es konnten keine bekannten oder neuen
Resistenzmutationen im untersuchten Bereich von FLT3 detektiert werden. Die Entwicklung eines
alternativen Resistenzmechanismus kann nicht ausgeschlossen werden.

Um den Beitrag einer NPM1-Mutation zur Proliferation der Zellen abzuschatzen, ware ein direkter
Vergleich mit NPM1-WT noétig, der mit dem vorliegenden Zellmodell nicht durchgefiihrt werden
kann.

Neben den OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinien zeigten auch die OCI-AML3, die den FLT3-WT-Rezeptor
Uberexprimieren, einen Proliferationsvorteil gegentiber nativen OCI-AML3 in Kokultur. Dieser fiel
jedoch weitaus schwacher aus und manifestierte sich erst nach sechs Wochen. Im Vergleich dazu war
der Proliferationsvorteil der OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinien schon nach zwei Wochen messbar. Eine
Uberexpression des wildtypischen FLT3-Rezeptors ist sehr haufig bei AML-Patienten zu beobachten
[58, 62]. Spiekermann et al. haben gezeigt, dass eine hohe FLT3-Expression mit einer STAT5-
Aktivierung in primaren AML-Blasten assoziiert ist [87]. Eine STAT5-Aktivierung in den FLT3-WT-
Uberexprimierenden OCI-AML3 Zellen konnte nicht festgestellt werden. Dennoch ist es moéglich, dass
die FLT3-Uberexpression eine Rolle bei der Proliferation dieser Zellen spielt [62].

Die Evaluierung der Interaktion beider Mutationen bei der Pathogenese der AML anhand ihres
proliferativen Phanotyps deutet auf eine Interaktion der beiden Mutationen bei der Entstehung der
Leukdamie hin. Die FLT3-ITD, die die Prognose NPM1-mutierter Patienten negativ beeinflusst [240],
verschaffte den Zellen in Kokultur einen Proliferationsvorteil. Dies kann durchaus als Korrelat zu den
klinischen Beobachtungen gelten.

5.1.2.2 Proliferationsvorteil FLT3-ITD-exprimierender OCI-AML3 in vivo

Quentmeier et al. haben ein gutes Anwachsen von OCI-AML3 Zellen bei subkutaner Applikation von
2-5x 107 Zellen in NOD/SCID-Mausen beschrieben. Nach 25-30 Tagen hatten sich tastbare Tumore
gebildet. Post mortem Untersuchungen haben eine Infiltration von Knochenmark, Leber, Lunge sowie
Muskelgewebe ergeben. In den leukdmischen Zellen konnte die fiir NPM1-Mutationen typische
zytoplasmatische = NPM1-Expression  nachgewiesen werden [253]. Im  Gegensatz zu
Quentmeier et al.wurde in dieser Arbeit mit dem immunkomprimierten Mausstamm NSG gearbeitet.
Es wurden mehrere Applikationsrouten getestet (intravends, intrafemoral, intraperitoneal und
subkutan). Die gewiinschte Infiltration von OCI-AML3 Zellen im Knochenmark wurde insbesondere
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bei intravendser Gabe der Zellen beobachtet. Da die verwendeten Zellen transgen ein Luciferasegen
exprimierten, was eine in vivo Bildgebung der Tiere ermdglicht, konnte das Anwachsen der Zellen am
lebenden Tier verfolgt werden. Im Rahmen dieser Arbeit konnte bei intravendser Applikation von
mindestens 10° OCI-AML3 Zellen ein gutes, reproduzierbares Anwachsen der OCI-AML3 Zellen in
NSG-Mdusen gewahrleistet werden. Die Latenzzeit verkiirzte sich mit zunehmender injizierter
Zellzahl. Bei einer Applikation von 10°-10° OCI-AML3 Zellen zeigten die Tiere nach vier bis sechs
Wochen ausgepragte Krankheitsanzeichen, die sich &uBerlich vor allem durch Lahmungs-
erscheinungen an den Hinterldaufen bemerkbar machten. Dies deutet auf eine Infiltration des
zentralen Nervensystems (ZNS) mit leukdmischen Zellen hin. Ndhere Untersuchungen beziglich einer
moglichen Infiltration des ZNS wurden allerdings nicht durchgefiihrt. Bei zwei untersuchten Mausen
wurde auBerdem jeweils ein Tumor mit einem Durchmesser von circa 1,5 cm aus dem Bauchraum
isoliert. Die Tumore bestanden zu 99% aus humanen leukdamischen Zellen. Hierbei kénnte es sich um
ein Chlorom gehandelt haben. Chlorome treten mitunter bei akuter Leukdmie auf.

Das Anwachsen von OCI-AML3 in NSG-Mausen ermoglichte die Untersuchung des kompetitiven
Wachstumsvorteils der NPM1-mutierten, FLT3-ITD-positiven OCI-AML3 im Vergleich zu nativen, nur
NPM1-mutierten OCI-AML3 invivo. Dazu wurden den Mausen analog zur kompetitiven in vitro
Proliferation, Mischungen aus diesen beiden Zelllinien i.v. in die Schwanzvene appliziert. Eine
Mischung bestand entweder aus gleichen Mengen beider Zelllinien oder aus zehnmal mehr nativen
OCI-AML3 als FLT3-ITD-positiven OCI-AML3 Zellen. Die Zellen waren in allen untersuchten Mausen
angewachsen. Beim Auftreten erster Lahmungserscheinungen wurden die Tiere getotet, die Zellen
aus Knochenmark, Leber, Milz und ggf. Tumorgewebe isoliert und im FACS analysiert. Analog zum
Ergebnis der kompetitiven Proliferation in vitro haben sich die Zellen auch bei der kompetitiven
Proliferation in der Maus verhalten. Mit Ausnahme von einer Maus, konnte bei unterschiedlichen
Mischungsverhaltnissen der kompetitive Wachstumsvorteil der OCI-AML3 FLT3-ITD Zellen gegeniiber
nativen OCI-AML3 in allen drei untersuchten Geweben (Knochenmark, Leber und Milz) bestatigt
werden. Dies untermauert das Ergebnis der in vitro Versuche. Das aggressivere Wachstumsverhalten
der NPM1- und FLT3-ITD-mutierten OCI-AML3 aus dieser Arbeit ist mit Ergebnissen anderer
Mausmodelle vergleichbar, die unter 5.1.5 beschrieben werden. Diese Modelle zeigten, dass Mause
nur bei gleichzeitigem Auftreten beider Mutationen mit 100% Penetranz und signifikant kirzerer
Latenzzeit eine Leukdmie entwickelten [294]. Somit liefern insbesondere die Ergebnisse des in vivo
durchgefiihrten kompetitiven Wachstumsversuchs einen wertvollen Hinweis auf die Kooperation der
beiden Mutationen bei der Entstehung der Leukdamie.

5.1.3 Apoptoseverhalten bei Therapie

AML-Patienten mit NPM1-Mutation sprechen gut auf die Induktionstherapie an [221]. Eine Studie
von Schneider et al. zeigte, dass der prozentuale Anteil an Patienten mit addaquater Blastenreduktion
eine Woche nach dem ersten Zyklus der Induktionstherapie und der Anteil an Patienten mit
kompletter Remission in der Gruppe mit NPM1-Mutation signifikant hoher war als in der Wildtyp-
Gruppe [238]. Im Gegensatz zu Patienten mit NPM1-Mutation, sprechen Patienten mit einer FLT3-ITD
schlecht auf die Standard-Chemotherapie an [264] und weisen eine hohe Rezidivrate auf [101].
Deshalb haben wir unser Zellmodell genutzt, um die apoptotische Wirkung verschiedener Zytostatika
(Cytarabin, Daunorubicin) und Inhibitoren (Multikinase-Inhibitor Sorafenib und FLT3-Inhibitor AC220)
auf OCI-AML3 mit FLT3-WT-Rezeptor im Vergleich zu OCI-AML3 mit FLT3-ITD-Rezeptor zu testen. Die
eingesetzten Konzentrationen der Substanzen orientierten sich an Plasmakonzentrationen, die im
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Rahmen klinischer Studien gemessen wurden oder an publizierten in vitro Daten. Wahrend keine
Zellen auf AC220 und Sorafenib ansprachen, konnten mit den in der Induktionstherapie verwendeten
Zytostatika Cytarabin und Daunorubicin hohe Apoptoseraten fiir alle Zelllinien erreicht werden. Diese
Daten stimmen mit den Daten aus einer Studie von Schneider et al. (iberein, die zeigt, dass Blasten
mit NPM1-Mutation unabhangig vom FLT3-ITD-Status in vivo eine hohe Sensitivitat gegeniliber der
Induktionschemotherapie aufweisen [238]. Im kompetitiven Wachstumsversuch von nativen
OCI-AML3 und OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinien hatte AC220 die Proliferation von OCI-AML3 FLT3-ITD
Zelllinien Giber mehrere Wochen erfolgreich gechemmt.

Der Mechanismus, der hinter dem guten Ansprechen von NPMIlc+ Patienten auf die
Induktionstherapie ist bisher nicht eindeutig geklart. NPM1-WT schiitzt hamatopoetische Zellen vor
p53-vermittelter Apoptose unter zellularem Stress [295]. Es wird spekuliert, dass mutiertes NPM1 die
Zellen davor nicht mehr schiitzen kann und dies sie dadurch empfindlich macht gegeniber
genotoxischem Stress, der von der Chemotherapie ausgeht [187]. Neue Therapieansatze sind
insbesondere fir FLT3-ITD-positive Patienten in der AML dringend erforderlich. Prognostisch
besonders ungiinstig sind bei diesen Patienten hohe ITD/WT-Verhaltnisse. Eine wichtige Ergdnzung
an dieser Stelle wéare deshalb die Erweiterung des Apoptoseversuchs mit den monoklonalen
OCI-AML3 FLT3-ITD-low und -high Zelllinien, weiteren therapeutischen Substanzen und die
Kombination von Substanzen wie zum Beispiel die Kombination eines FLT3-Inhibitors mit einem
Zytostatikum.

5.1.4 Genexpressionsanalyse in Abhingigkeit des ITD/WT-Verhiltnisses

Um das Zusammenspiel der NPM1- und FLT3-ITD-Mutationen bei der Leukdamogenese auf
molekularer Ebene naher zu betrachten, wurde ein Genexpressionsprofil (GEP) NPM1-mutierter
AML-Patienten mit normalem Karyotyp in Abhédngigkeit des ITD/WT-Verhiltnisses mittels
Genexpressionsanalyse erstellt. In Bezug auf Patienten mit FLT3-WT war bei Patienten mit hohem
ITD/WT-Verhéltnis die Expression von mehr Genen signifikant dereguliert als bei Patienten mit
niedrigem ITD/WT-Verhaltnis, aber der direkte Vergleich von Patienten mit hohem und niedrigem
ITD/WT-Verhiltnis erbrachte keine signifikant differentiell exprimierten Gene. Es waren mehr als
90% der bei Patienten mit niedrigem ITD/WT-Verhéltnis signifikant deregulierten Gene auch bei
Patienten mit hohem ITD/WT-Verhéltnis signifikant dereguliert. Dies zeigte, dass das Vorhandensein
einer FLT3-ITD einen starkeren Einfluss auf das GEP nimmt als die absolute Hohe des ITD/WT-
Verhiltnisses. Gene, die ausschlieRlich bei Patienten mit hohem ITD/WT-Verhiltnis signifikant
dereguliert waren, kénnten mit der schlechteren Prognose dieser Patienten assoziiert sein. Ein
solches Gen koénnte MIR155 host gene (MIR155HG) sein. MIR155HG codiert flir die microRNA
miR-155 [296], die bei zahlreichen biologischen Prozessen, unter anderem der Hamatopoese, eine
bedeutende Rolle spielt [297]. miR-155 hat ein charakteristisches Expressionsmuster wahrend
verschiedener Phasen der hdamatopoetischen Stammzellreifung [297] und blockiert die erythroide
sowie myeloische Zelldifferenzierung [298, 299]. Eine miR-155-Expression in hamatopoetischen
Stammezellen ruft in vivo eine myeloproliferative Erkrankung hervor [300]. Bei Lymphomen [301-304],
CLL [305, 306] und AML wurden haufig hohe miR-155-Expressionslevel beobachtet. Bei AML-
Patienten ist die Uberexpression von MIR155HG oder miR-155 insbesondere mit einer FLT3-ITD
assoziiert [307-311]. Dariber hinaus zeigten sowohl diese Arbeit als auch eine Studie von
Garzon et al., dass MIR155HG bzw. miR-155 ebenfalls in AML-Patienten Uberexprimiert war, die
neben einer FLT3-ITD- auch eine NPM1-Mutation besitzen [307]. Marcucci et al. untersuchten in
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Patienten mit de novo NK-AML die Expression von miR-155 im Zusammenhang mit klinischen
Parametern und assoziierten Patienten mit hoher miR-155-Expression mit einer schlechteren
Prognose [296]. Die vorliegende Arbeit ist die erste Arbeit, die nach Hohe des ITD/WT-Verhiltnisses
unterschied und eine Assoziation hoher miR-155-Expression ausschlieBlich mit hohem ITD/WT-
Verhaltnis in NPM1-mutiertem Hintergrund fand.

Bei der Betrachtung der Heatmap signifikant deregulierter Gene in Abhangigkeit des ITD/WT-
Verhaltnisses war aufgefallen, dass es innerhalb der Patientengruppe mit hohem ITD/WT-Verhiltnis
eine Untergruppe (21,7%) mit abweichendem GEP gab. Als Ursache konnte ausgeschlossen werden,
dass in Patienten dieser Untergruppe mehr als eine FLT3-ITD-Mutation vorliegt. Es ware denkbar,
dass die Lange oder die Insertionsstelle der ITD in diesem Zusammenhang relevant ist. Beides ist in
der Literatur beschrieben, dass es die Prognose beeinflussen kann [312, 313]. Etwa 30% der
FLT3-ITDs inserieren auRerhalb der JM-Doméne in der ersten TKD-Domane [313, 314]. Mittels
Sequenzierung von FLT3 konnte die Lange und Insertionsstelle der ITD Uberprift werden, insofern
Patienten-DNA zum Diagnosezeitpunkt asserviert wurde.

Insgesamt stimmen die Genexpressionsdaten der vorliegenden Arbeit gut mit den Daten einer Studie
von Huang et al. Gberein. Huang et al. haben in zwei unabhangigen Kohorten das GEP von NK-AML-
Patienten mit NPM1- und FLT3-ITD-Mutation analysiert und identifizierten 34 ({berein-
stimmende differentiell exprimierte Gene im Vergleich zu NPM1-mutierten Patienten ohne FLT3-ITD.
Auffallig war jedoch, dass alle differentiell exprimierten Gene (berexprimiert waren. Unter
Bericksichtigung derselben Signifikanzkriterien wie Huang et al. (p<0,001; FC nicht eingegrenzt)
stimmten 52,9% bzw. 11,8% der in dieser Arbeit signifikant deregulierten Gene bei Vergleich mit der
Patientengruppe mit hohem bzw. niedrigem ITD/WT-Verhéltnis Gberein. Manche dieser Gene, zum
Beispiel SOCS2 [315], MMP2 [316] oder ENPP2 [317], sind in der Literatur bereits im Zusammenhang
mit FLT3, NPM1 oder AML beschrieben.

Die von Patientenproben generierten Daten wurden mit dem GEP der in dieser Arbeit etablierten
monoklonalen OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinien verglichen. Beim Vergleich von OCI-AML3 FLT3-ITD-high
mit OCI-AML3 FLT3-ITD-low Zelllinien waren neben FLT3 drei Gene signifikant liberexprimiert: EGR1,
IL-8 und BCYRN1. Folglich stimmten die aus Patienten und Zelllinien gewonnen Daten nicht lberein.
Dies kénnte zum einen daran liegen, dass fir die Datenerhebung von Patienten (Microarray) und
Zelllinien (RNA-Seq) unterschiedlich sensitive Verfahren angewandt wurden und zum anderen, dass
die Komplexitdt der miteinander verglichenen biologischen Systeme divergiert.

5.1.5 Alternative Modelle

Der schwach ausgepragte phanotypische Unterschied zwischen den untersuchten Zellen unseres
Modellsystems erfordert ein alternatives Modell, um die Interaktion von NPM1- und FLT3-ITD-
Mutationen bei der Entstehung der AML eindeutig zu belegen. Das vorliegende Modell ist fiir weitere
funktionelle Analysen nicht geeignet. Als generelle Moglichkeiten bieten sich andere zellbasierte
Modelle, AML-Blasten oder ein transgenes Mausmodell an. Da bis zu 35% aller AML-Patienten eine
NPM1-Mutation besitzen [223-225], ist es Uberraschend, dass humane myeloische Zelllinien mit
einer endogenen NPM1-Mutation extrem selten sind. Gleiches gilt auch fir FLT3-ITD-Mutationen.
Diese sind ebenfalls haufig in AML-Patienten, aber nur selten in aus Patienten generierten Zelllinien
zu finden [88]. Bisher sind nur zwei Zelllinien mit einer NPM1-Mutation beschrieben [253, 318]. Dies
deutet darauf hin, dass diese nur schwer als Zellkultur wachsen [253]. Unter den 79 myeloischen
Zelllinien, die Quentmeier et al. auf eine Exon 12-Mutation im NPM1-Gen hin untersuchten, tragt nur
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die OCI-AML3 Zelllinie eine solche Mutation. Zahlreiche Versuche eine solche Zelllinie ausgehend von
AML-Patienten mit NPM1-Mutation zu etablieren, blieben ohne Erfolg [253]. Die zweite NPM1-
mutierte Zelllinie, IMS-M2, identifizierten Chietal. [318]. Die beiden beschriebenen Zelllinien,
OCI-AML3 und IMS-M2 tragen jeweils in Exon 12 des NPM1-Gens heterozygot eine TCTG-Duplikation,
was der haufigsten NPM1-Mutation A entspricht [253, 318]. OCI-AML3 wurden 1987 aus dem
peripheren Blut eines 57-jdhrigen Patienten mit AML FAB M4 etabliert [319], IMS-M2 aus
Knochenmarkzellen einer 59-jahrigen Patientin mit AML FAB M2 [318]. Der groRe Vorteil dieser
beiden Zelllinien ist die endogene Expression der NPM1-Mutation. Da die IMS-M2 Zelllinie nicht
verfligbar ist, wurde in dieser Arbeit ausschlieSlich mit der OCI-AML3 Zelllinie gearbeitet. Fir die
OCI-AML3 Zelllinie wurde nicht nur die Mutation, sondern auch das charakteristische phdnotypische
Merkmal einer NPM1c+ AML bestatigt, die aberrante zytoplasmatische Expression des mutierten
NPM1-Proteins. Dies macht sie zum geeigneten Modellsystem fiir die Untersuchung dieser Mutation.
Nachteilig zu bewerten ist ihr Karyotyp. Wie IMS-M2, haben auch OCI-AML3 einen aberranten
Karyotyp [253, 318]. Der Karyotyp der OCI-AML3 weist folgenden Verdnderungen auf: 48(45-
50)<2n>X/XY, +1, +5, +8, der(1)t(1;18)(p11;q11), i(5p), del(13)(q13921), dup(17)(g21925) -
Seitenlinie mit r(Y)x1-2 — hemizygot fiir RB1 [253]. Der Karyotyp zum Diagnosezeitpunkt des AML-
Patienten, von dem ausgehend die OCI-AML3 Zelllinie etabliert wurde, ist nicht bekannt. Da NPM1-
Mutationen insbesondere mit einem normalen Karyotyp assoziiert sind [220-222], waére es
naheliegend, diese Mutation in Zellen mit normalem Karyotyp zu untersuchen. Jedoch zeigen
Zelllinien, die sich von Patienten mit akuten Leukdmien ableiten, grundsatzlich vielfache
zytogenetische Aberrationen [320, 321]. In seltenen Fallen wird von leukdmischen Zellen mit
normalem Karyotyp berichtet [320-322]. Zum Beispiel beschreiben Munker et al. eine myeloischen
Leukdamiezelllinie mit normalem Karyotyp ohne NPM1- und ohne FLT3-ITD-Mutation [323]. Fiir die
Modellierung der fiir diese Arbeit relevanten Genotypen stellen Zelllinien ohne endogene NPM1-
Mutation jedoch eine Schwierigkeit dar. Der Phdnotyp einer FLT3-ITD-Mutation kann durch einfache
Uberexpression modelliert werden. Bei einer NPM1-Mutation handelt es sich allerdings um eine
heterozygote Mutation, deren Phanotyp durch den Funktionsverlust eines Allels hervorgerufen wird.
Durch einen aufwéandigen Knock-down von wildtypischem NPM1 und gleichzeitigem Knock-in von
mutiertem NPM1 misste eine exakt gleichstarke Expression von NPM1-WT und mutiertem NPM1
erzeugt werden, um die Situation von NPM1c+ AML-Blasten zu erzielen.

Eine weitere Moglichkeit ware die Verwendung primarer AML-Blasten von Patienten mit normalem
Karyotyp, NPM1-Mutation und FLT3-WT oder FLT3-ITD. So ware im Vergleich zu Zelllinien ein
normaler Karyotyp gewahrleistet und die NPMI1- bzw. FLT3-Mutation bereits in den Zellen
vorhanden. Mittels Fragmentldngenanalyse wéare auch die Ermittlung des ITD/WT-Verhaltnis einer
jeden FLT3-ITD-positiven Probe moglich. Es wird jedoch regelmaRig bei Patienten beobachtet, dass
sich das ITD/WT-Verhiltnis im Krankheitsverlauf andert [100]. Es ware also nicht garantiert, dass das
ITD/WT-Verhéltnis wahrend der Kultivierung der Patientenzellen konstant bleibt. Ein Modell mit
primaren AML-Blasten kdme dem Patienten zwar am nachsten, weist jedoch einige Limitationen auf.
Eine Limitation flr die Arbeit mit primaren Proben stellt die Materialverfligbarkeit der Proben dar.
AulRerdem enthélt jede Patientenprobe unterschiedliche zusatzliche Mutationen, deren Einfluss nur
schwer abzuschatzen ist. Folglich ist die Vergleichbarkeit der Ergebnisse enorm erschwert. Die grofite
Hiirde ist jedoch die ex vivo Kultivierung von AML-Blasten. Nur unter ganz speziellen optimierten
Kulturbedinungen, bei Verwendung eines murinen Stromazell-Feederlayers und unter Zugabe eines
Zytokincocktails, ist es Gberhaupt moglich, die Blasten ex vivo in Kultur zu halten. Die Teilungsrate ist
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mit maximal vier Teilungen in 28 Tagen dennoch extrem gering [324]. Folglich ware nur eine
limitierte Auswahl an Versuchen und Methoden mit primaren AML-Blasten moglich.

Schlielich kdme als alternatives Modell ein Mausmodell in Betracht. Es sind mehrere Modelle
bekannt, die das leukdmogene Potential einer NPM1- oder FLT3-ITD-Mutation in Mausen
untersuchten. Ubereinstimmend berichten Kelly et al. und Lee et al., dass eine FLT3-ITD trotz ihres
transformierenden Potentials in Zelllinien [82, 84, 85, 87], in Mausen nur ein myeloproliferatives
Syndrom hervorruft [37, 325], das sich durch eine kurze Latenzzeit (40-60 Tage) sowie
Splenomegalie, Leukozytose und extramedullare Hamatopoese in der Milz und Leber auszeichnet
[37]. Dies deutet darauf hin, dass eine FLT3-ITD als alleinige Mutation keine Leukdamie hervorruft.
Lee et al. haben zudem Mause mit heterozygoter und homozygoter ITD miteinander verglichen und
eine dosisabhadngige Entwicklung einer progressiven Splenomegalie festgestellt. Zudem zeigten Fit3-
mutierte Tiere verminderte Hamoglobinwerte und Blutpldattchenzahlen. Homozygote Tiere wiesen
auBerdem eine Leukozytose und Monozytose auf [325]. Diese Beobachtung ist in Einklang mit einer
schlechter werdenden Prognose bei zunehmender FLT3-ITD-Last wie sie von Schneider et al. und
Schnittger et al. bei AML-Patienten gezeigt wurde [240, 284].

Mitunter abhdngig von den experimentellen Gegebenheiten entwickeln transgene Mause mit einer
NPM1-Mutation myeloproliferative Erkrankungen, lymphatische hamatologische Tumore,
myeloische Neoplasien und myeloische Leukdamien (AML) [291, 294, 326, 327]. Obwohl eine NPM1-
Mutation in einigen Tieren eine Leukdmie hervorrufen kann, so deutet die lange Latenzzeit und
niedrige Penetranz mit der die Leukdmie auftritt darauf hin, dass kooperierende Mutationen zur
Entstehung der Leukdamie notwendig sind und dass nicht alle Tiere solche Mutationen erwerben [294,
327]. In den Studien von Mallardo et al., Sportoletti et al. und Vassiliou et al. traten Latenzzeiten von
einem bis zwei Jahren auf und jeweils circa 30% der Mause mit NPM1-Mutation erkrankten [294,
326, 327]. Es ware aufschlussreich, NPM1c+ Madause, die an einer Leukdmie erkranken, auf den
Erwerb unterstitzender Mutationen wie eine FIt3-ITD zu untersuchen. Die erkrankten Mduse aus der
Studie von Mallardo et al. wiesen entweder eine AML mit Ausreifung oder eine biphanotypische
Leukdmie auf. Zudem litten die Tiere an Splenomegalie, Leukozytose, Andmie und Thrombozytopenie
[294]. Um die Frage zu klaren, ob NPM1- und FLT3-Mutationen bei der Entstehung der Leukdmie
malgeblich zusammenwirken, haben Mallardo et al. ihr transgenes NPM1c+ Mausmodell mit einem
Knock-in FLT3-ITD-Mausmodell [325] gekreuzt. Alle Mduse mit beiden Mutationen entwickelten eine
Leukdmie und starben nach 35-161 Tagen (Median: 72 Tage) infolge der Erkrankung. Die Mause litten
an Splenomegalie, Leukozytose, Andamie und Thrombozytopenie [294]. Die schnellere Kinetik und
groRere Haufigkeit, mit der NPM1- und FLT3-ITD mutierte Tiere im Vergleich zu Mausen, die nur eine
NPM1-Mutationen tragen, an einer Leukdmie erkranken, beweist, dass beide Mutationen effizient
bei der Entstehung einer Leukdmie zusammenspielen.

Dazu korrelieren die Ergebnisse aus den in dieser Arbeit durchgefiihrten kompetitiven
Wachstumsversuchen von nativen OCI-AML3 und OCI-AML3 FLT3-ITD Zelllinien (in vitro und in vivo),
in denen die Zellen mit zusatzlicher FLT3-ITD einen eindeutigen Proliferationsvorteil gegeniiber den
nur NPMI1-mutierten Zellen zeigten. An dieser Stelle ware eine sinnvolle Ergdnzung, den
NSG-Mausen keine Kokultur, sondern entweder native OCI-AML3 oder OCI-AML FLT3-ITD Zelllinien
zu injizieren und Latenzzeiten beider Gruppen miteinander zu vergleichen. Zu erwarten ware eine
kiirzere Latenzzeit fir die Mause, denen die FLT3-ITD-positiven Zellen injiziert wurden.

Aus heutiger Sicht stellt ein Mausmodell die beste Alternative zu unserem zellbasierten Modell dar.
Das Mausmodell von Mallardo et al. wurde erst im Laufe dieser Arbeit (im Jahr 2013) publiziert und
stand mir somit nicht zur Verfiigung. Es ist ein gutes Modell humaner akuter Leukdmien und liefert
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einen eindeutigen Hinweis, dass NPM1- und FLT3-ITD-Mutationen gemeinsam zur Entstehung einer
AML beitragen. Diese Mause ermdglichen aullerdem nicht nur die Untersuchung der Mechanismen
der Leukdamongenese, sondern auch die Erprobung neuer Therapieansatze [294].

5.1.6 Interaktionen von Mutationen bei der Pathogenese der AML

»The Cancer Genome Atlas Research Network” veroffentliche 2013 die Daten von 150 Exom- und
50 Genom-Sequenzierungen von insgesamt 200 erwachsenen Patienten mit de novo AML und zeigte,
dass einige flr die AML typische Mutationen (z.B. in DNMT3A, NPM1, CEBPA, IDH1, IDH2, RUNX1)
nicht gleichzeitig mit Transkriptionsfaktor-Fusionen auftreten [29]. Da Mausmodelle gezeigt haben,
dass Transkriptionsfaktor-Fusionen an der Initiation von AML beteiligt sind [328, 329], deutet es
darauf hin, dass diese gdangigen Mutationen eine dhnliche Funktion besitzen. Des Weiteren schlieBen
sich Mutationen im FLT3-Rezeptor, anderen RTKs, Serin-Threonin-Kinasen, Protein-Tyrosin-
Phosphatasen und Proteinen der RAS-Familie gegenseitig aus. Dies deutet ebenfalls darauf hin, dass
eine Mutation im Kinasesignalweg ausreichend ist im Geflecht der Entstehung von AML [29]. Das ,,2-
Hit“ Modell sollte also um die neu gewonnenen Erkenntnisse erweitert werden.

Diese Studie hat auRerdem gezeigt, dass unter paarweise auftretenden Mutationen in der AML, am
bedeutendsten das signifikant gemeinsame Vorkommen zwischen Mutationen in der
Rezeptortyrosinkinase FLT3, im nukleoldren Phosphoprotein NPM1 und in der Methyltransferase
DNMT3A ist. Im Einzelnen hatten viele Patienten entweder Mutationen in NPM1 und DNMT3A oder
in NPM1 und FLT3. Die Wahrscheinlichkeit, dass diese Mutationen zufillig zusammen auftreten ist
extrem klein (p<6,3 x 107 fiir NPM1/DNMT3A und p<1,9 x 10 fir NPM1/FLT3). Zudem stand ein
Auftreten von Mutationen in allen drei Genen gleichzeitig im engen Zusammenhang mit spezifischen
Expressionssignaturen von mRNA und miRNA sowie einem erheblichen Verlust an DNA-
Methylierung. Das deutet darauf hin, dass Patienten mit Mutationen in allen drei Genen (FLT3, NPM1
und DNMT3A) vermutlich eine neue AML-Subgruppe mit besonderen epigenetischen Eigenschaften
darstellen [29].

Da OCI-AML3 in der Methyltransferase-Domdne von DNMT3A eine heterozygote Mutation besitzt
[330], sollte dieser Zusammenhang insbesondere bei der Auswertung der RNA-Seq Daten
bericksichtigt werden. Die Mutation betrifft das am haufigsten mutierte Codon von DNMT3A in der
AML [331, 332] und fihrt zu einem Aminosaureaustausch (R882C) [330]. Das Vorliegen einer
DNMT3A-Mutation in OCI-AML3 macht ein alternatives Modell notwendig, um eine Konzentrierung
auf NPM1- und FLT3-ITD-Mutationen zu gewahrleisten.
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5.2 Transkriptionelle Regulation der FLT3-Expression

Neben aktivierenden FLT3-Mutationen fihren in der AML auch sehr hohe FLT3-WT-Expressionslevel
zur  Autophosphorylierung  der  FLT3-Kinase.  Patienten mit  FLT3-WT-Uberexpression
(>200.000 Kopien/ug RNA) sind mit einer niedrigeren kompletten Remissionsrate und einem
schlechteren Gesamtiberleben assoziiert [265]. Aus diesem Grund wurde in diesem Teilprojekt mit
der Untersuchung der transkriptionellen Regulierung von FLT3 als mogliche Ursache begonnen.
Hierzu wurde zunachst insilico nach Transkriptionsfaktorbindestellen gescreent, die sich im
proximalen Promotor von FLT3 befinden und dem hamatopoetischen System zugeordnet werden.
Der proximale Flt3-Promotor wurde definiert als die -901 Basen upstream der Flt3-
Transkriptionsstartstelle in Exon 1 [242]. Beim Vergleich der Ergebnisse aus zwei Analysen wurden
zwei Ubereinstimmende, hamatopoetische Transkriptionsfaktoren identifiziert (PAX5, MYB), die in
der proximalen Promotorregion von FLT3 potentiell binden. Zu diesem Zeitpunkt war Pax5 bereits als
Repressor der Fit3-Transkription in Vorldauferzellen von B-Zellen bekannt. Die Repression von Fit3
durch Pax5 ist fur die normale B-Lymphopoese von entscheidender Bedeutung [333]. Dass Pax5 an
den Flt3-Promotor bindet wurde durch Holmes et al. mittels Electrophoretic Mobility Shift Assay zum
ersten Mal gezeigt [333]. In dieser Arbeit wurde mittels Dual-Luciferase® Reporter Assay in HEK-293T
Zellen bestatigt, dass PAX5 eine repressorische Aktivitat auf F/t3 auslibt. Dass die repressorische
Aktivitat von PAX5 auf Fit3 in dieser Arbeit nur schwach ausfallt, kdnnte mit dem murinen Ursprung
des Flt3-Promotors und dem humanen Ursprung des Transkriptionsfaktors PAX5 zusammenhangen.
Im Laufe dieser Arbeit haben Volpe et al. 2013 mittels X-ChIP gezeigt, dass MYB direkt an den
murinen und humanen FLT3-Promotor bindet. Bei Volpe etal. umspannt die definierte FLT3-
Promotorregion mehrere Kilobasen upstream des Startcodons sowie das erste Intron. Sie haben
auBerdem gezeigt, dass sowohl die murine als auch die humane FLT3-Expression mit der Expression
von MYB korreliert [268]. Wir haben die Wirkung der Transkriptionsvariante (TV)1 und 2 des
Transkriptionsfaktors MYB auf die F/t3-Promotoraktivitat mit Hilfe des Dual-Luciferase® Reporter
Assay in HEK-293T Zellen untersucht und konnten MYB als starken Aktivator der Ft3-
Promotoraktivitat bestatigen. Dabei gab es keine Unterschiede zwischen den beiden TV.

Die Proteinexpressionslevel der fiir den Dual-Luciferase® Reporter Assay in HEK-293T Zellen transient
exprimierten Transkriptionsfaktoren PAX5 und MYB (TV1, TV2) wurden mittels Western Blot
kontrolliert und entsprachen den definierten Mengen.

Ein weiterfihrender Schritt ware nun zum Beispiel, Patienten mit sehr hohem FLT3-Expressionslevel
auf Mutationen in PAX5 oder MYB hin zu untersuchen. Ebenso ware eine deregulierte Expression von
PAX5 oder MYB als Ursache fiir eine FLT3-WT-Uberexpression bei AML-Patienten denkbar. So kénnte
eine verminderte Expression von PAX5, ebenso wie Mutationen im PAX5-Gen, die eine Bindung an
den FLT3-Promotor verhindern, dazu fiihren, dass FLT3 im Verlauf der B-Zell-Entwicklung nicht
herunterreguliert wird. Aus der Literatur ist bekannt, dass es in Pax5-defizienten pro-B-Zellen zur
Uberschiissigen Expression von FI/t3 kommt, dass die anhaltende Expression von Flt3 in
Vorlauferzellen die B-Zell-Entwicklung signifikant beeintrachtigt [333] und Pax5-defiziente
pro-B-Zellen unbegrenztes Selbsterneuerungspotential behalten [334]. Auch eine Uberexpression
von MYB oder mutiertes MYB mit einer hoheren Bindungsaffinitdt an den FLT3-Promotor kdnnte zur
Uberexpression von wildtypischem FLT3 bei AML-Patienten beitragen.

Neben Bindestellen fiir PAX5 und MYB enthélt der proximale Flt3-Promotor auch eine potentielle
CEBPA-Bindestelle. Der Transkriptionsfaktor CEBPA, der zur Familie der CCAAT/Enhancer-Binding-
Proteine gehort, spielt eine entscheidende Rolle im Gleichgewicht zwischen Proliferation und
Differenzierung myeloischer Zellen [335]. Volpe et al. haben gezeigt, dass CEBPA im ersten Intron von
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murinem und humanem FLT3 an cis-regulatorische Elemente bindet und dass das CEBPA-
Expressionslevel die F/t3-Expression beeinflusst [268]. Wir konnten in dieser Arbeit in HEK-293T
Zellen mittels Dual-Luciferase® Reporter Assay bestatigen, dass CEBPA als Aktivator der FIt3-
Promotoraktivitat fungiert.

In circa 8-18% der AML-Patienten mit normalem Karyotyp treten CEBPA-Mutationen auf [27, 97,
336]. Dies sind neben N-terminalen Frameshift-Mutationen, C-terminale in-frame Mutationen in der
basic Leucin-Zipper- (bZIP-) Domane [337]. Im Labor fiir Leukdmiediagnostik des Klinikums der
Universitat Minchen wurden zwei Falle einer familidaren AML mit einem SNP in der bZIP-Domane von
CEBPA diagnostiziert (NM_004364.2:c.932A>C; NM_004364.2:p.(GIn311Pro)). Die bZIP-Domane setzt
sich zusammen aus einer basischen Region und der Leucin-Zipper Region, die die DNA-Bindung bzw.
die Homo- und Heterodimerisierung vermittelt [338]. Da der SNP aufgrund seiner Lokalisation
moglicherweise zu einer Veranderung der DNA-Bindung flhrt, haben wir die Auswirkung des SNPs
auf die Promotoraktivitdt von FI/t3 untersucht und mit wildtypischem CEBPA verglichen. Dabei
konnten wir eine bis zu 2,4-fach erhohte F/t3-Promotoraktivitat im mutiertem gegeniiber dem
wildtypischen Fall messen. Die Uberpriifung der Proteinexpressionlevel mittels Western Blot von
transient exprimiertem CEBPA-WT und CEBPA Q311P entsprachen den definierten Mengen und
ergaben ein nahezu identisches nukledres Expressionslevel beider Proteine. Im Gegensatz zu
wildtypischem CEBPA zeigte die Punktmutante jedoch auch eine zytoplasmatische Expression, deren
Ursache noch ungeklart ist.

In einem nachsten Schritt ware die Bestimmung des FLT3-Expressionslevels in den beiden Fallen der
familidren AML von Interesse. Zur Ermittlung eines moglichen Zusammenhangs zwischen CEBPA-
Mutationen der bZIP-Domane und einer erhdéhten FLT3-Promotoraktivitat ist die Untersuchung der
FLT3-Promotoraktivitat in Abhdngigkeit verschiedener CEBPA-Mutationen der bZIP-Domane notig.
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5.3 Funktionelle Charakterisierung von DDR-Mutationen in der AML

5.3.1 DDR-Expression und DDR-Mutationen in der AML

Wie viele andere RTKs [45] spielen auch DDRs eine Rolle bei der Entstehung von Krebs und sind
bisher vor allem im Zusammenhang mit soliden Tumoren beschrieben [121]. Bei einer ganzen Reihe
von soliden Tumoren ist eine veranderte DDR-Expression auf mRNA- und Proteinebene bekannt
[121]. In den meisten Fallen ist DDR1 bzw. DDR2 (iberexprimiert [121]. Die deregulierte Expression
korreliert bei vielen Studien mit einer schlechten Prognose [339-343].

In dieser Arbeit wurde die DDRI- und DDR2-Expression in diversen AML-Patientengruppen
untersucht. Im Gegensatz zu den Untersuchungen bei soliden Tumoren lag bei allen untersuchten
AML-Patientengruppen sowohl die mediane DDR1- als auch die mediane DDR2-Expression unterhalb
des Medians der jeweiligen DDR-Expression von Knochenmark gesunder Kontrollproben. Die einzige
Ausnahme stellte die DDR1-Expression bei der AML mit isolierter Trisomie 13 dar. Eine Erklarung flr
das hohere Expressionsniveau bei Patienten mit isolierter Trisomie 13 wurde noch nicht gefunden.
Ein Zusammenhang zwischen der Lokalisation und der Expression besteht nicht, da DDR1 nicht auf
Chromosom 13, sondern auf Chromosom 6 (6p21.3) liegt. Ob bei Patienten mit Trisomie 13 eine
Amplifikation des DDR1-Genlokus, wie bei einem in der Literatur beschriebenen AML-Patienten [276]
vorliegt, wurde in diesem Zusammenhang nicht untersucht.

Studien zur DDR-Expression in anderen hamatopoetischen Erkrankungen zeigten eine erhéhte DDR2-
Expression im Hodgkin-Lymphom [145, 146] und Chiaretti et al., die die Genexpressionssignaturen
von akuter lymphatischer Leukdmie (ALL) untersuchten, fanden DDR1 unter den hochexprimierten
Kinasen bei ALL-Patienten ohne molekulare Rearrangements und bei ALL-Patienten mit BCR/ABL-
Rearrangement [144]. Ungeklart bleibt, ob die deregulierte DDR1-Aktivierung an der Transformation
bei diesen Patientengruppen beteiligt ist. Chiaretti et al. verwendeten bei der Untersuchung der
Genexpressions-Signaturen der ALL dhnliche GeneChip Arrays, schlossen jedoch nur Patienten mit
einem Blastenanteil von lGber 90% in die Untersuchung mit ein. Ein weiterer Unterschied besteht
darin, dass Chiaretti et al. das Expressionslevel nicht mit gesunden Kontrollproben verglichen haben,
sondern innerhalb unterschiedlicher ALL-Subgruppen [144]. Beim Vergleich der DDR-
Expressionsniveaus unterschiedlicher AML-Risikogruppen miteinander wurden in der vorliegenden
Arbeit keine signifikanten Unterschiede festgestellt. Die ALL und AML zeigen hinsichtlich der DDR1-
Expressionslevel kontrdre Ergebnisse. Es handelt sind jedoch auch um zwei verschiedene
hamatologische Erkrankungen.

Ubereinstimmend zu unserer Beobachtung wiesen verschiedene AML-Zelllinien (EOL-1, HL-60, K-562,
KASUMI-1, KG-1, MOLM-13, MV4-11, NB-4, OCI-AML3 und THP-1), die wir auf ihre DDR1-
Proteinexpression hin untersucht haben, keine detektierbare DDR1-Proteinexpression auf. Nur die
als Positivkontrolle verwendete CML (chronische myeloische Leukamie) Zelllinie K-562 zeigte sowohl
im Western Blot als auch bei der CD167a-Oberflachenfarbung ein eindeutiges Signal. K-562 wurde
von L'Hobte et al. als DDR1-exprimierende Zelllinie beschrieben [344]. Die Untersuchung von ALL-
Zelllinien ware an dieser Stelle ein sinnvoller Vergleich.

Neben einer haufig verdanderten DDR-Expression in soliden Tumoren, findet sich beim nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinom (NSCLC) [345] und beim Gallengangskarzinom [346] auRerdem eine
deregulierte Phosphorylierung von DDR1 und DDR2. Phosphoproteomic-Screens zeigten, dass sich
die DDRs unter den am starksten phosphorylierten RTKs befinden. DDR1 war im NSCLC und im
Gallengangskarzinom jeweils unter den drei am starksten phosphorylierten Rezeptortyrosinkinasen
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[345, 346]. Fur hamatologische Neoplasien wurde eine veranderte DDR-Phosphorylierung noch nicht
beschrieben.

Mutationen in DDR1 und DDR2 hingegen wurden sowohl in soliden Tumoren [347, 348] als auch in
der AML gefunden. Aus der Literatur sind bisher neun AML-Patienten mit einer DDR1- oder DDR2-
Mutation bekannt [106, 273, 275, 276]. Diese Falle sind in Tabelle 27 aufgefiihrt. Die DDR1 A766V
Mutation wurde von Tomasson et al. bei einer high-throughput Sequenzierung von Genen, die fir
Tyrosinkinasen kodieren, bei einem Patienten mit de novo AML gefunden [276]. Ebenfalls durch high-
throughput Sequenzanalyse identifizierten Loriaux et al. die DDR1-Mutationen T460M, N502S und
A533S in AML-Patienten ohne FLT3- oder c-KIT-Mutationen [275]. Welch et al. untersuchten Gene
von Tyrosinkinasen in Genomen mit fehlender FLT3-Mutation und fanden unter anderem die beiden
Mutationen DDR2 G222R und DDR2 M291l [106]. Aus unserer klinischen Kooperationsgruppe
entdeckten Greif et al. mittels Whole Exome Sequencing die DDR2 D854N Mutation in einem
Patienten mit akuter Promyelozytenleukdmie [273]. Insgesamt sind sieben nicht-synonyme
Mutationen in den Genen, die fiir die Rezeptortyrosinkinasen DDR1 und DDR2 kodieren,
beschrieben. Eine dieser Mutationen (DDR1 N502S) wurde bei drei Patienten gefunden, wahrend alle
anderen Mutationen jeweils nur einmal auftreten.

Tabelle 27: Bisher bekannte Fédlle von AML-Patienten mit einer DDR1- oder DDR2-Mutation

Patient

[Quelle] FAB/WHO Gen* Mutation Kategorie Domane

#1 [275] nicht anders spezifiziert DDR1a T460M missense M

#2 [275] M1 DDR1a N502S missense

#3 [275] M4eo DDR1a N502S missense M

#4 [275] M2 DDR1a N502S missense

#5 [275]  nicht klassifizierbar DDR1b A533S missense M

#6 [276]  nicht angegeben DDR1a '(AZ:OG?YV DDR1b) missense TKD

#7 [106] M1 DDR2 G222R missense extrazellular
#8 [106] M3 DDR2 M291I missense extrazellular
#9 [273] M3 DDR2 D854N missense C-Terminus

*Im Gegensatz zu DDR2 gibt es aufgrund von alternativem SpleiRen von DDR1 funf Isoformen (a, b, ¢, d und e), die sich in
ihrem zytoplasmatischen Teil voneinander unterscheiden. Isoform a und b sind die vorherrschenden Isoformen. Isoform d
und e sind trunkierte Proteine mit fehlender oder nicht funktionstiichtiger Kinasedomane [53]. In der vorliegenden Arbeit
wurde mit Isofrom a gearbeitet.

Da nur wenige DDR-Mutationen bisher funktionell charakterisiert wurden [275], wurden im Rahmen
dieser Arbeit alle DDR2-Mutationen sowie die Mutation DDR1 A766V naher untersucht. DDR1 A766V
befindet sich in der Aktivierungsschleife der Tyrosinkinasedomdne [276]. DDR2 G222R und
DDR2 M291I sind in der Discoidin-dhnlichen Domane im extrazellularen Bereich lokalisiert und
DDR2 D854N am C-Terminus des Proteins. Die Lokalisation der bisher in der AML gefundenen
Mutationen ist in Abbildung 41 grafisch dargestellt.
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\
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Abbildung 41: Lokalisation der in AML-Patienten gefundenen DDR1- und DDR2-Mutationen. Schematisch dargestellt sind
DDR1 und DDR2 mit ihren funktionellen Domanen. DDR1 stellt zugleich Isoform a und Isoform b dar. Die durch alternatives
SpleiRen verlangerte juxtamembrandse (JM-) Domane in Isoform b ist farblich hervorgehoben. Die bisher in AML-Patienten
gefundenen Mutationen sind eingezeichnet. In blauer Farbe hervorgehoben sind die in dieser Arbeit charakterisierten
DDR1- und DDR2-Mutationen. ATP: Adenosintriphosphat; TKD: Tyrosinkinasedoméane; TM: transmembrandse Domane

Bei soliden Tumoren treten DDR2-Mutationen beim NSCLC, Endometriumkarzinom, kolorektalen
Karzinom, Nierenzellkarzinom und Glioblastom auf [347]. Generell wurden die DDRs im NSCLC
bislang am besten charakterisiert [121]. DDR-Mutationen treten in einer Studie von
Hammerman et al. beim primaren Plattenepithelkarzinom mit einer Haufigkeit von 3,2% auf [347].
Im NSCLC sind bis heute insgesamt vier DDR1- und 14 DDR2-Mutationen bekannt, die sich wie in der
AML {ber verschiedene Domanen erstrecken [121, 347-349]. Es gibt keine Uberlappungen bei den im
NSCLC und in der AML gefundenen Mutationen. Da manche der im NSCLC beschriebenen DDR2-
Mutationen zu einem onkogenen , gain-of-function” Phanotyp fiihren [347], |asst dies vermuten, dass
das Auftreten von DDR-Mutationen auch bei der AML zu deren Entstehung beitragen kdnnte.

5.3.2 Evaluierung des transformierenden Potentials der DDR-Mutationen

Die bei AML-Patienten gefundenen und in dieser Arbeit charakterisierten DDR1- und DDR2-Mutanten
(DDR1 A766V, DDR2 G222R, DDR2 M291I, DDR2 D854N) wurden auf ihr transformierendes Potential
untersucht. Dazu wurden Ba/F3 Zelllinien hergestellt, die jeweils einen der Rezeptoren stabil
exprimieren. Als IL-3-abhangige Zellen [277] stellen Ba/F3 ein geeignetes und gangiges Zellmodell zur
Analyse transformierender Onkogene, z.B. Tyrosinkinasen dar. Transformierende Onkogene
vermitteln Ba/F3 Zellen IL-3-unabhingiges Zellwachstum [84]. Keine der in dieser Arbeit
untersuchten DDR1- sowie DDR2-Mutationen (oder Wildtyp) flhrte zu IL-3-unabhangigem Wachstum
von Ba/F3 Zellen. Eine gesteigerte Proliferation in Gegenwart ihres Liganden Kollagen wurde
ebenfalls nicht beobachtet. Somit haben die untersuchten DDR1- und DDR2-Mutanten, zumindest
wenn sie alleine exprimiert werden, kein transformierendes Potential in Ba/F3 Zellen. Eine
erganzende Untersuchung an dieser Stelle ware die Koexpression von DDRs und Integrinen. Wie in
Abbildung 4 gezeigt, ist die Interaktion von DDR1 und B1-Integrinen zur Erzeugung bestimmter
zelluldarer Antworten wie zum Beispiel zur Zellzyklus-Progression notwendig. Mehrere solcher
Beispiele von interagierenden Rezeptortyrosinkinasen und Integrinen sind schon bekannt, wie
beispielsweise die Interaktion von PDGFR und VEGFR (vascular endothelial growth factor receptor)
mit B3-Integrin oder EGFR (epidermal growth factor receptor) mit B1-Integrin [350-354].
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Loriaux et al. untersuchten ebenfalls das transformierende Potential zweier bei AML-Patienten
gefundener DDR1-Mutationen. Hammerman et al. das transformierende Potential zahlreicher bei
Patienten mit NSCLC gefundener DDR2-Mutationen. Dazu stellten sie Ba/F3 Zelllinien her, die die
jeweiligen Rezeptormutanten oder den Wildtyp stabil exprimierten und kultivierten diese in
Abwesenheit von IL-3 [275, 347]. Loriaux et al. untersuchten das Proliferationsvermégen von Ba/F3
Zellen, die die AML-assoziierten Mutationen DDR1 T460S und DDR1 N502S exprimierten. Ba/F3
Zellen, die diese Rezeptormutanten exprimierten, verhielten sich wie DDR1-Wildtyp-exprimierende
Ba/F3 Zellen und zeigten keine Proliferation in Abwesenheit von IL-3. Wie die in dieser Arbeit
untersuchten AML-assoziierten Mutationen, transformierten auch die von Loriauxetal.
untersuchten Mutationen Ba/F3 Zellen nicht zu IL-3 unabh&dngigem Wachstum [275].

Bei Hammermanetal. hingegen bewiesen alle charakterisierten, NSCLC-assoziierten DDR2-
Mutationen (DDR2 L63V, DDR2 L239R, DDR2 G253C, DDR2 G505S, DDR2 1638F, DDR2 G774V)
transformierendes Potential in Ba/F3 Zellen. Die Transformationskinetik und die Rate der IL-3-
unabhangigen Proliferation waren fir alle untersuchten DDR2-Mutationen identisch. Der genaue
Mechanismus, der in diesem Fall zur zelluldren Transformation fihrt, ist unklar. Gezeigt wurde, dass
das Uberleben der Ba/F3 Zellen in Abwesenheit von IL-3 mit einer STAT5-Phosphorylierung
verbunden war und dass in den Ba/F3 Zellen, die einen mutierten DDR2-Rezeptor exprimierten, die
Tyrosinkinase Src auch in Abwesenheit von IL-3 phosphoryliert blieb [347].

Ein Zusammenhang zwischen DDR2 und Src war zuvor auch in einer anderen Studie beschrieben
worden [173]. Dies lasst darauf schlieBen, dass die koordinierte Aktivitdat von DDR2 und Src fiir die
IL-3-unabhingige Proliferation dieser Zellen erforderlich ist. Uberraschenderweise zeigte bei
Hammerman et al. auch der DDR2-Wildtyp in gleicher Weise wie die DDR2-Mutanten IL-3-
unabhidngiges Wachstum von Ba/F3 Zellen [347]. Dies wurde bisher in keiner anderen Studie
beobachtet. Auch in der vorliegenden Arbeit wurde wie bei Hammerman et al. Ba/F3 Zellen, die DDR-
Rezeptoren exprimieren, liber mehrere Tage IL-3 entzogen. Die Expression des DDR2-Wildtyp-
Rezeptors in Ba/F3 Zellen fiihrte allerdings nicht zur IL-3-unabhdngigen Proliferation der Zellen.
Wahrend in der vorliegenden Arbeit der IL-3-Entzug schrittweise erfolgte, siten Hammerman et al.
die Ba/F3 Zellen direkt ohne IL-3 aus. Die Ursache der unterschiedlichen Beobachtung konnte
auBerdem im Expressionslevel des wildtypischen DDR2-Rezeptors begriindet liegen, da
Hammerman et al. von einer hohen Expression des wildtypischen DDR2 sprechen [347]. Ein direkter
Vergleich der DDR2-Expression zwischen beiden Studien ist nicht moglich. Das
Transformationspotential von DDR2 untersuchten Hammerman et al. zudem mit einem ,Colony-
Formation-Assay”, Uber den die Anzahl an ausgebildeten Kolonien ermittelt wird. Dazu wurden die
oben erwahnten DDR2-Mutationen in murinen Fibroblastenzellen (NIH-3T3) exprimiert und in Soft-
Agar kultiviert. Bei diesem Versuch zeigten nur zwei der sechs untersuchten Mutationen (DDR2 L63V,
DDR2 1638F) eine signifikant hohere Fahigkeit Kolonien auszubilden [347].

Der Phanotyp einer Mutation ist abhangig von der untersuchten Zellfunktion. Deshalb kdnnte die
Untersuchung des Selbsterneuerungspotentials oder anderer DDR-relevanter Funktionen, wie die
Zellmigration oder Zelladhasion, weiteren Aufschluss Uber die Auswirkung der AML-assoziierten
Mutationen geben.

5.3.3 Weitere Charakterisierung der DDR-Mutationen: Zelladhasion
Mehrere Studien haben gezeigt, dass DDR1 eine Rolle bei der Zelladhéasion spielt [355-357]. Deshalb
wurde in der vorliegenden Arbeit die Zelladhasion unter Einfluss von wildtypischem und mutiertem
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DDR-Rezeptor miteinander verglichen. Es wurden Ba/F3 Zellen, die wildtypischen oder mutierten
DDR1- oder DDR2-Rezeptor stabil exprimierten, zunachst noch mit minimalen Mengen IL-3, dann
ganz ohne IL-3 kultiviert und dabei das Adhasionsverhalten beobachtet. Eine Adhdsion der Zellen war
generell nur in Anwesenheit von Kollagen zu beobachten. Kollagen wurde in Form von humanen
Kollagenmonomeren (Typl) zur Kultur gegeben. Die Adhdsion wurde in Form von Zelltrauben
sichtbar, die sich entlang des Kollagens bildeten. Eine Adhasion wurde nur bei DDR1, sowohl beim
Wildtyp-Rezeptor als auch bei der DDR1 A766V Mutante beobachtet. In abgeschwéachter Form war
eine Adhadsion auch bei der kinasetoten Mutante DDR1 K618A zu sehen. Die Trauben I6sten sich nach
48 Stunden in IL-3-freiem Medium wieder auf. Es war kein Unterschied in der Stdarke der
Traubenbildung zwischen DDR1-Wildtyp und DDR1 A766V zu erkennen. Um dies zu bestatigen, sollte
eine Quantifizierung durchgefiihrt werden. Eine geeignete Form der Quantifizierung konnte aktuell
noch nicht etabliert werden.

Die Rolle von DDR1- oder DDR2-Wildtyp fir die Zelladhdsion wurde auf andere Weise in einer Studie
von Xu et al. untersucht. Dabei adharierten HEK-293T Zellen, die stabil DDR1- oder DDR2-Wildtyp
Uberexprimierten, schneller an Kollagen (Typ 1) als die Vektorkontrolle oder als untransfizierte
HEK-293. Weitere Untersuchungen aus dieser Studie haben ergeben, dass die Uberexpression von
DDR1 oder DDR2 in HEK-293 Zellen, die von Kollagen-bindenden B1-Integrinen vermittelte Adhdasion
an Kollagen (Typ |) beginstigt [280]. Da HEK-293 adhéarente Zellen sind, stellen sie im Vergleich zu
Ba/F3 Zellen fur diese Fragestellung das bessere Modellsystem dar. Unterstiitzend kommt hinzu, dass
native HEK-293 Zellen eine relativ schwache Adhasion an Kollagen (Typ I) zeigen [358]. Der von
Xu et al. durchgefiihrte Versuch befindet sich in unserer Arbeitsgruppe aktuell im Aufbau. Auf diese
Weise soll das Adhéasionsverhalten an Kollagen (Typ 1) von mutiertem im Vergleich zu wildtypischem
DDR1 bzw. DDR2 analysiert werden.

5.3.4 Aktivierungskinetik wildtypischer und mutierter DDR-Rezeptoren

In dieser Arbeit konnte flir wildtypisches DDR1 und DDR2 bestatigt werden, dass die Aktivierung der
DDRs durch ihren Liganden langsam erfolgt und sehr langanhaltend ist [148, 149, 344]. Die maximale
Phosphorylierung von DDR1- und DDR2-Wildtyp in HEK-293T Zellen wurde nach mindestens
60 Minuten erreicht. Drei Stunden nach Stimulierung war die Phosphorylierung noch immer sehr
stark bzw. maximal. Erst 12 Stunden nach Ligandzugabe war sie fast vollig zuriickgegangen. Dies steht
im Gegensatz zu den meisten anderen RTKs, wo die maximale Ligand-induzierte Phosphorylierung
schon innerhalb weniger Minuten erreicht ist und die Herunterregulierung ebenfalls im Zeitfenster
von Minuten liegt [359-361]. Die in dieser Arbeit in HEK-293T Zellen ermittelte Aktivierungskinetik
der wildtypischen DDRs bestatigt die Ergebnisse von Vogel et al.. Ein einziger Unterschied besteht in
der Aktivierungsdauer. Die Verwendung von murinem statt humanem Kollagen zur Stimulation
konnte dies begriinden [149]. Eine Studie hatte gezeigt, dass Kollagene vom selben Typ aber aus
verschiedenen Spezies den Rezeptor unterschiedlich stark binden und zu leichten Unterschieden bei
der Phosphorylierung von DDR1 fiihren [148].

Wie der Wildtyp verhielt sich auch die DDR1 Mutante A766V. Dies war fiir diese TKD-Mutante nicht
zu erwarten. Da sich die DDR1 A766V Mutation in der Aktivierungsschleife der TKD befindet, einer fir
die Transphosphorylierung und Aktivierung der Kinase wichtigen Struktur, lag die Annahme nahe,
dass die Mutation den Bereich der ATP-Hydrolyse behindert und folglich die Kinasefunktion stort.
DDR2 D854N verhielt sich ahnlich wie der Wildtyp und erreichte nach 30 Minuten Stimulation mit
Kollagen seine maximale Phosphorylierung, die jedoch nach 12 Stunden noch nahezu maximal blieb.
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Die Ursache der langer als bei Wildtyp andauernden Phosphorylierung bleibt unklar. Es kann davon
ausgegangen werden, dass die DDR2 D854N Mutation keine regulatorische Funktion besitzt. Sie
befindet sich im C-terminalen Bereich, der bei DDR2 nur sechs Aminosauren lang ist, bei DDR1 acht
Aminosauren, und keine Tyrosine besitzt. Von DDR1 ist bekannt, dass die C-terminalen Aminosauren,
die gewdhnlich der C-terminalen Domane zugeordnet sind, Teil der Kinasedomane sind. Deshalb ist
es unwahrscheinlich, dass C-terminale Aminosduren von DDR1 und DDR2 eine regulatorische
Funktion besitzen [53].

Die Phosphorylierungskinetik des DDR1-Wildtyp-Rezeptors wurde in dieser Arbeit auRerdem in
einem zweiten, unabhingigen Zellmodell, den Ba/F3 Zellen, untersucht und verhalt sich dhnlich wie
in HEK-293T. In Ba/F3 Zellen nimmt die Phosphorylierung von wildtypischem DDR1 bis 90 Minuten
nach der Stimulation stark zu und bleibt fiir mindestens zwei Stunden maximal (Daten nicht gezeigt).
Langere Stimulationsintervalle wurden mit Ba/F3 Zellen nicht durchgefiihrt. Loriaux et al. haben
ebenfalls die Aktivierungskinetik von DDR1-Wildtyp und der bei AML-Patienten gefundenen DDRI1-
Mutationen (DDR1T460S, DDR1 N502S) im Ba/F3 Zellmodell untersucht. Sie haben keine
Unterschiede bezliglich der Phospho-Tyrosinlevel zwischen Wildtyp und Mutanten festgestellt [275].
Im Kontrast zu unseren Daten und zu anderen Studien [148, 149] konnten Loriaux et al. keine starke
und langanhaltende Phosphorylierung des DDR1-Wildtyp-Rezeptors zeigen. Loriaux et al. haben
jedoch alle Phosphorylierungsanalysen mit Ganzzelllysaten statt mit Immunprazipitaten
durchgefihrt. Daraus resultierten viele, teilweise unspezifische Antikérperbindungen [275]. Aus
diesem Grund ist eine eindeutige Interpretation der Ergebnisse von Loriaux et al. enorm erschwert.
Anders als bei der bisher beschriebenen Aktivierungskinetik in HEK-293T zeigten die beiden
extrazellularen DDR2-Mutanten DDR2 G222R und DDR2 M291I bereits im unstimulierten Zustand
eine sehr starke Rezeptorphosphorylierung. Die Phosphorylierung des Rezeptors konnte durch
Ligandzugabe nur noch unwesentlich verstiarkt werden. Die Mutationen DDR2 G222R und
DDR2 M291I befinden sich in der Discoidin-dhnlichen Domiane und somit aullerhalb der
Ligandbindedomane, die in der Discoidin-Domane liegt [157, 158]. Ein direkter Einfluss dieser beiden
DDR2-Mutanten auf die Kollagenbindung ist folglich unwahrscheinlich. Denkbar ist jedoch, dass sie
die Glykosylierung des Rezeptors beeinflussen. Dafiir spricht, dass sich im Western Blot das
Glykosylierungsmuster der extrazellularen Mutanten DDR2 G222R und DDR2 M291l von dem des
DDR2-Wildtyps und der C-terminalen Mutante DDR2 D854N unterscheidet. Fir DDR2 sind im
Western Blot mehrere Glykosylierungsformen mit unterschiedlichem Molekulargewicht zu erkennen.
Wadhrend bei wildtypischem DDR2 und der C-terminalen Mutante die Bande fiir die am stdrksten
glykosylierte Form am prominentesten ist, sind bei den extrazellularen Mutanten die Banden fir
niedermolekulare, weniger glykosylierte Formen starker. Dies kénnte darauf hindeuten, dass die
extrazelluldren Mutanten die Glykosylierung des Rezeptors beeinflussen. Am deutlichsten war dieser
Unterschied in Ba/F3 Zellen zu beobachten (siehe hierzu Abbildung 33). Diese Beobachtung steht in
Einklang mit einer kdirzlich veroffentlichten Studie von Phanetal., die mehrere
Glykosylierungsformen mit unterschiedlichem Molekulargewicht bei der Expression des DDR2-
Proteins in HEK-293 Zellen beschrieben. Sie benannten die unterschiedlichen Formen als Ausgangs-,
Zwischen- und Endprodukt der N-Glykosylierung [362]. Darliber hinaus zeigten Fu et al., dass die
N-Glykosylierung von DDR1 eine kritische Rolle bei der Aufrechterhaltung der inaktiven
Konformation des Rezeptordimers spielt und brachten Asn211 mit der Regulierung des
Aktivitdtszustands von DDR1 in Verbindung. Eine mutierte Glykosylierungsstelle Asn211 fiihrte zur
Ligand-unabhangigen Rezeptorphosphorylierung [363]. Neben der konservierten
N-Glykosylierungsstelle Asn211 (DDR1) bzw. Asn213 (DDR2) [362] enthélt die Discoidin-dhnliche
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Domane, sowie die JM Domane weitere zahlreiche Glykosylierungsstellen [53, 362]. Die Mutanten
DDR2 G222R und DDR2 M291I betreffen zwar keine Glykosylierungsstellen, liegen jedoch in deren
unmittelbarer Ndhe. Eine Hypothese fiir die konstitutive Phosphorylierung der extrazelluldren
Rezeptormutanten ist deshalb, dass DDR2 G222R und DDR2 M291I durch einen bisher unbekannten
Mechanismus die Glykosylierung des Rezeptors beeinflussen, dadurch die N-Glykosylierung
verhindern und es folglich zur Ligand-unabhdngigen Rezeptoraktivierung kommt. Es sind weitere
Versuche notwendig, um diese Hypothese zu priifen.

Die molekularen und zellularen Mechanismen hinter der langsamen DDR-Phosphorylierung sind noch
nicht aufgeklart. Zur Aktivierungskinetik gibt es jedoch mehrere Modelle. Zwei Studien haben
unabhangig voneinander gezeigt, dass maximale DDR2-Phosphorylierung von der Tyrosinkinase Src
abhangig ist [173, 364]. Auch Hammerman et al. (siehe 5.3.2) wiesen auf diesen Zusammenhang hin
[347]. Ein hierauf basierendes Modell besagt, dass Src nach der Ligandbindung bestimmte Tyrosine in
der Aktivierungsschleife von DDR2 phosphoryliert, was am intrazellularen DDR2-Rezeptor zur
Autophosphorylierung weiterer Tyrosine flihrt. Die phosphorylierten Tyrosine ermdoglichen
schlieflich die Bindung von zytoplasmatischen DDR2-Adaptor- und Signalproteinen [364]. Auf
dhnliche Weise scheint Src in die Aktivierung von DDR1 involviert zu sein [163]. L'H6te et al.
vermuten, dass DDR im inaktiven Zustand an eine Phosphatase gebunden ist, welche erst vom
Rezeptor entfernt werden muss, bevor Kollagen gebunden und die Phosphorylierung des Rezeptors
stattfinden kann. AuRerdem beschreiben L'HOte et al. eine schnellere Ligand-induzierte
Phosphorylierungskinetik bei nicht adhdrenten im Vergleich zu adharenten Zellen. Deshalb
spekulieren L'Hobte et al., dass DDR1 an der Adhdsion der Zellen beteiligt ist und, solange die Zellen
adharent sind, fiir Kollagen weniger zuganglich ist [344]. Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit sind
hierzu einerseits ident, andererseits kontrar. Bei der Messung der DDR1-Oberflachenexpression von
K-562, einer Suspensionszellline, die DDR1 endogen exprimiert, war die nach 30-minitiger
Stimulation mit humanem Kollagen (Typ ) sichtbare DDR1-Oberflachenexpression nach 90-mintiger
Stimulation fast vollstandig verschwunden. Dies deutet auf eine Internalisierung des Rezeptors und
somit auf eine generell rascher ablaufende Phosphorylierungkinetik hin (Daten nicht gezeigt). Im
Gegenzug war bei der Untersuchung der DDR1-Phosphorylierungskinetik in einer DDR1 transgen
exprimierenden Suspensionzelllinie (Ba/F3) die maximale Phosphorylierung auch erst nach
90 Minuten erreicht und nach 120 Minuten noch immer prominent (Daten nicht gezeigt). Fir DDR2
liegt hierzu kein Ergebnis vor. Ein weiterer moéglicher Mechanismus der langsamen DDR-Aktivierung
wurde von Mihai et al. beschrieben, die mit Hilfe von fluoreszenzmarkiertem DDR1 gezeigt haben,
dass es binnen Minuten nach der Stimulation mit Kollagen zur DDR1-Gruppierung und
zytoplasmatischen Internalisierung in frilhe Endosomen kommt. |hr Modell geht von DDR1-
Monomeren und -Dimeren an der Zelloberflache aus. Die Interaktion mit Kollagen fihrt dann zur
Internalisierung von DDR1-Dimeren und zur Aktivierung des endosomalen Signalweges, der die
DDR1-Aktivierung herbeifiihrt, gefolgt vom Recycling des aktivierten DDR1-Rezeptors zurick an die
Zelloberflache. Das Recycling geschieht etwa binnen 60 Minuten [365]. Dieses Zeitfenster stimmt
ungefahr mit der experimentell ermittelten Rezeptorphosphorylierung (berein. Beziiglich der
langanhaltenden Rezeptoraktivierung gibt es Berichte, dass die von RTKs vermittelte
Signallbertragung auch von Endosomen aus fortdauern kann [366, 367].

Zudem ist wenig Uber die molekularen Mechanismen der transmembrandsen Signallbertragung
bekannt, also wie das Binden von Kollagen an den Rezeptor in die Aktivierung der Kinase Ubersetzt
wird und ob die JM-Domanen an der Autoinhibition oder Aktivierung der Kinasedomane beteiligt
sind.
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6 Ausblick

Der Stellenwert zahlreicher Mutationen in der Krankheitsentstehung der AML ist noch unbekannt.
Zukinftig ist es deshalb von groRem Interesse deren Rolle in der Pathogenese der AML und die
prognostische Bedeutung von AML-assoziierten Mutationen zu ermitteln, die Interaktionen zwischen
diesen Mutationen zu verstehen und neue therapeutische Zielstrukturen zu definieren. Bezlglich der
haufigen Assoziation von NPM1- und FLT3-ITD-Mutationen deuteten bisher ausschlieRlich klinische
Daten auf ihre Interaktion bei der Entstehung der AML hin. In der vorliegenden Arbeit wurde das
erste zellbasierte AML-Modell entwickelt, das die gemeinsame Untersuchung von NPM1- und
FLT3-ITD-Mutationen ermoglichte. Die Analyse des Proliferationsverhaltens der Zellen des
Modellsystems deutet auf ein Zusammenwirken der beiden Mutationen bei der Leukdmogenese hin.
Der insgesamt jedoch nur schwach ausgepragte Phanotyp des in dieser Arbeit etablierten Zellmodells
erfordert zum eindeutigen Nachweis der Interaktion von NPM1- und FLT3-ITD-Mutationen bei der
Entstehung von AML ein alternatives Modellsystem. Die Nachteile und Hiirden alternativer
zellbasierter Modelle sind in 5.1.5 ausfiihrlich erldutert. Aus einem weiteren Grund ist das
vorliegende Zellmodell flir weitere funktionelle Analysen zur gemeinsamen Untersuchung von NPM1-
und FLT3-ITD-Mutationen weniger gut geeignet: Die fiir das Modell verwendete humane AML-
Zelllinie OCI-AML3 besitzt eine Mutation in der Methyltransferase DNMT3A. Eine aktuelle Studie hat
gezeigt, dass das gleichzeitige Auftreten von Mutationen in den Genen NPM1, FLT3 und DNMT3A
moglicherweise eine eigene, neue AML-Subgruppe darstellt [29]. Aus heutiger Sicht erweist sich
deshalb das 2013 von Mallardo et al. publizierte Mausmodell [294] als das geeignetste Alternativ-
modell. Dieses Modell belegt die Kooperation von NPMI1- und FLT3-ITD-Mutationen bei der
Entstehung von AML in vivo. Es kdnnte in Zukunft fir therapeutische Fragestellungen eingesetzt
werden, denn trotz der enormen genetischen Heterogenitiat wird die Mehrheit der AML-Patienten
nach wie vor nach demselben Therapieschema behandelt. Neue Therapieansatze sind dringend
erforderlich, vor allem fir die prognostisch ungilinstigen und schlecht auf die Standard-
Chemotherapie ansprechenden AML-Patienten mit FLT3-ITD-Mutation und insbesondere der
Patienten mit hoher FLT3-ITD-Last. Erstrebenswert ware folglich ein Mausmodell, das im NPM1-
mutierten Hintergrund auch unterschiedliche ITD/WT-Verhaltnisse modelliert. Die in Abhangigkeit
des ITD/WT-Verhéltnisses im NPMI-mutierten Hintergrund untersuchten Genexpressionsprofile
lieferten neue Einblicke auf molekularer Ebene sowie Hinweise auf Gene, die moglicherweise in
diesem Zusammenhang von Bedeutung sein konnten.

Die FLT3-Kinase wird nicht nur durch aktivierende Mutationen wie die ITD konstitutiv aktiviert. Auch
hohe FLT3-WT-Expressionslevel fiihren diesen Zustand herbei und verschlechtern die Prognose der
betroffenen AML-Patienten. Erste Untersuchungen zur transkriptionellen Regulation von FLT3 in
dieser Arbeit zeigen, dass ein mutierter Transkriptionsfaktor zur verstarkten Aktivierung des Flt3-
Promotors fiihren kann. Um zukiinftig den Zusammenhang zwischen transkriptioneller Regulation
und Expression von FLT3 als Ursache hoher FLT3-WT-Expressionslevel naher zu untersuchen, sollte
nach der ldentifikation FLT3-regulierender Transkriptionsfaktoren (TF) eine Korrelation zwischen
mutierten bzw. deregulierten TF und der FLT3-Expression in vitro sowie insbesondere in AML-
Patienten durchgefiihrt werden.

Zu Mutationen, die bei AML-Patienten auftreten, deren Rolle in der Erkrankung aber nach wie vor
unbekannt ist, gehéren unter anderem Mutationen in den Rezeptortyrosinkinasen DDR1 und DDR2.
Erste Untersuchungen zur funktionellen Charakterisierung dieser Mutationen in dieser Arbeit haben
keinen transformierenden Phanotyp im Ba/F3 Modell ergeben. Eine Koexpression von DDRs und
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Integrinen, wie sie flr bestimmte zelluldre Antworten erforderlich ist und wie sie von anderen RTKs
bekannt ist, ebenso wie die Ermittlung des Selbsterneuerungspotentials waren bezlglich der
Untersuchung des transformierenden Potentials mutierter DDRs eine sinnvolle Erganzung. Fir die
weitere funktionelle Charakterisierung der wildtypischen und mutierten DDRs ist geplant die
Zelladhasion, als eine der Hauptaufgaben der DDR-Rezeptoren, ndher zu untersuchen. Die
Zelladhasion kdnnte bei hamatopoetischen Zellen in der Stammzellnische oder bei der Leukozyten-
Migration durch das Endothel von Bedeutung sein. Des Weiteren zeigten die extrazelluldren DDR2-
Mutanten in der vorliegenden Arbeit eine konstitutive Rezeptorphosphorylierung. Die zelluldren
Auswirkungen dieser Beobachtungen bleiben zu klaren.

Da RTKs nicht nur eine zentrale Rolle bei der Entstehung einer AML spielen, sondern zudem auch
wichtige therapeutische Zielmolekile darstellen, ist ihr Verstdandnis in der AML von besonderer
Bedeutung.
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7 Zusammenfassung

Die akute myeloische Leukdamie (AML) ist aus genetischer Sicht eine sehr heterogene Erkrankung.
Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) wie FLT3 sind in der Leukdmogenese von zentraler Bedeutung. Durch
Mutationen aktivierte RTKs sind allerdings alleine nicht in der Lage eine AML zu induzieren. Die
Kooperation mit anderen Mutationen ist hierfir notwendig. Zu den am haufigsten gemeinsam
auftretenden Mutationen in der AML gehéren NPM1- und FLT3-ITD- (internal tandem duplication)
Mutationen. Klinische Daten zeigen, dass eine FLT3-ITD die gute Prognose von NPMI-mutierten
(NPM1c+) Patienten in Abhdngigkeit des FLT3-ITD-mRNA-Levels in negativer Weise beeinflusst. Dies
lasst auf ein pathogenes Zusammenwirken beider Genmutationen in der AML schliel3en, welches im
Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde. Dazu wurde basierend auf der humanen AML-Zelllinie
OCI-AML3 mittels stabiler, lentiviraler Transduktion das erste zelluldre Modellsystem etabliert, das
die relevanten Genotypen (NPM1c+/FLT3-ITD; NPMI1c+/FLT3-WT) sowie unterschiedliche
Verhiltnisse von FLT3-ITD zu FLT3-WT (ITD/WT) im NPMI-mutierten Hintergrund modelliert.
Zunachst wurde die NPM1-Mutation sowie die Funktionalitat des FLT3-WT- und FLT3-ITD-Rezeptors
in den nativen und transgenen Zellen bestatigt. Mit Hilfe des Zellmodells konnte gezeigt werden,
dass Zellen, die beide Mutationen tragen, in vitro wie auch in vivo einen Wachstumsvorteil besitzen.
Dieser vergroBerte sich zudem mit zunehmendem ITD/WT-Verhiltnis. Ab einem bestimmten
ITD/WT-Verhiltnis konnte dieser Wachstumsvorteil in vitro mit einem FLT3-Inhibitor Gber eine
gewisse Dauer gehemmt werden. Diese Ergebnisse kdnnten auf ein Zusammenwirken der beiden
Mutationen bei der Leukdmogenese hinweisen und eine Ursache fir die schlechteren
Uberlebenskurven von Patienten mit beiden Mutationen und zunehmender FLT3-ITD-Last darstellen.
Der insgesamt jedoch nur schwach ausgepragte Phanotyp des etablierten Zellmodells erfordert zum
eindeutigen Nachweis der funktionellen Interaktion von NPM1- und FLT3-ITD Mutationen ein
alternatives Modellsystem.

In diesem Zellmodell zeigten Zellen, die den FLT3-WT-Rezeptor liberexprimierten, ebenfalls einen
schwachen Wachstumsvorteil gegeniliber nativen Zellen mit endogener FLT3-WT-Expression. Neben
aktivierenden FLT3-Mutationen wie einer ITD, fihren auch hohe FLT3-WT-Expressionslevel zur
konstitutiven Aktivierung der FLT3-Kinase und verschlechtern die Prognose der Patienten. Deshalb
wurde in dieser Arbeit mit der Untersuchung der transkriptionellen Regulation von FLT3, als mogliche
Ursache hoher FLT3-WT-Expressionslevel, begonnen. In silico wurden im proximalen FLT3-Promotor
Bindestellen fir die hamatopoetischen Transkriptionsfaktoren (TF) PAX5 und MYB identifiziert. Mit
Hilfe des Dual-Luciferase® Reporter Assay Systems wurden PAX5 als schwacher Repressor und MYB
als Aktivator des Flt3-Promotors bestatigt. Auch der Transkriptionsfaktor CEBPA verhielt sich auf
gleiche Weise als Aktivator der Flt3-Promotoraktivitat. Eine Punktmutation im CEBPA-Gen, die aus
zwei AML-Fillen bekannt ist, fliihrte zu einer erhdohten Flt3-Promotoraktivitat. Die ldentifizierung
weiterer mutierter, FLT3-regulierender TF und ihre Korrelation mit der FLT3-Expression sollen
zuklnftig tiefere Einblicke in die transkriptionelle Regulierung von FLT3 als Ursache der FLT3-
Uberexpression in AML-Patienten gewahren.

Fiir eine Reihe von in AML-Patienten gefundenen Mutationen ist deren Rolle in der Pathogenese der
AML noch unbekannt. Dazu gehéren Mutationen in den Rezeptortyrosinkinasen DDR1 und DDR2. In
der vorliegenden Arbeit wurden DDR1- und DDR2-Mutationen stabil in Ba/F3 Zellen und transient in
HEK-293T Zellen exprimiert, um ihr transformierendes Potential zu untersuchen und diese funktionell
zu charakterisieren. Transgene, DDR1- und DDR2-exprimierende Ba/F3 Zellen zeigten keinen
transformierenden Phdnotyp. Weitere Untersuchungen zeigten eine konstitutive Phosphorylierung
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Zusammenfassung

der extrazellularen DDR2-Mutanten (G222R, M2911) in HEK-293T Zellen und eine Adhé&sion von Ba/F3
Zellen mit wildtypischem sowie mutiertem DDR1-Rezeptor in Anwesenheit des DDR-Liganden
Kollagen. DDR1- und DDR2-Rezeptoren sind bisher vor allem in soliden Tumoren untersucht. Weitere
funktionelle Analysen sind notwendig, um ihren Stellenwert bei der Entstehung von AML zu erfassen.
Diese Arbeit zeigt, dass Rezeptortyrosinkinasen in der Leukdmogenese auf unterschiedliche Weise
eine wesentliche Rolle spielen kénnen. Da Rezeptortyrosinkinasen zudem wichtige Zielmolekile fir
therapeutische Ansatze darstellen, sind sie von besonderer Bedeutung.
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Abstract

8 Abstract

Acute myeloid leukemia (AML) is a genetically heterogeneous clonal disorder. Receptor tyrosine
kinases (RTKs) like FLT3 play an important role in leukemogenesis. However, constitutively activated
RTKs (e.g. by mutations) alone are not sufficient to induce AML. Cooperating mutations are
necessary. NPM1 mutations and FLT3 internal tandem duplications (ITD) represent the most frequent
concomitant mutations in AML. Clinical data shows that a FLT3-ITD negatively modulates the
favorable prognosis of NPM1 mutated (NPM1c+) patients depending on the FLT3-ITD mRNA level.
This indicates a pathogenic interaction of NPM1 and FLT3-ITD mutations in AML which was analyzed
in this thesis. Based on the human AML cell line OCI-AML3 the first cellular model system that
models the relevant genotypes (NPM1c+/FLT3-ITD; NPM1c+/FLT3-WT) and different ratios of
FLT3-ITD to FLT3-WT (ITD/WT) in a NPM1 mutated background was established using stable,
lentiviral transduction. The presence of the NPM1 mutation and the functionality of the FLT3-WT and
FLT3-ITD receptor in native and transgenic cells had been confirmed. Cells which carried both
mutations had a proliferation advantage in vitro and in vivo that accelerated with increasing ITD/WT
ratio. Starting from certain ITD/WT ratio the proliferation advantage could be inhibited in vitro for a
period of time using a FLT3 inhibitor. These results might indicate an interaction of both mutations in
leukemogenesis and explain the poor survival curves of patients who harbor both mutations and
increasing ITD/WT ratio. The overall weak phenotype of the cellular model system requires an
alternate model system to clearly proof the functional interaction of NPM1 and FLT3-ITD mutations.
OCI-AML3 that overexpressed the FLT3-WT receptor also showed a slight proliferation advantage
compared to cells with baseline FLT3-WT expression in native cells. In addition to activating FLT3
mutations like an ITD, high FLT3-WT expression level also lead to constitutive activation of the FLT3
kinase and worsen the prognosis of the patients. Therefore the transcriptional regulation of FLT3 as a
potential cause of high FLT3-WT expression level was investigated in this thesis. Binding sites for the
haematopoietic transcription factors (TF) PAX5 and MYB in the proximal promoter of FLT3 were
identified in silico. With the aid of the Dual-Luciferase® Reporter Assay system PAX5 was confirmed
as a weak repressor and MYB as an activator of the F/t3 promoter. In addition the transcription factor
CEBPA was analyzed. CEBPA activated the F/t3 promoter in a similar manner as MYB. A point
mutation in the CEBPA gene which is known from two familial AML cases approximately doubled the
Fit3 promoter activity compared to wild type CEBPA. The identification of more mutations in TF
regulating FLT3 and their correlation with the FLT3 expression should provide insight into the
transcriptional regulation of FLT3 as a potential cause of the FLT3 overexpression in AML patients.
The role in the pathogenesis of AML is unknown for a number of AML related mutations e.g.
mutations in the receptor tyrosine kinases DDR1 and DDR2. In this thesis DDR1 and DDR2 mutations
were stably expressed in Ba/F3 cells and transiently expressed in HEK-293T cells to investigate their
transforming potential and to functionally characterize them. Transgenic DDR1 and DDR2 expressing
Ba/F3 cells did not reveal a transforming phenotype. The extracellular DDR2 mutations (G222R,
M2911) showed a constitutive phosphorylation in HEK-293T cells and the wild type DDR1 receptor as
well as the mutant DDR1 receptor expressing Ba/F3 cells adhered to their ligand collagen. So far
DDR1 and DDR2 receptors have been studied in solid tumors primarily. To determine their
significance in the pathogenesis of AML further functional analysis need to be performed.

This thesis shows that distinct receptor tyrosine kinases can play an important role in
leukemogenesis. Furthermore, receptor tyrosine kinases are of particular importance because they
represent crucial target molecules for therapeutic approaches.
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phosphoryliert

engl. ,spleen tyrosine kinase”, phosphoryliert

engl. ,phosphotyrosine-binding”

engl. ,protein tyrosine phosphatase type IVA, member 3”
engl. ,protein tyrosine kinase 2 beta”

engl. ,purinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 14”
Glutamin

Arginin

engl. ,,RAB38, member RAS oncogene family”

engl. ,retinoic acid receptor alpha”

engl. ,Rat sarcoma”

engl. ,retinoblastoma 1

engl. ,relative centrifugal force”

engl. ,reverse”

Rezidiv-freies Uberleben (engl. ,relapse-free survival”)
engl. ,raftlin, lipid raft linker 1“

Renilla-Luciferasegen

engl. ,Robust Multichip Average”

Ribonukleinsdure

RNA-Sequenzierung

engl. ,region of interest”

X-Rhodamin

engl. ,rounds per minute”

engl. ,Roswell Park Memorial Institute 1640”

engl. ,ribophorin I”

ribosomale Ribonukleinsdure

Raumtemperatur; reverse Transkription
Rezeptortyrosinkinasen

engl. ,runt-related transcription factor 1”

engl. ,runt-related transcription factor 1; translocated to, 1”
Serin; Anzahl der Schnittstellen

Sekunden

Sicherheitsstufe 1

Sicherheitsstufe 2

engl. ,sodium channel, voltage-gated, type IX, alpha subunit”
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SDS-PAGE
SDS
SELENBP1

Sequ; Seq; SEQ

Ser

Shc

Shcl = ShcA
ShcA = Shcl
SHIP-1
SHIP-2
SHP-1

SHP-2

SH2
SH3
SLC4A1
SLC6AS8

SNAP47
SNP
S.0.C.
SOCS2
Src
ST7
STATs
STAT1a
STAT1b
STAT3
STATS; Stat5
STAT5a
STATSb
SV40
T

t

TAE
Taq

TB

TBS
TBST
TE
TEMED
TET2
TF
TFBS

Abkirzungsverzeichnis

engl. ,sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis”
Natriumdodecylsulfat

engl. ,,selenium binding protein 1“

Sequenzierung

Serin

engl. ,Src homology 2 domain containing”

engl. ,Src homology 2 domain containing) transforming protein 1”
engl. ,,Src homology 2 domain containing) transforming protein 1”
engl. ,SH2 (Srchomolgy 2)-domain-containing inositol phosphatase 1”
engl. ,SH2 (Src homolgy 2)-domain-containing inositol phosphatase 2”
engl. ,Src homology 2 domain-containing protein tyrosine
phosphatase 1”7

engl. ,Src homology 2 domain-containing protein tyrosine
phosphatase 2”

engl. ,,Src homology 2”

engl. ,Src homology 3”

engl. ,solute carrier family 4 (anion exchanger), member 1”

engl. ,solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter),
member 8”

engl. ,,synaptosomal-associated protein, 47kDa“

engl. ,,single nucleotide polymorphism”

engl. ,Super Optimal broth with Catabolite repression”

engl. ,,suppressor of cytokine signaling 2”

engl. ,sarcoma”

engl. ,suppression of tumorigenicity 7“

engl. ,,signal transducer and activator of transcription”

engl. ,signal transducer and activator of transcription 1”

engl. ,signal transducer and activator of transcription 1b”

engl. ,signal transducer and activator of transcription 3”

engl. ,signal transducer and activator of transcription 5”

engl. ,signal transducer and activator of transcription 5A”

engl. ,signal transducer and activator of transcription 5B”
Simian-Virus 40

Thymin; Threonin, Virustiter

Translokation; Zeit

Tris-Acetat-EDTA

Thermus aquaticus

engl. ,transformation buffer”

engl. , Tris buffered saline”

engl. , Tris buffered saline and Tween 20"

Tris-EDTA

Tetramethylethylendiamin

engl. ,tet methylcytosine dioxygenase 2”

Transkriptionsfaktoren

Transkriptionsfaktorbindestellen
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Thr

TKD
TKls

™

Tm
TMA4SF1
TOM1L1
TRBV27
Tris

TU
TUBB2A
TV

Tyr

T2A

U

ucsc
uv

Vv

v

Vavl
Vav2
VEGFR
VP

w

wB
WHO
WT
X-ChIP
X-Gal

Y

Yes

Z

z.B.

Zeo
ZMYND12

ZNS
6FAM
7-AAD
7.1

°C

%

2

Abkirzungsverzeichnis

Threonin

Tyrosinkinasedomane

Tyrosinkinase-Inhibitoren

transmembrands

Schmelztemperatur

engl. ,transmembrane 4 L six family member 1”
engl. ,target of myb1 (chicken)-like 1”

engl.,, T cell receptor beta variable 27”
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

engl. ,technical unit”

engl. ,tubulin, beta 2A class lla”
Transkriptionsvariante

Tyrosin

engl. ,,Thosea asigna virus 2A"

engl. ,enzyme unit”

University of California, Santa Cruz

Ultraviolett

Valin; Volt; Volumen; Verdiinnungsfaktor
variabel

engl. ,vav 1 guanine nucleotide exchange factor”
engl. ,,vav 2 guanine nucleotide exchange factor”
engl. ,vascular endothelial growth factor receptor”
Verpackungsplasmide

Tryptophan

Western Blot

engl. ,,World Health Organization”

Wildtyp

engl. ,cross-linked Chromatin Immunoprecipitation”
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid
Tyrosin

Kinase der Src-Familie

Zellzahl zum Infektionszeitpunkt

zum Beispiel

Zeocin

engl. ,zinc finger, MYND-type (myeloid, Nervy, and DEAF-1)
containing 12”

zentrales Nervensystem

6-Carboxyfluorescein

7-Amino-Actinomycin D

NG2-Antigen (engl. ,neural/glial antigen 2*)
Grad Celcius

Prozent

Summe
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