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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Signaltransduktion

Jede lebende Zelle besitzt die Fahigkeit, auf exogene und endogene Reize zu reagieren. Die
adaquate Anpassung an die Umgebungseinflisse und den Entwicklungsstand der Zelle ist
nur durch die Verknipfung verschiedener Signaltransduktionskaskaden zu Netzwerken
moglich. Nach Ubertragung der Signale liber die Membran in den Zellkern wird dort die
Genexpression reguliert. Abhangig vom auslésenden Stimulus werden in der Zelle unter
anderem Mechanismen zur Differenzierung, Proliferation oder Apoptose (programmierter
Zelltod) aktiviert. Andere Signallbertragungswege rekrutieren posttranskriptionelle
Regulationsmechanismen, welche die Zellteilungsaktivitdit beeinflussen oder den
programmierten Zelltod einleiten konnen (Karin, 1992). Dem kontrollierten Ablauf dieser
Signalweiterleitung und -verarbeitung kommt eine grole medizinische Bedeutung zu. Eine
deregulierte Signaltransduktion kann unter anderem durch Erhéhung der Zellteilungsrate und
Inaktivierung der Differenzierungsfahigkeit der Zelle zur Ausbildung einer malignen
Erkrankung beitragen (Hunter, 1997). Hierbei spielen Protoonkogene eine wichtige Rolle.
Haufig kodieren diese Gene flur Proteine, die an der Weiterleitung promitogener Signale
beteiligt sind. Durch Mutationen, Deletionen oder Translokationen konnen aus
Protoonkogenen Onkogene entstehen. Die daraus resultierenden Proteine sind der normalen
zelluldaren Regulation entzogen und kénnen Kkonstitutiv. promitogene und/ oder
antiapoptotische Signale vermitteln (Cantley et al., 1991; Rieger, 2004).

Der Empfang von extrazellularen Signalen und die Weiterleitung Uber die Membran ins
Zellinnere erfolgt durch membranstandige Rezeptoren. Diese werden auf Grund ihrer
molekularen Struktur verschiedenen Rezeptorfamilien zugeordnet. Sie sind unterteilt in die
Familie der Rezeptor-Tyrosinkinasen, die Familie der Tyrosinkinase-assoziierten
Rezeptoren, die Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren und die Familie der
Liganden-gesteuerten lonenkanale. Die Signalkaskade wird durch Interaktion des flir den
jeweiligen Rezeptor spezifischen Liganden mit der extrazellularen Domane des Rezeptors
eingeleitet. Die Weiterleitung des Signals in das Zellinnere erfolgt durch rezeptorspezifische
Mechanismen. G-Protein gekoppelte Rezeptoren Ubermitteln das Signal durch eine
Konformationsanderung an ein guaninnukleotidbindendes Protein (G-Protein), welches das
Signal Uber nachgeschaltete Signalkaskaden weiterleitet (Strader et al., 1994). Bei Liganden-
gesteuerten lonenkanélen fihrt die Bindung des Liganden zur Offnung einer Kanalpore. Auf
Grund der daraus resultierenden Durchlassigkeit des Kanals kommt es zum Ein- oder
Ausstrom von lonen, was als Signal registriert und weitergeleitet wird (Barnard, 1992). Bei

den Rezeptor-Tyrosinkinasen handelt es sich um Transmembranrezeptoren mit intrinsischer
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Tyrosinkinaseaktivitédt. Im Gegensatz dazu sind bei Tyrosinkinase-assoziierten Rezeptoren
Rezeptor und Kinasedomane nicht auf dem selben Protein lokalisiert. Auf die
Signaltransduktion von Tyrosinkinasen wird in den folgenden Kapiteln ndher eingegangen.

Nach Einleitung der Signalkaskade durch Stimulation des Rezeptors und entsprechender
Weiterleitung des Signals an intrazellulare Signalmolekile werden definierte, fir Zelltyp und
Rezeptor charakteristische Signalwege aktiviert (Hunter, 2000). Dabei haben die
Signalelemente die Eigenschaft, verschiedene Proteine binden zu kénnen. Somit ergibt sich
zum einen die Moglichkeit, eine Vielzahl von nachgeschalteten Kaskaden zu aktivieren. Zum
anderen ist dadurch die Vernetzung oder Kopplung mehrerer Signalwege moglich (Jordan et
al., 2000). Die zelltypspezifische Antwort auf einen Stimulus wird durch die in der Zelle

vorhandenen Signalproteine definiert (Pawson und Nash, 2000).

1.2 Proteinkinasen

Die Phosphorylierung von Proteinen zahlt zu einem der wichtigsten Mechanismen zur
Erzeugung und Weiterleitung von Signalen in der Zelle. Hierbei katalysieren Proteinkinasen
die Ubertragung des y-Phosphatrests von Adenosintriphosphat (ATP) auf eine
Hydroxylgruppe des Substratproteins. Anhand der Substratspezifitat kdnnen Proteinkinasen
in drei Familien eingeteilt werden. Die Phosphatiibertragung auf die alkoholische Gruppe von
Serin oder Threonin wird von den Serin/Threoninkinasen katalysiert, wahrend
Tyrosinkinasen die phenolische Hydroxylgruppe von Tyrosin mit dem Phosphat verestern.
Ferner gibt es Proteinkinasen, die beide Reaktionen katalysieren konnen (Hunter, 1991).
Derzeit sind im Humangenom 518 Gene bekannt, die fur Proteinkinasen kodieren (Manning
et al, 2002). Davon kodieren 90 Gene fur Tyrosinkinasen, die wiederum in 58
Rezeptortyrosinkinasen und 32 cytoplasmatische Tyrosinkinasen unterteilt sind (Robinson et
al., 2000).

Die Aktivierung von Tyrosinkinasen stellt einen essentiellen Bestandteil promitogener
Signalkaskaden dar. Durch Mutationen deregulierte Tyrosinkinasen sind oft Ursache
zellularer Transformation und kénnen dadurch zur Entstehung von Neoplasien beitragen
(Rodrigues und Park, 1994; Hunter, 1997; Robertson et al., 2000; Blume-Jensen und Hunter,
2001).
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1.3 Rezeptortyrosinkinasen

1.3.1 Einteilung und Struktur der Rezeptortyrosinkinasen

Rezeptortyrosinkinasen (RTK) sind transmembranare Proteine mit einer extrazellularen
Ligandenbindungsdomane und einer zytoplasmatischen Tyrosinkinasedomane. Die
Einteilung der RTK in 20 Subfamilien (Klassen) basiert auf der Sequenz der
Kinasedomanen, ist jedoch indirekt auch mit der molekularen Struktur assoziiert (Ullrich und
Schlessinger, 1990; Robinson et al., 2000). Somit unterscheiden sich die RTK-Familien vor
allem in den strukturellen Motiven der extrazellularen Domane (Abb. 1). Einige RTK-Klassen

sind nach dem naturlichen Liganden eines ihrer Mitglieder benannt.

1 1} 1} v " Vi VI Vil 1X X XI X Xu Xiv XV XVI XVII XVII XIX XX
EGFR PDGFR FGFR NGFR EPHR TIE DDR ROS ROR LMR
InsulinR VEGFR KLG/CCK HGFR AXL RYK RET LTK MUSK 7
all = EGFD
gD
«f Ip
- LRD CadhD
NI A

L DiscD
E.- 4 p ﬂ_r i KrinD
A ,r 9 L tp ) - L]

[IIARERRALRAL I

EGFR INSR PDGFR-« VEGFR1 FGFR- f CCK4* TRKA MET EPHA1 AXL TIE RYK* DDR1 RET ROS 'Ia'lr'_l‘;( ROR1 MUSK |RTK106
ROR2

ERBB2 IGF-1R PDGFR-f VEGFR2 FGFR TRKBE RON EPHA2 MER TEK DDR:

ERBBat InR | COEHR VEGFAS FOFA TRKC EPHA3 TYRO3

ERBB4 KITISCFR FGFR-4 EPHA4

FLK2/FLT3 EPHAS

EPHAG
EPHA7
EPHBT
e,
EPHB3 AATYK3

EPHB4
EPHES
EPHBG

Abb. 1: Einteilung der humanen Rezeptortyrosinkinasen (nach Blume-Jensen und Hunter, 2001)

Die Nummerierung der Klassen erfolgt in rdmischen Ziffern von links nach rechts. Der Rezeptorprototyp jeder
Klasse ist oberhalb der Abbildung angegeben, die Mitglieder der jeweiligen Familie sind darunter aufgelistet. Die
kursiv gedruckten RTK stehen im Zusammenhang mit malignen Erkrankungen.

Intrazellular befindet sich bei Rezeptortyrosinkinasen eine juxtamembranare Doméane (JMD),
welche die transmembrandre Doméane von der Tyrosinkinasedomane trennt. Bei einigen
Rezeptortyrosinkinasen Ubernimmt die juxtamembranare Domane in unphosphoryliertem
Zustand eine autoinhibitorische Funktion, welche durch Phosphorylierung spezifischer darin
lokalisierter Tyrosinreste aufgehoben werden kann (Wybenga-Groot et al., 2001; Irusta et al.,
2002). Die Kinasedomanen sind innerhalb der Proteinkinasen hochkonserviert (Hanks et al.,
1988). Sie beinhalten drei Proteindomanen: Die Aktivierungsschleife (Activation-Loop, A-
loop), deren Konformation die Kinaseaktivitat reguliert, die ATP-Bindungstasche (ATP-

binding pocket) und die katalytisch aktive Kinaseschleife (catalytic loop). Die Konformation
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der Aktivierungsschleife wird Uber die Phosphorylierung darin lokalisierter Tyrosinreste
reguliert. Im inaktiven (geschlossenen) Zustand blockiert die Aktivierungsschleife die ATP-
Bindungstasche und verhindert zusatzlich die Anlagerung des Substrats. Bei einigen
Rezeptortyrosinkinasen ist die Kinasedomane durch ein hydrophobes Kinaseinsert unterteilt,
dessen Funktion noch nicht vollstdndig aufgeklart ist. In der C-terminalen Doméane sind
haufig Autophosphorylierungsstellen lokalisiert, welche essentiell fiir die Signalweiterleitung
sind. Ferner wird dieser Domane eine autoinhibitorische Funktion zugeschrieben (Shewchuk
et al., 2000).

Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden im hamatopoetischen Gewebe Rezeptoren der RTK-
Klassen II-V, VII, Xl und XIV nachgewiesen (Gupta et al., 2002). Neben ihrer Funktion in der
normalen Hamatopoese ist von einigen dieser Rezeptoren eine Assoziation mit

hamatologischen Erkrankungen bekannt (Robertson et al., 2000; Reilly, 2003).

1.3.2 Aktivierung der Rezeptortyrosinkinasen

Die meisten Rezeptortyrosinkinasen liegen in ihrer unstimulierten Form als Monomer vor. Die
Konformation in der inaktiven Form bedingt eine sterische Inhibition der Dimerisierung und
verhindert dadurch die Aktivierung des Rezeptors (Abb. 2, links). Daran ist vor allem die
Aktivierungsschleife, bei einigen Rezeptortyrosinkinasen aber auch die juxtamembranare

oder die C-terminale Domane beteiligt (Huse und Kuriyan, 2002).

Phosphotyrosin-bindende Proteine

Abb. 2: Schematische Darstellung der Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen

Die Dimerisierung der im inaktiven Zustand vorliegenden Monomere wird durch die Konformation von JMD,
Aktivierungsschleife und C-terminaler Domane verhindert. Durch Interaktion der extrazellularen Domane mit dem
Liganden dimerisiert der Rezeptor, wodurch es zur Aktivierung der Kinase kommt. Es folgt die
Autophosphorylierung des Rezeptors an spezifischen Tyrosinresten, was zum einen der Stabilisierung der aktiven
Konformation und zum anderen der Schaffung von Bindungsstellen fiir Phosphotyrosin-bindende Effektorproteine
dient.

JMD: Juxtamembranare Doméane; TKD: Tyrosinkinasedomane; L: Ligand; P: Phosphatrest
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Die Aktivierung gliedert sich in drei Schritte: Bindung des Liganden, Dimerisierung und
Autophosphorylierung des Rezeptors (Abb. 2). Eingeleitet wird die Aktivierung durch eine
Wechselwirkung der extrazellularen Domane des Rezeptors mit seinem Liganden. Das
induziert die Dimerisierung des Rezeptors und stabilisiert das Rezeptordimer. Neben der
Aktivierung der Kinase durch Aufhebung der autoinhibitorischen Funktion flhrt die
Dimerisierung zu einer Konformationsanderung der Aktivierungsschleife. Dadurch kann ATP
am Rezeptor binden und ermdglicht so die Autophosphorylierung des Rezeptors. Diese
erfolgt durch eine gegenseitige Transphosphorylierung der beiden Protomere. Abhangig vom
phosphorylierten Tyrosinrest hat die Autophosphorylierung zwei Folgen. Zum einen wird
durch Phosphorylierung von Tyrosinresten in der Aktivierungsschleife deren offene
Konformation stabilisiert und gestattet damit eine Anlagerung von Substraten. Zum anderen
werden durch Tyrosinphosphorylierung Bindungsstellen fir Effektorproteine der
Signaltransduktionskaskaden geschaffen (Ullrich und Schlessinger, 1990; Lemmon und
Schlessinger, 1994; Heldin, 1995; Schlessinger, 2000).

133 Signaltransduktion der Rezeptortyrosinkinasen

Die Phosphotyrosinreste des autophosphorylierten Rezeptors dienen als Bindungsstellen fiir
Proteine, die Uber eine phosphotyrosinbindende Domane verfiigen. Zu diesen zahlt unter
anderem die SH2- (Src-homology 2-) und die PTB- (Phosphotyrosine binding-) Domane.
SH2-Domanen binden spezifisch an Aminosauremotive, die durch bis zu 6 Aminosauren C-
terminal des Tyrosins definiert sind (Songyang et al., 1993). Im Gegensatz dazu erkennen
PTB-Domanen die spezifisch zu bindenden Phosphotyrosine im Kontext mit den 3 bis 5 N-
terminal gelegenen Aminosaureresten (Margolis, 1999). Beide Domanen befinden sich
einzeln oder in Kombination mit weiteren proteinbindenden Doméanen sowohl in
Adaptormolekulen ohne intrinsische Kinaseaktivitat als auch in katalytisch aktiven Proteinen.
Die Bindung zwischen dem Effektorprotein und der aktivierten Rezeptortyrosinkinase dient
der Signalweiterleitung. Diese erfolgt durch die Ubertragung des y-Phosphatrests von ATP
auf das Effektorprotein, welches wiederum Kinaseaktivitat besitzt und somit das Signal in
Form eines Phosphatrests weiterleiten kann. Adapterproteine vermitteln hierbei gezielt die
raumliche Nahe zwischen Kinase und Substrat, ohne selbst die Phosphatibertragung zu
katalysieren.

Da eine Rezeptortyrosinkinase mehrere Substratbindungsmotive enthalt, ist es maoglich, je
nach Verfigbarkeit und Aktivitdt von Effektorproteinen unterschiedliche Signalkaskaden zu
aktivieren. Da die Effektormolekiile wiederum mehrere Proteinbindungsdomanen enthalten
konnen, resultiert aus der Vielzahl der Kombinationsmdéglichkeiten eine groRe Variabilitat der

Kopplungsmaéglichkeiten verschiedener Signalproteine (Cohen et al., 1995; Pawson, 1995).
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1.4 Die Rezeptortyrosinkinase FLT3

Die Rezeptortyrosinkinase FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) wurde in den friihen neunziger
Jahren aus murinen fetalen Leberzellen (Matthews et al., 1991) bzw. murinen Plazentazellen
kloniert (Rosnet et al., 1991a). Nur kurze Zeit spater folgte die Klonierung des humanen
Homologs (Rosnet et al., 1993a; Small et al., 1994). Das FLT3-Gen ist im humanen Genom
auf Chromosom 13q12, im murinen auf Chromosom 5 lokalisiert. FLT3 ist ein Mitglied der
Klasse lll Rezeptortyrosinkinase-Familie (PDGFR-Familie) (Rosnet et al., 1991b), der auch
die Rezeptoren fur den Platelet derived growth factor (PDGFR), den Stammzellfaktor
(SCFR, c-KIT) und den Colony stimulating factor (CSF1R, c-FMS) angehdren (Abb. 1). Der
FLT3-Rezeptor ist auch als FLK2 (fetal liver kinase 2) oder STK1 (human stem cell kinase 1)
bekannt. Als Oberflachenantigen auf hamatopoetischen Zellen wird das FLT3-Protein als
CD135 bezeichnet.

Das humane FLT3-Gen kodiert flr ein Protein, das aus 993 Aminosauren aufgebaut ist
(Rosnet et al., 1993a), wahrend der murine FLT3-Rezeptor aus 1000 Aminosauren besteht
(Rosnet et al., 1991a). Auf Aminosaureebene besteht zwischen dem humanem und dem
murinem FLT3 eine Homologie von 85% (Rosnet et al., 1993b). Nach der Translation liegt
FLT3 zunachst als I6sliches, nicht membrangebundenes Protein mit einer Grofle von 130-
143 kD vor. Daraus entsteht durch posttranslationale Glykosilierung die reife,
membrangebundene Form mit einer GréRe von 158-160 kD (Lyman et al., 1993; Maroc et
al., 1993).

1.4.1 Struktur und Regulation des FLT3-Rezeptors

Das FLT3-Protein weist eine strukturelle Homologie zu den weiteren Mitgliedern der
Klasse llI-Rezeptortyrosinkinasen auf (Agnes et al., 1994). Diese sind charakterisiert durch
einen extrazellularen Teil (ECD), der aus 5 immunglobulindhnlichen Domanen besteht, eine
transmembranare Doméane (TMD), eine juxtamembraniare Domane (JMD), einer
zweigeteilten Kinasedomane, die durch einen hydrophoben Kinaseeinschub (KI)
unterbrochen ist und einer abschliefenden C-terminalen Doméane (CTD) (Rosnet und
Birnbaum, 1993). In der N-terminalen Kinasedomane (TKD1) ist die ATP-Bindungstasche
lokalisiert. Die Aktivierungsschleife und die katalytisch aktive Kinaseschleife befinden sich in
der C-terminalen Kinasedomane (TKD2) (Abb. 3a).
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a.  NH2-{ ECD Mg ovp [ TKD1 W Ki | TKD2 COOH

Abb. 3: Struktur der FLT3-Rezeptortyrosinkinase

a.: Schematische Darstellung des FLT3-Rezeptors.

ECD: extrazellulare Domane; TMD: Transmembrandre Doméne; JMD: Juxtamembrandre Doméane; TKD:
Tyrosinkinasedomane; Kl: Kinaseinsert; CTD: C-terminale Doméane.

b.: Kristallstruktur des intrazellularen Teils von FLT3 in autoinhibierter Form (nach Giriffith ef al., 2004).

Die Aktivierungsschleife (griin) liegt in geschlossenener Konformation vor, wodurch sie sich in der Spalte
zwischen TKD1 (rot) und TKD2 (blau) befindet. In dieser Form ist die Bindung von ATP und Substraten aus
sterischen Griinden nicht méglich. Die juxtamembranare Domane (gelb) verhindert durch ihre Konformation das
Offnen der Aktivierungsschleife.

Die Kinaseaktivitdit des FLT3-Rezeptors ist streng reguliert. Die Kristallstruktur des
intrazellularen Teils gibt einen Hinweis auf die autoinhibitorischen Mechanismen der FLT3-
Rezeptortyrosinkinase (Abb. 3b). Die Aktivierungsschleife liegt in ihrer geschlossenen
(inaktiven) Konformation eingebettet zwischen N- und C-terminaler Kinasedomane. Das
Offnen der Aktivierungsschleife ist zusatzlich durch die Lage der juxtamembraniren Doméne
sterisch inhibiert. Durch diese Konformation wird im inaktiven Zustand des Rezeptors die
ATP-Bindungstasche blockiert und zusatzlich die Anlagerung des Substrats verhindert
(Griffith et al., 2004).

Nach Aktivierung des Rezeptors nimmt die Aktivierungsschleife die offene Konformation an
und ermoglicht damit die Bindung von ATP. Die daraus resultierende Autophosphorylierung
des Tyrosin 842 bewirkt eine Stabilisierung der offenen Konformation der Schleife. Die
Phosphorylierung eines oder mehrerer in der JMD lokalisierten Tyrosinreste (Y589, Y591,
Y599) ist wahrscheinlich fir die Konformationsdanderung und Aufhebung der

autoinhibitorischen Funktion dieser Domane verantwortlich (Griffith et al., 2004).

1.4.2 FLT3 in der Hamatopoese

In normalen hdmatopoetischen Zellen kann FLT3-Expression vor allem bei frihen myeloiden
und lymphatischen Progenitoren, jedoch nicht bei Megakaryozyten, Mastzellen oder Zellen
der erythroiden Reihe nachgewiesen werden (Abb. 4) (Gabbianelli et al., 1995; Hjertson et
al., 1996; Ratajczak et al., 1996; Rosnet et al., 1996).
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Abb. 4: Expression von FLT3 in der normalen Hamatopoese (nach Stirewalt und Radich, 2003)

Darstellung der Reifung und Differenzierung normaler hdmatopoetischer Zellen. Die Symbole (+,-,?) zeigen den
FLT3-Expressionsstatus der jeweiligen Zellen an. CFU: Kolonie bildende Einheiten (colony forming units); B:
basophil; D: dendritisch; E: erythroid; GM: granulozytédr-monozytér; MK: megakaryozytar; NK cell: natirliche
Killerzelle (natural killer cell); RBC: Erythrozyt (red blood cell).

Die Stimulation des FLT3-Rezeptors durch seinen Liganden férdert in vitro die Proliferation
frGher hamatopoetischer Progenitoren (Ray et al., 1996; Veiby et al., 1996). FLT3 vermittelte
Effekte in hamatopoetischen Zellen sind sehr stark abhangig vom Zelltyp und von den
kostimulatorischen Wachstumsfaktoren. Wahrend die ausschlieRliche Stimulation mit dem
FLT3-Liganden (FL) eine Differenzierung hamatopoetischer Progenitorzellen in Monozyten
beglnstigt ohne die Proliferation anzuregen, bewirkt die Kombination von FL mit anderen
Wachstumsfaktoren eine starke proliferative Aktivitit und eine Anreicherung von
Progenitoren der granulozytar-monozytaren Reihe (CFU-GM) (Gabbianelli et al., 1995; Shah
et al., 1996). Dabei hat sich die Kombination aus FL, dem Stammzellfaktor (SCF, c-KIT
Ligand) und Interleukin 3 (IL-3) als starker proliferativer Stimulus fur myeloide Progenitoren
erwiesen (Rusten et al, 1996). Die Aktivierung des FLT3-Rezeptors spielt auch in der
Lymphopoese eine wichtige Rolle. Die gleichzeitige Stimulation von humanen pro-B-Zellen
mit FL und Interleukin 7 (IL-7) begunstigt die Stromazell-unabhangige Proliferation und

fordert die Differenzierung der pro-B- zu pre-B-Zellen (Namikawa et al., 1996). In der frihen
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T-Zell-Entwicklung hat die Aktivierung des FLT3-Rezeptors ebenfalls Einfluss auf
Differenzierung und Proliferation (Hannum et al., 1994; Moore und Zlotnik, 1997).

Zwischen den biologischen Auswirkungen der Stimulation hamatopoetischer Zellen mit FL
und SCF (c-KIT-Ligand) scheint eine gewisse Redundanz zu bestehen. Wahrend FLT3-
Rezeptor defiziente Mause nur eine geringfligige Veranderung der B-Zell-Entwicklung
zeigen, fuhrt ein FLT3/c-KIT Doppel-Knockout zu einem Phanotyp, der durch eine Abnahme
der absoluten Zellzahl aller hamatopoetischen Reihen, eine relative Verringerung der
lymphatischen Progenitorfrequenz und hohe neonatale Mortalitdt charakterisiert ist
(Mackarehtschian et al., 1995).

Diese Daten weisen darauf hin, dass der FLT3-Rezeptor in Kombination mit anderen
Wachstumsfaktorrezeptoren eine wichtige Rolle in der Hamatopoese spielt, eine
therapeutische Inhibition von FLT3 mit selektiven Inhibitoren (siehe Kapitel 1.4.5) jedoch
moglicherweise auf Grund der redundanten biologischen  Effekte  anderer
Wachstumsfaktoren ohne schwerwiegende Nebeneffekte auf die Hamatopoese moglich ist
(Stirewalt und Radich, 2003).

143 Bedeutung von FLT3 bei leukamischen Erkrankungen

Sowohl bei 70-100% der akut myeloischen Leukamien (AML) als auch bei einem Grofteil
akut lymphatischer Leukdmien (ALL) kann auf blastaren Zellen (Vorlauferzellen) eine
UbermaRig starke FLT3-Expression nachgewiesen werden (Birg et al., 1992; Carow et al.,
1996; Rosnet et al., 1996). Diese Daten weisen darauf hin, dass FLT3 mdglicherweise
Einfluss auf das Uberleben und die Proliferation leukamischer Blasten hat. In vitro
Untersuchungen zeigen eine starke Proliferation myeloider Blasten nach Stimulation mit dem
FLT3-Liganden, wahrend blastare Zellen aus akut lymphatischen Leukamien trotz starker
FLT3-Uberexpression nach FLT3-Stimulation keine proliferative Aktivitat aufweisen (Drexler,
1996). Akut lymphatische Leukamien, die mit Translokationen des mixed-lineage leukemia
(MLL) Gens assoziiert sind, gehen haufig mit FLT3-Uberexpression einher (Armstrong et al.,
2002). Uberdies wurden hohe Level der FLT3 mRNA in einer Vielzahl leukamischer Zelllinien
myeloiden und lymphatischen Ursprungs detektiert, wahrend in denselben Linien keine
Expression des Stammzellfaktor-Rezeptors (c-KIT) festgestellt wurde (DaSilva et al., 1994).
In einigen Zelllinien sowie primaren leukdmischen Blasten konnte eine gleichzeitige
Expression des FLT3-Rezeptors und des FLT3-Liganden nachgewiesen werden. Diese
Daten weisen darauf hin, dass die Proliferation leukamischer Blasten auch durch autokrine,
intrakrine oder parakrine FLT3-Stimulation geférdert wird und FLT3 auf diese Weise zur

Pathogenese von Leukamien beitragt (Meierhoff et al., 1995; Zheng et al., 2004).
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14.4 Mutationen des FLT3-Rezeptors bei leukamischen Erkrankungen
1.4.41 FLT3 internal tandem duplications (FLT3-ITD)

Langenmutationen (internal tandem duplications, 1TD) der juxtamembranaren Domane von
FLT3 wurden erstmals Mitte der neunziger Jahre in AML-Patienten identifiziert (Nakao et al.,
1996). Die internal tandem duplications des FLT3-Rezeptors entstehen durch Verdoppelung
von Nukleotiden der Sequenz, die flr die juxtamembrandre Domane kodieren. Da diese
Mutationen den Leserahmen nicht verdndern, resultiert daraus auf Proteinebene eine
Verlangerung der juxtamembranaren Domane. Die Lange der ITD variiert hierbei von einer
bis Gber 130 Aminosauren (Schnittger et al., 2002).

Durch die veranderte Primarstruktur kann die autoinhibitorische Konformation der JMD nicht
aufrecht erhalten werden. Es kommt zu einer Dimerisierung des Rezeptors ohne vorherige
Stimulation mit seinem Liganden (Kiyoi et al., 1998; Kiyoi et al., 2002). Daraus resultiert die
konstitutive Autophosphorylierung des Rezeptors und eine deregulierte Aktivierung
verschiedener physiologischer und nicht physiologischer Signalkaskaden. Die im Zellmodell
nachgewiesenen transformierenden Eigenschaften von FLT3-ITD bilden die Grundlage flr
die Annahme eines kausalen Zusammenhangs zwischen FLT3-ITD Expression und der
Entwicklung myeloischer Leukamien (Hayakawa et al., 2000; Mizuki et al., 2000). Unterstutzt
wird diese Hypothese durch die hohe Expressionshaufigkeit von FLT3-ITD in malignen
hamatopoetischen Erkrankungen. ITD-Mutationen des FLT3-Rezeptors konnen bei
durchschnittlich 25% aller Patienten mit AML (Kiyoi et al., 1997; Kottaridis et al., 2001;
Thiede et al., 2002) sowie bei 5-10% der Patienten mit Myelodysplasie (MDS) nachgewiesen
werden (Horiike et al., 1997; Yokota et al., 1997; Fenaux, 2001). Im Gegensatz dazu treten
sie bei akut lymphatischen Leukdmien (ALL) nur selten (Nakao et al., 1996; Yokota et al.,
1997; Xu et al., 1999; Xu et al, 2000; Brown und Small, 2004) und in normalen
hamatopoetischen Zellen nie auf (Ishii et al., 1999).

In der AML ist das Vorliegen von FLT3-ITD mit peripherer Leukozytose und hohem
Blastenanteil im Knochenmark assoziiert (Kottaridis et al., 2001). Die klinische Prognose fiir
AML-Patienten mit ITD-Mutation ist signifikant schlechter als flr Patienten, die diesen
genetischen Defekt nicht tragen (Kiyoi et al., 1999; Abu-Duhier et al., 2000; Rombouts et al.,
2000; Kottaridis et al., 2001; Meshinchi et al., 2001; Schnittger et al., 2002; Thiede et al.,
2002). Der zusatzliche Verlust des FLT3 Wildtyp-Allels, zum Beispiel durch den Verlust eines
Chromosoms 13, hat eine weitere Verschlechterung der Prognose zur Folge (Whitman et al.,
2001). Trotz dieser Daten geht man derzeit davon aus, dass die Mutation des FLT3-
Rezeptors nicht die alleinige Ursache fir die Entstehung einer FLT3-ITD positiven AML ist,
sondern noch zusatzliche, die Differenzierung beeinflussende Mutationen notwendig sind,
um eine AML zu induzieren (,2-Hit*-Hypothese) (Gilliland und Griffin, 2002). Diese Theorie

wird durch die Tatsache unterstltzt, dass FLT3-ITD im Mausmodell keine AML, sondern eine
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myeloproliferative Erkrankung hervorruft (Kelly et al., 2002b). Im Gegensatz dazu, verursacht
FLT3-ITD in Kooperation mit PML-RARa, dem Produkt der chromosomalen Translokation
t(15;17), eine AML-ahnliche Erkrankung in der Maus (Kelly et al., 2002a). Die Translokation
t(15;17) ist die einzige chromosomale Aberration, von der eine Korrelation mit der
Expression von FLT3-ITD gezeigt werden konnte. Die meisten FLT3-ITD positiven AML-
Patienten weisen jedoch einen normalen Karyotyp auf (Schnittger et al., 2002). Es scheint
daher wahrscheinlich, dass bei FLT3-ITD positiven AML-Patienten noch zusatzliche,

zytogenetisch nicht nachweisbare Mutationen vorliegen.

1.4.4.2 Punktmutationen innerhalb der Aktivierungsschleife von FLT3

Punktmutationen innerhalb der fir die Aktivierungsschleife kodierenden Sequenz sind als
zweithaufigste Mutation des FLT3-Gens beschrieben. Diese Mutationen flihren auf
Proteinebene zu einem Austausch von Aminosdureresten, die zur Stabilisierung der
geschlossenen Konformation der Schleife notwendig sind (Griffith et al., 2004). Die
Konsequenz ist eine Aufhebung der autoinhibitorischen Funktion der Aktivierungsschleife.
Daraus resultiert die konstitutive Phosphorylierung der FLT3-Rezeptortyrosinkinase und eine
deregulierte Aktivierung verschiedener Signalkaskaden (Fenski et al., 2000; Yamamoto et
al., 2001). Das Codon mit der hochsten Mutationsrate (Aspartat 835, D835) ist innerhalb der
Klasse llI-Rezeptortyrosinkinasen hoch konserviert. So fihrt ein Austausch der homologen
Aminosaure im Stammzellfaktorrezeptor (D816) und im CSF-Rezeptor (D802) ebenfalls zur
Liganden-unabhangigen Aktivierung dieser Rezeptoren (Furitsu et al., 1993; Piao und
Bernstein, 1996; Morley et al., 1999).

Seltener werden in FLT3 aktivierende Mutationen der Aminosauren Isoleucin 836 (I1836) und
Asparagin 841 (N841) sowie Deletions- oder Insertionsmutationen innerhalb der C-
terminalen Tyrosinkinasedomane (TKD2) des FLT3-Rezeptors detektiert (Yamamoto et al.,
2001; Spiekermann et al., 2002a; Thiede et al., 2002; Jiang et al., 2004).

TKD-Mutationen des FLT3-Rezeptors kdnnen bei durchschnittlich 7% der Patienten mit AML,
in 3-5% der myelodysplastischen Syndrome (MDS) sowie bei 3% aller ALL-Falle
nachgewiesen werden (Griffin, 2001; Yamamoto et al., 2001; Thiede et al., 2002). Ferner
wurden FLT3 TKD-Mutanten auch bei Kindern mit MLL, einer Form der akut lymphatischen
Leukamie (ALL), und bei Patienten mit T-Zell-Leukamie detektiert (Armstrong et al., 2004;
Paietta et al., 2004; Taketani et al., 2004).

Tyrosinkinasedomane-Mutationen im FLT3-Rezeptor scheinen jedoch im Gegensatz zu
FLT3-ITD keinen Einfluss auf die klinische Prognose von AML-Patienten zu haben (Frohling
et al., 2002; Thiede et al., 2002; Moreno et al., 2003; Thiede et al., 2003).
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Zusammengenommen konnen also bei Uber 30% der AML-Patienten aktivierende
Mutationen im FLT3-Rezeptor nachgewiesen werden. Damit ist FLT3 das am haufigsten von
Mutationen betroffene Gen bei akut myeloischen Leukdmien (Gilliland und Giriffin, 2002).
Obwohl FLT3 mit grofer Wahrscheinlichkeit nicht das alleinig verantwortliche Protoonkogen
fur die Induktion einer AML ist, scheint es trotzdem eine wichtige Rolle bei der Entstehung
und dem Verlauf der Erkrankung zu spielen. Selektive Hemmstoffe gegen diese Kinase
stellen somit eine neue Option fir die Behandlung FLT3-positiver leukamischer

Erkrankungen dar.

14.5 FLT3-Tyrosinkinaseinhibitoren

Das Wirkprinzip der meisten Kinaseinhibitoren besteht darin, sich reversibel in der ATP-
Bindungstasche anzulagern, damit die enzymatische Wirkung der Kinase zu blockieren und
letztlich die pathologisch verstarkte Signalweiterleitung gezielt zu unterdricken. Der Einsatz
von Kinaseinhibitoren kdnnte sowohl bei Uberexpression der Zielkinase als auch bei deren
deregulierter Aktivitat sinnvoll sein (Brown und Small, 2004). Ein Problem bei der
Entwicklung selektiver Tyrosinkinaseinhibitoren ist die hohe Homologie der ATP-
Bindungstaschen verschiedener Kinasen. Eine unspezifische Hemmung mehrerer
Tyrosinkinasen konnte zahlreiche Nebenwirkungen zur Folge haben (Cools et al., 2004).

Bis zum heutigen Zeitpunkt wurde eine Vielzahl selektiver FLT3-Tyrosinkinaseinhibitoren
entwickelt und in praklinischen Studien untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass diese
durch Inhibition der Autophosphorylierung von FLT3 die FLT3-ITD vermittelte Proliferation
sowohl in Zelllinien als auch in primaren AML-Blasten unterbinden und in diesen Zellen
Apoptose auslosen (Levis et al., 2001; Tse et al., 2001; Levis et al., 2002; Weisberg et al.,
2002). Die klinische Relevanz der FLT3-Inhibition wurde im FLT3-ITD Mausmodell bestatigt.
Die Behandlung von FLT3-ITD positiven Mausen mit FLT3-Kinaseinhibitoren fuhrte zu einem
signifikant verlangerten Uberleben der Tiere (Kelly et al., 2002c; Levis et al., 2002; Weisberg
et al., 2002).

Die prinzipielle Wirksamkeit einiger FLT3-Kinaseinhibitoren wurde vor kurzem in klinischen
Phase I/ll-Studien bestatigt. So konnte in Patienten mit FLT3-positiver Leukdmie durch
selektive Kinaseinhibition eine partielle Remission erreicht werden (Smith et al., 2004; Stone
et al., 2005; Wadleigh et al., 2005).
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1.5 Aufgabenstellung

Die Rezeptortyrosinkinase FLT3 spielt eine wichtige Rolle in der Hamatopoese. Da in
verschiedenen hamatologischen Neoplasien aktivierende Mutationen innerhalb des
Rezeptors nachgewiesen wurden, geht man davon aus, dass FLT3 an der Pathogenese
dieser Erkrankungen beteiligt ist. Sowohl ITD (internal tandem duplication)-Mutationen der
juxtamembranaren Domane als auch Punktmutationen in der zweiten Tyrosinkinasedomane
(TKD) des FLT3-Rezeptors flihren zur konstitutiven, Liganden-unabhangigen Aktivierung des
Rezeptors (Kiyoi et al., 1998; Fenski et al., 2000; Hayakawa et al., 2000; Mizuki et al., 2000;
Yamamoto et al., 2001; Kiyoi et al., 2002).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden drei Fragestellungen bearbeitet:

1. Im ersten Teil der Arbeit sollten zwei vor kurzem in AML-Patienten identifizierte FLT3-
Mutanten (Thiede et al., 2002) charakterisiert und ihr onkogenes Potential mit dem bereits
bekannter Mutanten im Zellmodell verglichen werden. Dafiur wurden die Mutanten kloniert
und in verschiedenen Zelllinien exprimiert. In diesen Linien wurde der Aktivierungsstatus
sowie die transformierenden Eigenschaften der mutierten FLT3-Rezeptoren untersucht. Die
Behandlung der FLT3-exprimierenden Zellen mit FLT3-Kinaseinhibitoren sollte aufklaren, ob

die Art der Mutation die Sensitivitat gegenulber Kinaseinhibitoren beeinflusst.

2. Die klinische Prognose fir AML-Patienten mit einer ITD-Mutation des FLT3-Rezeptors ist
signifikant schlechter als fiir Patienten, die diesen Defekt nicht tragen (Kiyoi et al., 1999;
Abu-Duhier et al., 2000; Rombouts et al., 2000; Kottaridis et al., 2001; Meshinchi et al., 2001;
Schnittger et al., 2002; Thiede et al., 2002). Der zusatzliche Verlust des FLT3 Wildtyp-Allels,
zum Beispiel durch den Verlust eines Chromosoms 13, hat eine weitere Verschlechterung
der Prognose zur Folge (Whitman et al.,, 2001). Basierend auf diesen Daten wurde im
zweiten Teil der vorliegenden Arbeit ein Zellmodell erstellt, das den heterozygoten FLT3-
WT/FLT3-ITD und den hemizygoten FLT3-ITD Genotyp imitiert. Dieses Modell sollte
Aufschluss Uber die Auswirkungen der Koexpression von FLT3-WT in FLT3-ITD

exprimierenden Zellen auf deren proliferative Aktivitat geben.

3. Wahrend FLT3-ITD als negativer prognostischer Faktor fir den Verlauf einer akut
myeloischen Leukamie gilt, scheinen Tyrosinkinasedomane-Mutationen im FLT3-Rezeptor
keinen Einfluss auf die Prognose von AML-Patienten zu haben (Frohling et al., 2002; Thiede
et al., 2002; Moreno et al., 2003; Thiede et al., 2003). Die TKD-Mutanten des Rezeptors
werden jedoch haufig bei Kindern mit MLL, einer Form der akut lymphatischen Leukamie
(ALL), und bei Patienten mit T-Zell-Leukdmie nachgewiesen (Armstrong et al., 2004; Paietta
et al., 2004; Taketani et al., 2004). Im Gegensatz dazu tritt FLT3-ITD in lymphatischen
Leukamien nur selten auf (Nakao et al., 1996; Yokota et al., 1997; Xu et al., 1999; Xu et al.,
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2000; Brown und Small, 2004). Im dritten Teil dieser Arbeit wurde ein murines
Knochenmarktransplantationsmodell verwendet, um die potentiell unterschiedlichen
Eigenschaften der verschiedenen FLT3-Mutanten im Hinblick auf die Induktion
verschiedener Erkrankungen zu untersuchen. Von besonderem Interesse war die
Charakterisierung der Punktmutanten im Vergleich zu FLT3-ITD sowie die Beeinflussung des

Phanotyps durch transplantierte Zellzahl und FLT3-Proteinexpressionsstarke.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

211 Chemikalien und biogene Substanzen

Acrylamid/ Bisacrylamid Gel 30
Agar

Agarose

Ammoniumchlorid
Ammoniumhydrogencarbonat
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Aqua ad injectabilia, steril
Bactoagar

Bacto-Hefeextrakt
Bacto-Trypton
Bromphenolblau

BSA, Fraktion V

Complete™Protease Inhibitor Cocktail Tabletten

Chloroform

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol (DTT)

dNTP-Mix, 10 mM

Essigsaure

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
5-Fluorouracil (5-FU, Ribofluor®)
Glucose

Glycerol

Glycerol-2-phosphat

Glycin

Hank’s balanced salt solution (HBBS)
Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogencarbonat

2-Mercaptoethanol

Roth, Karlsruhe

Difco, Detroit, USA

Roth, Karlsruhe

Fluka, Deisenhofen

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Braun, Melsungen

Difco, Detroit, USA

Difco, Detroit, USA

Difco, Detroit, USA

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Boehringer, Mannheim
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Promega, Heidelberg

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Fluka, Deisenhofen

Ribosepharm GmbH, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Fluka, Deisenhofen

Aldrich Chemical Company, Steinheim
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
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Methanol

Magnesiumchlorid

Natriumacetat

Natriumazid

Natriumchlorid

Natriumcitrat

Natriumdextransulfat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumfluorid

Natriumhydroxid

Natriumorthovanadat
Natriumpyrophosphat

Phosphat buffered saline (PBS), 10-fach, fest
Polybren (Hexadimethrinbromid)
Propidiumiodid

Protein A Sepharose -L6sung

Protein G PLUS-Agarose

Salzsaure

SuperSignal® Chemolumineszenz Substrat
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)
Triton X-100

Trockenmilchpulver

Trypanblau

Tween 20

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Fluka-Chemie, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Fluka-Chemie, Deisenhofen
Farmacia, Freiburg

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Fluka, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Fluka Chemie, Neu-Ulm

Biochrom AG, Berlin

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Pharmacia Biotech, Freiburg

Santa Cruz, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Pierce, Rockford, USA

Fluka, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Fluka-Chemie, Deisenhofen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Fluka-Chemie, Deisenhofen

21.2 Medien und Supplemente fiir die Zellkultur

DMEM, Zellkulturmedium

Diphterietoxin

FCS Gold

Hygromycin B, 50mg/ml in PBS

IMDM, Zellkulturmedium

L-Glutamin, 200 mM

Lipofectamine™ 2000, Transfektionsreagenz
Muriner, rekombinanter FLT3-Ligand (FL)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Calbiochem, La Jolla, CA, USA
PAA, Pasching, Osterreich
Clontech, Palo Alto, CA, USA
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
R&D Systems, Wiesbaden
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Muriner, rekombinanter Stammzellfaktor (SCF)
Murines, rekombinantes Interleukin (IL)-3
Murines, rekombinantes Interleukin (IL)-6
Natriumhydrogencarbonat-Lésung 7,5%
Opti-MEM®I, Serum-reduziertes Medium
Phosphat buffered saline (PBS), 10-fach, steril
Penicillin/ Streptomycin Losung

RNAClean™

RPMI 1640, Zellkulturmedium
Trypsin-EDTA-L6sung, 10-fach

Zeocin, 100 mg/ml

213 Enzyme

Restriktionsenzyme:
Dpnl, 20 U/yl
EcoRlI, 100 U/ul
Hindlll, 20 U/pl
Hpal, 10 U/ul

Nhel, 5 U/pl

Pmel, 10 U/pl

Polymerasen:
Pfu-Turbo

AMYV Reverse Transkriptase
Taqg DNA-Polymerase
Tgo DNA-Polymerase

Alkalische Phosphatase:
CIAP, 20-30 U/ul

Proteinasen:
Proteinase K

Pronase E

R&D Systems, Wiesbaden

R&D Systems, Wiesbaden

R&D Systems, Wiesbaden
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Hybaid, Milford, MA, USA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

New England Biolabs, Schwalbach
New England Biolabs, Schwalbach
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
New England Biolabs, Schwalbach
New England Biolabs, Schwalbach

Statagene, La Jolla, USA
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
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214 Antikorper

Anti-B-Aktin (AC-15), monoklonal, Maus IgG1
Anti-Akt1/2 (N-19), polyklonal, Ziege 1gG
Anti-Erk, p44/p42 MAP Kinase, Kaninchen IgG
Anti-Kaninchen IgG, HRP-konjugiert, Esel 1IgG
Anti-Maus CD4 (L3T4), PE-konjugiert, Ratte IgG

Anti-Maus CD8a (53-6.7), Ly-2, PE-konjugiert,
Ratte IgG

Anti-Maus CD11b (M1/70), Mac1, Integrin oy chain,
PE-konjugiert, Ratte IgG

Anti-Maus CD16/CD32 (2.4G2), Fcylll/ll Receptor,
Ratte IgG (Maus BD Fc Block™)

Anti-Maus CD45 (30-F11), LCA, Ly-5,
PE-Cy5-konjugiert, Ratte IgG

Anti-Maus CD45/B220 (RA3-6B2), B220,
PE-konjugiert, Ratte IgG

Anti-Maus CD90.2 (53-2.1), Thy-1.2, PE-konjugiert,
Ratte IgG

Anti-Maus FLT3, ICD, polyklonal, Kaninchen IgG

Anti-Maus FLT3, ECD, polyklonal, Ziege 1gG
Anti-Maus 1gG, HRP-konjugiert, Esel IgG

Anti-Maus Ly-6G (Gr-1)/Ly-6C (RB6-8C5), Gr-1,
PE-konjugiert, Ratte IgG

Anti-Phospho-Akt (Ser473), polyklonal, rabbit IgG

Anti-Phospho-Erk, p44/p42 MAP Kinase (Thr202/Tyr204)

polyklonal, Kaninchen I1gG

Anti-Phospho-Tyrosin (4G10), monoklonal, Maus IgG

Anti-Phospho-Tyrosin (pY20), monoklonal, Maus IgG
Anti-Phospho-Stat5 A/B (18E5), monoklonal, Maus IgG

Anti-Stat5 A/B (C-17), polyklonal, Kaninchen IgG

215 Zelllinien

Suspensionszellen:

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Santa Cruz, Heidelberg

Cell Signaling, Frankfurt/ Main
Amersham, Braunschweig

BD-Pharmingen, Heidelberg

BD-Pharmingen, Heidelberg

BD-Pharmingen, Heidelberg

BD-Pharmingen, Heidelberg

BD-Pharmingen, Heidelberg

BD-Pharmingen, Heidelberg

BD-Pharmingen, Heidelberg

Upstate Biotechnology,
New York, USA

R&D Systems, Wiesbaden

Amersham, Braunschweig

BD-Pharmingen, Heidelberg
Cell Signaling, Frankfurt/ Main

Cell Signaling, Frankfurt/ Main

Upstate Biotechnology,
New York, USA

PharMingen, San Diego, USA

Tom Wheeler, Hamilton,
New Zealand
(Wheeler et al., 2001)

Santa Cruz, Heidelberg

32D murine Knochenmark-Zelllinie

Ba/F3 murine pre-B-Zelllinie
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Adhéarente Zellen:

NIH3T3 murine embryonale Fibroblasten-Zelllinie

ONX-Eco (Phoenix E) retrovirale ecotrope Verpackungs-Zelllinie (Helfervirus-frei);
293T (humane embryonale Nierenkarzinom)-Zellen, stabil
transfiziert mit Moloney GagPol-IRES-Lyt2 Konstrukt unter der
transkriptionellen Kontrolle des RSV-Promotors (Selektion mit
Hygromycin B) und Moloney ecotropic envelope Gen unter der
transkriptionellen Kontrolle des CMV-Promotors (Selektion mit

Diphterietoxin)

Die Zelllinien 32D, Ba/F3 und NIH3T3 wurden von der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Bereich Menschliche und Tierische Zellkulturen) in
Braunschweig bezogen. Die Verpackungs-Zelllinie Phoenix E wurde uns von Gary P. Nolan,

Stanford, USA zur Verfugung gestellt.

21.6 Vektoren und DNA-Konstrukte

Vektoren:

Name Resistenzen Firma

pcDNA 3.1/Zeo(+) Ampicillin, Zeocin Invitrogen, Leek, Niederlande
MSCV MigR1 Ampicillin J. Miller/ W. Pear, Philadelphia,USA

(Pear et al., 1998)

DNA-Konstrukte:

mFLT3-WT in pAL-MMSV H. Serve, Minster (Mizuki et al., 2000)
mFLT3-ITD in pAL-MMSV H. Serve, Minster (Mizuki et al., 2000)
mFLT3-WT in pcDNA 3.1/Zeo(+)

MFLT3-ITD in pcDNA 3.1/Zeo(+)

mFLT3 D838Y in pcDNA 3.1/Zeo(+)

mFLT3 1839del in pcDNA 3.1/Zeo(+)

mFLT3 I839M+R in pcDNA 3.1/Zeo(+)

mFLT3-WT in MSCV MigR1

mFLT3-ITD in MSCV MigR1

mFLT3 D838Y in MSCV MigR1

mFLT3 1839del in MSCV MigR1

mFLT3 I839M+R in MSCV MigR1




Materialien und Methoden

20

21.7 Bakterienstamme

Escherichia Coli DH50.™ Invitrogen GmbH, Karlsruhe
F-®80d/lacZAM15, A(lacZYA-argF)U169, deoR,

recA1, endA1, hsdR17(r’, mg’), phoA, supE44,

A-thi-1, gyrA96, relA1

Epicurian Coli™ XL-1Blue Supercompetent Cells Stratagene, Heidelberg

recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44,
relA1, lac [F'proAB, lacl%ZAM15 Tn10 (Tet")]

21.8 Tyrosinkinaseinhibitoren

AG1296 6,7-Dimethoxy-3-phenylquinoxalin
(Calbiochem, La Jolla, CA, USA)

PKC412 CGP 41251, N-Benzoylstaurosporin, Midostaurin
(Novartis Pharma AG, Basel, Schweiz)

SU5614 5-Chloro-3-[(3,5-dimethylpyrrol-2-yl)methylen]-2-indolinon

(Calbiochem, La Jolla, CA, USA)

219 Oligonukleotide zur Einflihrung von Mutationen in DNA-Konstrukte

Name Sequenz

FLT3 D838Y 3~ 5"-GTCGCTCAGGATGTATCGGGCTAGCCCAAAGTC-3’

FLT3 D838Y 5° 5"-GACTTTGGGCTAGCCCGATACATCCTGAGCGAC-3’

FLT3 1839del 3" 5"-GGAGTCGCTCAGGTCTCGGGCTAGCCCAAAGTC-3’

FLT3 1839del 5 5"-GACTTTGGGCTAGCCCGAGACCTGAGCGACTCC-3’

FLT3 1839M+R 3" 5-GGAGTCGCTCAGGCGCATGTCTCGGGCTAGCCCAA
AGTC-3’

FLT31839M+R 5" 5-GACTTTGGGCTAGCCCGAGACATGCGCCTGAGCGA
CTCC-3°

21.10 Oligonukleotide fiir die RT-PCR
Name Sequenz

RT-PCRITD 3’ 5-CACCATAGCAACAATATTCAAAAATC-3’
RT-PCRITD & 5-GGGCACGTCTTGCGAAACCATC-3’
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GAPDH 3’ 5-CCTGCTTCACCACCTTCTTG-3’
GAPDH 5° 5-CCATCACCATCATCCAGGAG-3’
Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech, Ebersberg

synthetisiert.

21.11  Molekulargewichtsmarker fiir DNA und Proteine

1 kb Plus DNA-Molekulargewichtsmarker Invitrogen GmbH, Karlsruhe
100 bp DNA-Molekulargewichtsmarker Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Rainbow Protein-Molekulargewichtsmarker Amersham Biosciences, Braunschweig

2112 Mause und tierexperimentelle Materialien

Mausstamm:
Balb/C Harlan Winkelmann GmbH, Borchen

Tierexperimentelle Materialien:

Animal Bedding Fibre Altromin GmbH, Lage-Lippe
Caesium 137- Strahlenquelle (33300 GBq) Buchler GmbH, Braunschweig
Discardit™ Il Spritze, steril Becton-Dickinson, Heidelberg
EDTA-Kapillaren (20ul) Sarstedt, MUmbrecht
Falcon™Zellsieb (100 pm) Becton-Dickinson, Heidelberg
Global Rodent Breeding (25 kGy bestrahlt) Harlan Teklad, Blackthorn, England
Infrarotlampe Royal Philips Elektronik, Hamburg
Kafigsystem Thoren, PA, USA

Microlance™ Injektionskantile, steril (27G 3/4) Becton-Dickinson, Heidelberg
Objekttrager (ISO Norm 8037/1) Roth, Karlsruhe

S-Monovette®, EDTA Sarstedt, NUmbrecht

Sub-Q, sterile PP Spritze, 1ml, 26G 1/2 Becton-Dickinson, Heidelberg
Vet abc Blood Counter Scil, Viernheim

21.13 Molekularbiologische Kitsysteme

CellTiter®AQeous Cell Proliferation Assay Promega, Madison, WI, USA
QIAGEN® Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden
QlAprep® Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden

QIAquick® Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
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QIAquick® Spin Purification Kit

QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit

Rapid DNA Ligation Kit
Rediprime® || DNA Labelling System
Titan One Tube RT-PCR Kit

2.1.14 Standard Gerate

Agarosegel Elektrophoresekammer
Analysenwaage BP 221S
CO,-Inkubator SW J 500 TV BB
Digitalwaage LC 1200 S
Durchflusszytometer (EPICS®XL)
Elisa Reader Emax

Entwickler Hyperprocessor
Fluoreszenzmikroskop

Heizblock 5436

IBI geneZapper 450/2500 Elektroporator

Incubator-Shaker Innova 4000
Kuhlzentrifuge J2-HS

Kuhlzentrifugen 5417R, 5810R
Lichtmikroskop Axiovert 25

LKB Ultraspec lll, Spektralphotometer
Magnetrihrgerat IKAMG RH
Mikroskop V 200

Multi-Gel Long Elektrophoresekammer
Neubauer-Zahlkammer
PCR-Thermocycler

pH-Meter ®32

Refrigerated Incubator-Shaker Innova
Schittler WT 12

Sterile Werkbank, Laminar-Flow 1.8
Stromgenerator, Powerpack P25
Tischzentrifuge 5417R

Transphor Electrophoresis Unit
Trio-Thermoblock

UV-Lampe Tl 2

Qiagen, Hilden
Stratagene, Heidelberg

Roche, Penzberg

Amersham Biosciences, Braunschweig

Roche, Penzberg

Kodak, New Haven, USA
Satorius, Goéttingen
Nunc, Wiesbaden
Satorius, Goéttingen

Beckman-Coulter, Krefeld

Molecular Devices, MWG-Biotech, Ebersberg

Amersham, Braunschweig

Olympus Optical Co. GmbH, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Eastman Kodak, New Haven, USA
New Brunswick Scientific, Edison, USA
Beckman, Fullerton, USA

Eppendorf, Hamburg

Zeiss, Jena

Pharmacia, Uppsala, Schweden
Janke & Kunkel, Staufen

Hund, Wetzlar

Biometra, Goéttingen

Reichert, New York, USA
MWG-Biotech, Ebersberg

Beckman, Fullerton, USA

New Brunswick Scientific, Edison, USA
Biometra, Géttingen

Holten, Gydewang, Danemark
Biometra, Gottingen

Eppendorf, Hamburg

Hoefer, San Fransisco, USA
Biometra, Gottingen

Biometra, Gottingen
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Vortex REAX-Top
Varioklav Dampfsterilisator
Wasserbad 1083
Zentrifuge GS-6K

21.15

Ampicillin-Stammlésung:

Amidoschwarz-Entfarbeldsung:

Basales Knochenmarksmedium (BBMM):

DNA-Probenpuffer (10-fach):

FACS-Puffer:

Luria-Bertani (LB) Medium (flussig):

LB-Medium (fest):

Lysis-Puffer:

RBC (Red Blood Cell)-Puffer:

Heidolph, Nirnberg

H+P Labortechnik, OberschleiRheim
GFL, Burgwedel

Beckman, Fullerton, USA

Standard Losungen und Puffer

50 mg/mlin A.d.

10% Methanol
10% Essigsaure in A.d.

325 ml IMDM

150 ml FCS

25 ml BSA (10% in IMDM)

5 ml L-Glutamin- Lésung (200mM)
100 uM 2-Mercaptoethanol

2,5 ml Penicillin/ Streptomycin-Lésung

50% Glycerin
0,2% Bromphenolblau
0,5MEDTAIn Ad.

1% BSA in PBS

1% Bacto-Trypton

0,5% Bacto-Hefeextrakt

1% NaCl in A.d.

mit 1 M NaOH auf pH 7,0 eingestellt
autoklaviert

1,5% Bacto-Agar in LB-Medium (flissig)

10 mM Tris/HCI (pH 7,5)

130 mM NaCl ,

5 mM EDTA

0,5% Triton X-100

20 mM Na,HPO,/ NaH,PO, (pH 7,5)
10 mM Natriumpyrophosphat (pH 7)
1 mM Natriumorthovanadat

20 mM NaF

1 mM Glycerol-2-Phosphat

1 Protease-Inhibitor Cocktail Tablette
ad 10 ml A.d.

150 mM NH,CI
1 mM KHCO;3
0,1 mM NaEDTA, pH7.3 in A.d.
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Sammelgelpuffer fur SDS-Gele (4-fach):

SDS-Elektrophoresepuffer:

SDS-Probenpuffer (2-fach):

SSC-Puffer (20-fach):
(Standard Saline Citrat)

Prastimulationsmedium:

SOC-Medium:

TAE-Puffer (10-fach):

TNE-Puffer:

Transferpuffer:

Trenngelpuffer fir SDS-Gele (4-fach):

0,5 M Tris (pH 6,8)
0,4% SDS in A.d.

25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1% SDS in A.d.

1 M Tris/HCI (pH 6,8)
200 mM DTT

4% SDS

0,2% Bromphenolblau
20% Glycin in A.d.

0,3 M Natriumcitrat/HCI (pH 7,0)
3 M NaCl

BBMM

10 ng/ml miIL-3
12 ng/ml mIL-6
50 ng/ml mSCF

2% Bacto-Trypton

0,55% Bacto-Hefeextrakt

0,5% 1M NaCl

0,5% 1M KCl in A.d.

mit 1M NaOH auf pH 7,0 eingestellt
autoklaviert

1% 2M Glukose (frisch zugegeben)
1% 2M MgCl; (frisch zugegeben)
sterilfiltriert (0,2um Filter)

0,4 M Tris
1,1% Essigsaure
2% 0,5 M EDTA (pH 8) in A.d.

10 mM Tris (pH 8)
100 mM NaCl
1 mM EDTA

25 mM Tris

192 mM Glycin

0,1% SDS in A.d.
20% Methanol in A.d.

1,5 M Tris (pH 8,8)
0,4% SDS in A.d.
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2.2 Methoden

2.21 Molekularbiologische Arbeitstechniken
2.21.1 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen  ermoglichen  die  sequenzspezifische  Spaltung  von
doppelstrangiger DNA (Sambrook et al., 1989). Dabei entstehen abhangig vom verwendeten
Enzym komplementare, Uberhdangende Enden (sticky ends) oder stumpfe Enden (blunt
ends). Die Aktivitat von Restriktionsendonukleasen wird in Units (U) angegeben. Eine Unit
entspricht der Menge an Restriktionsenzym, die bendtigt wird, um 1ug Lamda-DNA in einer
Stunde vollstandig zu schneiden. Eine quantitative Spaltung der DNA wird sichergestellt,
indem die Restriktionsnukleasen im Uberschuss zugesetzt werden. Um die DNA in definierte
Fragmente zu zerlegen, wird sie mit dem entsprechenden Restriktionsenzym in der vom
Hersteller empfohlenen Pufferldsung inkubiert. Die fur das jeweilige Enzym optimierten
Inkubationsbedingungen werden vom Hersteller angegeben. In der Regel erfolgt die
Inkubation bei 37°C fur 2 h. Nach erfolgter Reaktion wird das Enzym durch Erhitzen auf 65°C
denaturiert oder durch Aufreinigung im Agarosegel (Kapitel 2.2.1.3) aus dem

Reaktionsansatz entfernt.

2.21.2 5'-Dephosphorylierung von DNA

Wird fir die Linearisierung von Plasmiden nur ein Restriktionsenzym eingesetzt, liegt die
Vektor-DNA nach dem Verdau mit identischen Restriktionserkennungssequenzen an 5°- und
3’- Ende vor. Diese werden von der Ligase bevorzugt religiert, ohne ein DNA-Fragment
einzufigen. Die Abspaltung der 5°-Phosphatgruppe verhindert die Religation des
Klonierungsvektors, wodurch die Effizienz der Klonierung erheblich verbessert wird, da eine
Ligation dann nur zwischen den freien 5°-Phosphatgruppen der Fremd-DNA und den 3’-OH-
Enden des Plasmids mdglich ist. Die Hydrolyse der freien 5°-Phosphatreste wird von der
alkalischen Phosphatase CIAP katalysiert. Die Dephosphorylierung kann direkt im
Restriktionsansatz durchgefuhrt werden, indem dieser mit 10-fachem
Dephosphorylierungspuffer und A.d. verdiinnt und mit 2-5 U Phosphatase versetzt wird. Die
Inkubation erfolgt 1 bis 2 h bei 37°C. AnschlielRend wird das Enzym durch Erhitzen des

Ansatzes auf 65°C fir 10 min inaktiviert.
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2.2.1.3 Agarosegelelektrophorese

TAE-Puffer: 0,4 M Tris, 1,1% Essigsaure, 2% 0,5 M EDTA in A.d.
DNA-Probenpuffer: 50% (m/V) Glycerol, 0,5% (m/V) Bromphenolblau, 0,5 M EDTA in A.d.

Agarosegelektrophorese ist die Standardmethode fur die Auftrennung, Identifizierung,
Reinigung und préaparative Isolierung von linearen DNA-Fragmenten. Unter den
gelelektrophoretischen Bedingungen sind die Phosphatgruppen im Ruckgrat der
Nukleinsduren ionisiert, so dass die Polydesoxynukleotide als Polyanionen vorliegen. Die
DNA-Fragmente wandern somit im elektrischen Feld zur Anode, wobei die
Wanderungsgeschwindigkeit proportional zur angelegten Spannung ist und ihre
Beweglichkeit weitgehend von der MolekilgroRe bzw. -lange abhangt. Agarose, ein aus
Meeresalgen gewonnenes Polysaccharid, bildet nach Aufkochen in Pufferlésung beim
anschlielenden Abkuhlen eine Matrix aus, die bewirkt, dass kleinere DNA-Fragmente
leichter und schneller durch sie hindurch wandern als gréfere. Durch Variation der
Agarosekonzentration kénnen unterschiedliche Trennbereiche erzielt werden. Mit
niedrigprozentigen Gelen lassen sich gréolkere DNA-Fragmente separieren, wahrend
hochprozentigere Gele der Auftrennung kleinerer DNA-Fragmente dienen. Die Zugabe DNA-
interkalierender  Fluoreszenzfarbstoffe, wie z.B. Ethidiumbromid, ermoglicht die
Visualisierung der DNA-Fragmente nach Anregung des Farbstoffs mit UV-Licht der
Wellenlange 320 nm. Zur GroRenbestimmung missen bei der elektrophoretischen Trennung
GroRenstandards (DNA-Molekulargewichtsmarker) mit aufgetrennt werden.

Fur die Herstellung eines Agarosegels wird die Agarose in TAE-Puffer vorsichtig aufgekocht,
bis die Losung klar und schlierenfrei ist. Nach Abkuhlen auf 50°C wird die Losung mit
0,5ug/ml  Ethidiumbromid versetzt und auf einem Geltrager mit Taschenschablone
ausgegossen. Bei Raumtemperatur erstarrt das Gel innerhalb von 30-60 min. Die
Auftrennung der mit DNA-Probenpuffer versetzten DNA-Fragmente erfolgt in einer mit TAE-
Puffer gefullten DNA-Elektrophoresekammer durch Anlegen einer Spannung von 20-210 V.
Nach erfolgter Elektrophorese werden die Nucleinsduremolekiile visualisiert und fotografisch

dokumentiert oder zur praparativen Isolierung (Kapitel 2.2.1.4) ausgeschnitten.

2.2.1.4 Extraktion von Nukleinsauren aus Agarose-Gelen

Zur praparativen Isolierung von DNA-Fragmenten kdnnen diese nach elektrophoretischer
Auftrennung mit einem sterilen Einmalskalpell unter UV-Bestrahlung aus dem Agarosegel
ausgeschnitten werden. Um Veranderungen der DNA in Form von Strangbrichen und
Dimerbildungen zu vermeiden, wird eine UV-Quelle mit geringer Bestrahlungsstarke
verwendet und die Expositionszeit der DNA in UV-Licht mdglichst gering gehalten. Die

Extraktion der DNA aus der Agarose erfolgt nach dem Protokoll des ,QlAquick® Gel
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Extraction Kit“. Die DNA wird je nach erwinschter Konzentration mit 20-50pul Elutionspuffer

oder A.d. von der Saule eluiert und bei —20°C gelagert.

2.21.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von Nukleinsduren in wassriger Losung kann durch photometrische
Messung bei 260 nm bestimmt werden. Da das Absorptionsmaximum von Proteinen in
wassriger Losung bei 280 nm liegt, ist es auRerdem mdoglich, durch eine Messung der
Extinktion E bei 260 nm und 280 nm die Reinheit der Nukleinsdureldésung zu Uberprifen. Das
Verhaltnis der Absorptionswerte zwischen 260 nm und 280 nm ist ein MaR fir die Reinheit.
Je grofler der Quotient aus spezifischem (Eze0) zu unspezifischem Signal (E.g) ist, desto
reiner ist die Nukleinsaureprobe. Ist der Quotient kleiner als 1,7, so liegen Verunreinigungen
vor. Bei Werten zwischen 1,7 und 2,0 handelt es sich um eine reine Nukleinsaurelésung. Die
bei einer Wellenldange von 260 nm gemessene Extinktion betragt eins (Ege=1) fur
doppelstrangige DNA der Konzentration 50 ug/ml und einzelstrangige RNA der
Konzentration 40 ug/ml. Die Konzentrationsbestimmung der verwendeten Nukleinsauren

erfolgt mit dieser Methode.

2.2.1.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Herstellung rekombinanter DNA-Moleklle wird die linearisierte Vektor-DNA mit dem
Restriktionsfragment der Fremd-DNA kovalent verknlpft (Sambrook et al., 1989). Das
SchlieBen der Phosphodiesterbindung zwischen einer 5°-Phosphatgruppe an einem DNA-
Ende und der 3°-OH-Gruppe an dem anderen DNA-Ende wird von der ATP-abhangigen T4-
Ligase katalysiert. Vektor- und Fragment-DNA liegen bei der Ligation in einem Verhaltnis von
1:3-1:7 vor. Die Menge der eingesetzten DNA wird photometrisch bestimmt oder mittels
Gelelektrophorese abgeschatzt. Die Ligation wird nach dem Protokoll des ,Rapid DNA
Ligation Kit“ durchgeflhrt. Als Kontrolle dient ein Ansatz mit gleicher Menge an linearisiertem
Vektor ohne einzufiigende Fremd-DNA. Nach erfolgter Ligation kann die rekombinante DNA
zur Transformation von kompetenten Bakterien (Kapitel 2.2.2.3) eingesetzt werden oder bei

—20°C gelagert werden.
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2.2.1.7 Isolierung genomischer DNA aus murinen Zellen

TNE-Puffer: 10 mM Tris, pH 8; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA

Pronase E: 10 mg/ml Pronase E in 10 mM Tris und 10 mM NaCl (Selbstverdau: 1h; 37°C)
Proteinase K: 10 mg/ml in A.d.

Aufschlusspuffer: 1ml TNE-Puffer; 10 pl Proteinase K; 25 pl Pronase E; 100 pl SDS 10%

Fiir die Extraktion genomischer DNA aus murinen Zellen werden 10-20 x 10° Zellen in 20-
50 ul PBS resuspendiert und der Suspension 500 ul Aufschlusspuffer zugesetzt. Der Ansatz
wird zunachst 2 h bei 37°C und anschlieRend bei 56°C ber Nacht schittelnd (500 Upm)
inkubiert. Am nachsten Tag wird die Losung mit 500 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25/24/1) versetzt, stark gevortext und anschlieRend bei 14000 Upm 15 min zentrifugiert. Die
obere, wassrige Phase wird abgenommen und die darin geléste DNA durch Zugabe von 1/10
Volumen 3M Natriumacetat und 2 Volumina eiskaltem Ethanol (100%) gefallt. Die DNA wird
zweimal mit Ethanol (70%) gewaschen, bei Raumtemperatur getrocknet und je nach
Sedimentvolumen in 50-500 pl A.d. aufgenommen. Die Konzentration kann, wie in Kapitel

2.2.1.5 beschrieben, bestimmt werden.

2.2.1.8 Transfer von DNA auf eine Nylon-Membran (Southern-Blot)
SSC-Puffer (2-fach): 300 mM NaCl; 30 mM Natriumcitrat/HCI (pH 7,0)

Der Transfer von DNA-Fragmenten auf eine Membran erfolgt nach der von E. M. Southern
entwickelten Methode (Southern, 1975). Dazu werden zunachst jeweils 10 ug der isolierten
genomischen DNA (Kapitel 2.2.1.7) mit je 50 Units eines geeigneten Restriktionsenzyms
Uber Nacht verdaut. Die DNA-Fragmente werden anschlieRend in einem 1%-igen
Agarosegel nach ihrem Molekulargewicht elektrophoretisch aufgetrennt (Kapitel 2.2.1.3). Um
die DNA-Fragmente mit einer DNA-Sonde hybridisieren zu koénnen, muss die
doppelstrangige DNA vor dem Transfer in Einzelstrang-DNA Uberfuhrt werden. Dazu wird
das Gel zur Depurinierung der DNA fir 30 min mit 0,25 N HCI auf einem Schuttler inkubiert
und nach einmaligem Waschen mit A.d. zur Denaturierung der DNA 20 min mit 0,4 N NaOH
behandelt. Die positiv geladene Nylonmembran wird zunachst kurz in A.d. getaucht und
dann 15 min in 0,4 N NaOH equilibriert. Eine Schale wird mit 0,4 N NaOH gefullt, eine
Glasplatte dartber gelegt und Cellulosefilterkarton (Whatman-Paper) so positioniert, dass
beide Enden in das NaOH-Reservoir eintauchen. Das Gel wird auf den mit NaOH getrankten
Cellulosefilterkarton gelegt und mit der auf GelgroRe zugeschnittenen, equilibrierten
Membran so abgedeckt, dass sich zwischen Gel und Membran keine Luftblasen befinden.
Nach Abdecken der Membran mit zwei in NaOH getrankten, exakt zugeschnittenen
Cellulosekartons wird darauf ein Stapel saugfahiger Papierhandtiicher und dariber zum
Beschweren ein 1-2 kg schweres Gewicht gelegt. Der Transfer erfolgt durch Kapillarkrafte

innerhalb von 4-20 Stunden. Nach dem Transfer wird die Membran in zweifachem SSC-
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Puffer gewaschen. Die DNA kann durch dreiminutiges Bestrahlen mit UV-Licht kovalent an
die Membran gebunden werden. Die Darstellung bestimmter DNA-Fragmente erfolgt durch

Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten DNA-Sonde (Kapitel 2.2.1.9).

2.2.1.9 Hybridisierung der Membran mit [a-*’P] dCTP markierter DNA-Sonde

Hybridisierlésung: 50 g Natrium-Dextransulfat; 50 ml SDS (10%);29 g NaCl in 423 ml A.d
10 mg/ml Salmon-Sperm-DNA

Waschldésung 1: SSC-Puffer (1-fach); 0,1% SDS

Waschlésung 2: SSC-Puffer (0,1-fach); 0,1% SDS

Zur Herstellung einer DNA-Sonde wird ein geeignetes DNA-Fragment durch
Restriktionsverdau (Kapitel 2.2.1.1), Gelelektrophorese (Kapitel 2.2.1.3) und anschlieliende
Extraktion (Kapitel 2.2.1.4) vorbereitet. Die Markierung der DNA-Sonde mit [a-**P] dCTP
erfolgt nach dem Protokoll des ,Rediprime® || DNA Labelling System®.

Die Membran wird vor der Hybridisierung 1 h bei 55°C mit Hybridisierungslésung unter
Rotation vorinkubiert. Die radioaktiv markierte DNA-Sonde wird durch Aufkochen denaturiert,
kurz auf Eis abgekuhlt und zur vorinkubierten Membran gegeben. Die Hybridisierung erfolgt
Uber Nacht bei 55°C unter Rotation. Nach Entfernen der radioaktiven Lésung wird die
Membran zweimal 15 min mit Waschldsung 1 und anschliefiend zweimal 10 min bei 65°C mit
Waschlosung 2 gewaschen. Die Membran wird in Folie eingeschweif3t und die Banden durch

Exposition auf einem ,Phospho-Imager-Screen* detektiert.

2.2.1.10 Isolierung von RNA aus eukaryotischen Zellen

Die Aufreinigung von RNA aus eukaryotischen Zellen erfolgt nach der Vorschrift des
,RNAClean™“-Systems, welches auf einer von Chomczynski und Sacchi beschriebenen
Methode basiert (Chomczynski und Sacchi, 1987). Hierbei werden jeweils 107 Zellen mit der
-RNAClean™*“-Lésung versetzt und durch Vortexen in Losung gebracht. Die Losung kann flr
spatere Verarbeitung bei —80°C gelagert werden. Nach Zugabe von Chloroform und starkem
Vortexen bildet sich eine Suspension, die nach 5-minltiger Inkubation auf Eis in einer auf
4°C gekuhlten Zenrifuge fur 15 min bei 13.000 Upm zentrifugiert wird. Der wassrige
Uberstand wird abgenommen, mit eiskaltem Isopropanol versetzt und zur Fallung der RNA
bei —20°C 15 min inkubiert. Die prazipitierte RNA wird bei 4°C abzentrifugiert und das
Sediment nach Waschen mit Ethanol (70%) und Trocknen in 10-50 pl Wasser
aufgenommen. Da RNA sehr anfallig fir spontane und enzymatisch katalysierte Hydrolyse

ist, wird sie bei —80°C gelagert.
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2.2.1.11 Polymerase-Kettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) ist es madglich, in
vitro Nukleotidsequenzen enzymatisch zu vervielfaltigen (Mullis et al., 1986). Die PCR beruht
auf der Eigenschaft von DNA-Polymerasen, einen DNA-Strang durch semikonservative
Replikation zu verdoppeln, und ihrer Thermostabilitdt. Zu Beginn jedes Amplifikationszyklus
wird die doppelstrangige Matrizen-DNA (Template) durch Erhitzen auf 95°C denaturiert, so
dass beim anschlielenden Abkuhlen auf die Anlagerungstemperatur Startermolekile
spezifisch an die Zielregion hybridisieren kénnen (annealing). Als Startermolekile werden
synthetische DNA-Oligonukleotide (Primer) verwendet, welche die zu amplifizierende Region
begrenzen. Von deren 3’-Ende aus synthetisiert eine hitzestabile DNA-Polymerase bei
Anwesenheit von Desoxynukleotidtriphosphaten (dNTPs) den neuen DNA-Doppelstrang
(extension). Durch zyklische Wiederholung der einzelnen Reaktionsschritte wird die Matrize
exponentiell amplifiziert. Die thermostabile, aus dem marinen Archaebakterium Pyrococcus
furiosus gewonnene Pfu-Polymerase besitzt neben der 5 —3’- DNA- Polymeraseaktivitat
eine 3'—5’- Exonuclease- Priffunktion (proofreading) (Lundberg et al., 1991). Die Pfu-
Polymerase arbeitet mit einer zwolffach hoheren Genauigkeit als die Tag-Polymerase, da sie
aufgrund ihrer Exonucleaseaktivitdit am 3’-Ende falsch eingebaute Nucleotide entfernt und
an deren Stelle das richtige Nukleotid einsetzt. Durchgefuhrt wird die PCR in einem
Thermozykler, dessen automatische Steuerung ein individuell programmierbares zyklisches
Temperaturprogramm regelt. Neben der Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente kdnnen
Mutationen an doppelstrangiger DNA vorgenommen werden, die in Punktmutation, Deletion
oder Insertion einzelner oder mehrerer Aminosauren resultieren. Aufierdem ist es moglich,
durch PCR-Mutagenese neue Erkennungssequenzen fir Restriktionsendonukleasen in die

Matrizen-DNA einzufiihren.

221111 PCR-Mutagenese

Die PCR-Mutagenese wird unter Verwendung des ,QuikChange™ Site-Directed
Mutagenesis Kit* durchgefiihrt. Die fir den Austausch von Basenpaaren eingesetzten Primer
sind komplementar zueinander. Die auszutauschende Sequenz befindet sich in der Mitte der
25 bis 40 Basenpaare langen Oligonukleotide. Optimale Primer haben einen GC-Anteil von
mindestens 40% und eine Schmelztemperatur von 78°C (10°C Uber der optimalen
Reaktionstemperatur flr die Pfu-Polymerase). Da die Primer eine entgegengesetzte
Orientierung aufweisen und sich an der gleichen Stelle im Plasmid anlagern, werden nur

ringférmige Matrizen effizient amplifiziert.
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PCR-Ansatz: 5ul 10x Reaktionspuffer
50 ng dsDNA-Matrize
125 ng 3’-Primer
125 ng 5°-Primer
2,5 mM dNTP-Mix
25U Pfu-DNA-Polymerase
ad 50 pl A.d.

Vor dem ersten Zyklus wird eine Denaturierung durchgefiihrt, um zu gewahrleisten, dass alle
Matrizenmoleklle einzelstrangig vorliegen. Nach dem letzten Zyklus schlieBt sich ein
zehnminltiger Polymerisationsschritt an, um der Polymerase zu ermoglichen, alle
synthetisierten DNA-Strange zu vervollstandigen. Die zu wahlende Zyklenzahl hangt von der
Art der einzufiihrenden Mutation ab. Die Hybridisierungstemperatur ist abhangig von der

Schmelztemperatur der Primer.

Ablauf der PCR-Reaktion:  1x 95°C, 30 sec
95°C, 30 sec (Denaturierung)
16-18x 55-62°C, 1 min (Hybridisierung)
68°, 2 min/kb Matrizen-DNA (Polymerisation)

1x 68°C, 10 min

Nach Ablauf der gesamten Reaktion weisen alle Amplifikate die durch die eingesetzten
Primer festgelegte Mutation auf. DNA-Molekiile, die mittels PCR vervielfaltigt wurden, sind im
Gegensatz zu in vivo amplifizierten DNA-Plasmiden nicht methyliert. Um die methylierte
Matrizen-DNA aus dem Gemisch zu entfernen, wird dieses fir 1 h bei 37°C mit der
Restriktionsendonuklease Dpnl inkubiert, die ausschlieRlich methylierte DNA schneidet.
AnschlieRend wird die mutierte Plasmid-DNA mit dem ,QlAquick® Spin Purification Kit*
aufgereinigt. Fir die Transformation werden ,Epicurian Coli™ XL-1 Blue“- Bakterien
eingesetzt. Dieser Bakterienstamm ist in der Lage, die nicht ligierten Stellen der
amplifizierten Plasmide (,nicks®), die durch Anheftung der Polymerase bei der Mutagenese
entstanden sind, zu reparieren. Aullerdem fehlen diesem Stamm die Restriktionssysteme,
die nicht methylierte DNA abbauen wirden. Die Transformation erfolgt wie in Kapitel 2.2.2.3
beschrieben. Zur Bestatigung der erfolgreichen Mutagenese wird von der Firma ,GATC-

Biotech, Konstanz® eine Sequenzanalyse durchgefihrt.
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2.21.11.2 Reverse-Transkriptase PCR

Mit Hilfe der Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) lassen sich spezifisch RNA-Sequenzen
amplifizieren. Es erfolgt zuerst eine cDNA-Einzelstrangsynthese mit RNA als Matrize, darauf
folgt eine PCR mit spezifischen Primern, in der die zuvor gebildete cDNA als Matrize dient.
Fur die Einzelstrangsynthese konnen Oligo(dT)- oder ,Random“-Primer eingesetzt werden.
Die 15 bis 20 bp langen Oligo(dT)-Primer hybridisieren im Bereich des poly(A)-Schwanzes
am 3’-Ende der mRNA. ,Random’-Primer sind Hexanucleotide mit einer statistischen
Basenzusammensetzung. So koénnen sie entsprechend ihrer Sequenz an den
verschiedensten Stellen eines mMRNA-Molekuls hybridisieren und damit eine cDNA-Synthese
Uber die gesamte Lange der mRNA einleiten. AuRerdem ist es mdglich, bereits fir die cDNA-
Synthese spezifische Primer zu verwenden.

Fir die RT-PCR wird das ,Titan One Tube RT-PCR Kit“ eingesetzt. Dieses beinhaltet einen
Enzymmix, der es erlaubt, die reverse Transkription und die PCR nacheinander in einem
Reaktionsgefal® durchzuflhren. Fir die Einzelstrangsynthese werden dieselben spezifischen
Primer wie flr die anschlieliende PCR verwendet. Nach 30-minttiger RT-Reaktion bei 50°C
folgt eine PCR mit 35 Zyklen. Die Produkte werden zur Analyse auf ein 2%-iges Agarosegel

aufgetragen, mittels UV-Licht visualisiert und fotografisch dokumentiert.

2.2.2 Arbeiten mit Bakterien

2.2.21 Kulturbedingungen

LB-Medium: 1% Bacto-Trypton; 1% NaCl; 0,5% Bacto-Hefeextrakt in A.d.; autoklaviert; pH 7,0
LB-Agarplatten: 1,5% Bactoagar in LB-Medium; autoklaviert
Ampicillin-Stammlésung (1000x): 50 mg/ml in A.d., sterilfiltriert

Das Luria-Bertani (LB)- Medium wird entsprechend der Vorschrift angesetzt. Mit Natronlauge
wird der pH-Wert auf 7,0 eingestellt. AnschlieBend wird das Medium autoklaviert. Das
Selektionsmedium enthalt zusatzlich 50 pg/ml Ampicillin. Die Anzucht einer Bakterienkultur
sollte in Gegenwart eines Antibiotikums stattfinden, um sicherzustellen, dass nur Zellen
wachsen kdnnen, die ein Resistenz-vermittelndes Plasmid enthalten. Flissigkulturen werden
bei 37°C mit 250 Upm geschittelt. Fir Kulturplatten werden dem LB-Medium vor dem
Autoklavieren 1,5% (m/V) Bactoagar zugesetzt. Nach Abkuhlen auf 50°C und Zusatz des

entsprechenden Antibiotikums werden die Platten unter sterilen Bedingungen gegossen.

2.2.2.2 Kompetente Bakterien

Nicht behandelte Bakterienzellen nehmen zirkulare Fremd-DNA nur in geringem Male auf.
Um Bakterien effizient transformieren zu kénnen, muss deshalb die Bakterienwand durch

chemische oder physikalische Behandlung durchlassig gemacht werden. Die auf diese Art
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behandelten Bakterien werden als ,kompetent” bezeichnet. Kompetente Bakterien missen
bei —80°C gelagert und immer auf Eis aufgetaut werden, da sie sonst die Fahigkeit verlieren
DNA aufzunehmen. Die verwendeten Stamme DH5a. und Epicurian XL1-Blue wurden bereits

kompetent erworben.

2.2.2.3 Transformation von Bakterien durch Hitzeschock

SOC-Medium: 2% Bacto-Trypton; 0,55% Bacto-Hefeextrakt; 0,5% 1M NaCl; 0,5% 1M KCl in A.d.
mit 1M NaOH auf pH 7,0 eingestellt; autoklaviert
1% 2M Glukose (frisch zugegeben); 1% 2M MgCl; (frisch zugegeben); steriffiltriert

Durch kurzzeitige Hitzebehandlung kann Vektor-DNA in chemisch kompetente Bakterien
eingeschleust werden. Dazu werden 50 ul des kompetenten Bakterienstamms auf Eis
aufgetaut, mit 0,5 ug Plasmid-DNA (Retransformation) oder 5 pl Ligationsansatz (Kapitel
2.2.1.6) vorsichtig gemischt und 20-30 min auf Eis inkubiert. Durch die Kalte lagern sich die
Plasmide an der Zellwand an. AnschlieBend erfolgt der Hitzeschock bei 37°C (DH5¢a) bzw.
42°C (Epicurian XL1-Blue) fur 45 Sekunden. Durch die schlagartige Erwarmung werden die
Plasmide in die Zelle aufgenommen. Danach inkubiert man die Bakterien 2 min auf Eis. Eine
Retransformation wird anschlieBend direkt auf einer LB-Platte mit Ampicillin ausgestrichen,
wahrend mit Ligationsansatz transformierte Bakterien zunachst fir 1 h bei 225 Upm und
37°C in SOC-Medium inkubieren. Die Bakterien werden bei 3000 Upm zentrifugiert und der
Uberstand bis auf 50 ul verworfen. Das Sediment wird in der Restfliissigkeit resuspendiert
und auf LB-Platten mit Ampicillin ausgestrichen. Die anschlieRende Inkubation der Platten
bei 37°C sollte 12-16 h nicht Uberschreiten, da sich bei langerer Inkubation Satellitenkolonien
bilden kénnen. Durch das auf dem Plasmid befindliche p-Lactamasegen sind nur erfolgreich
transformierte Bakterienzellen in der Lage, auf ampicillinhaltigem Nahrboden Kolonien zu
bilden.

2.2.2.4 Kultivierung der transformierten Bakterien

Die durch die Transformation entstandenen Kolonien werden zur Anreicherung in LB-
Medium mit Ampicillin kultiviert. Dazu impft man das Medium mit einer Einzelkolonie von der
Agarplatte an und lasst die Bakterienkultur tGber Nacht bei 37°C und 225 Upm schiitteln.

Anschlie3end kann die Vektor-DNA wie in Kapitel 2.2.2.5 beschrieben isoliert werden.

2.2.2.5 Isolierung von Plasmid-DNA (Mini- und Maxi Praparation)

Die Aufreinigung von Plasmid-DNA aus E.coli Kulturen erfolgt je nach erwunschter DNA-

Menge mit unterschiedlichen Praparationskits. Kleinere Mengen (<20 ug), die nur zu
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analytischen Zwecken bendtigt werden, kénnen mit Hilfe des ,QlAprep® Spin Miniprep Kit"
isoliert werden. Dazu impft man den Klon, der das zu amplifizierende Plasmid enthalt in 5 ml
LB-Medium mit Selektionsantibiotikum an und kultiviert die Bakterien Uber Nacht im
Schittelinkubator bei 37°C. Mit dem ,QIAGEN® Plasmid Maxi Kit“ kdnnen bis zu 500 ug
Plasmid-DNA gewonnen werden, indem man den entsprechenden Klon nach 1-4 h Vorkultur
in 200 ml LB-Selektionsmedium Uberimpft und iber Nacht bei 37°C schittelnd inkubiert. Die
Bakterienkultur wird bei 5000 Upm 5 min abzentrifugiet und das Sediment dem

entsprechenden Protokoll folgend aufgearbeitet.

223 Arbeiten mit eukaryotischen Zelllinien

2.2.3.1 Kultivierung von Zelllinien

DMEM-Kulturmedium: DMEM; 10% FCS
RPMI-Kulturmedium: RPMI 1640, 2mM Glutamin; 2% Penicillin/Streptomycin-Lésung;10% FCS
Zytokin: murines IL-3

Alle Zelllinien werden im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und einer relativen Luftfeuchtigkeit
von 95% kultiviert.

Die adharenten Zelllinien NIH3T3 und Phoenix E werden in DMEM-Kulturmedium in
liegenden Zellkulturflaschen kultiviert. Bei 90%-iger Konfluenz werden die Zellen mittels einer
Trypsin/EDTA-L6sung durch enzymatischen Abbau vom Boden abgeldst. Dazu wascht man
die Zellen vorsichtig mit sterilem PBS, versetzt sie anschlielend mit einigen Tropfen der
Trypsin/EDTA-L6sung und inkubiert die Zellen 1-5 min bei 37°C. Die Inkubationszeit sollte
nicht Gberschritten werden, da die Zellen sonst durch Anverdau der Zellmembran Schaden
nehmen koénnen. Nach sichtbarem Ablésen der Zellen werden diese mit Medium abgespult
und 5 min bei 1200 Upm zentrifugiert. Durch das im Medium enthaltene FCS und die
Verdinnung wird das Trypsin inaktiviert. Danach werden die Zellen in frischem
Kulturmedium aufgenommen und auf neue Kulturflaschen verteilt. NIH3T3-Zellen werden auf
diese Weise alle 4-6 Tage in einem Verhaltnis von 1:10 passagiert. Da Phoenix E-Zellen
sehr empfindlich auf zu geringe und zu hohe Zelldichte reagieren, mussen diese jeden Tag
auf die Halfte verdinnt werden.

Die Suspensionszelllinien Ba/F3 und 32D werden alle 2-3 Tage in einem Verhaltnis von 1:10
passagiert. Diese Linien wachsen in RPMI-Kulturmedium in stehenden Zellkulturflaschen

und bendtigen als Wachstumsfaktor 0,2 ng/ml murines IL-3.



Materialien und Methoden 35

2.2.3.2 Kryokonservierung von Zellen
Einfriermedium (2-fach): 20% DMSO; 80% FCS

Zellen koénnen zur dauerhaften Lagerung tiefgefroren werden. Bei Bedarf werden die
Dauerkulturen wieder aufgetaut und weiterkultiviert.

Von einer dichten Zellsuspension wird 1 ml enthommen, in einem Kryoréhrchen mit dem
gleichen Volumen Einfriermedium vermischt und sofort bei —80°C eingefroren. Fir langere

Lagerung kénnen die Zellen nach 12 h in flissigen Stickstoff Gberflihrt werden.

2.2.3.3 Auftauen von Zellen

Nach der Entnahme des Kryoréhrchens aus dem fllissigen Stickstoff wird dieses sofort in ein
37°C-Wasserbad Uberflihrt und die Zellen darin aufgetaut. Die Zellsuspension wird vorsichtig
in Kulturmedium aufgenommen. Durch Zentrifugation wird das enthaltene DMSO entfernt.
Fur die Kultivierung werden die Zellen anschlielend in entsprechendem Kulturmedium

resuspendiert und in eine Zellkulturflasche Uberflhrt.

2.2.3.4 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl sowie zur Unterscheidung lebender und toter Zellen werden
diese mit Trypanblau inkubiert und in einer Neubauer-Zahlkammer mikroskopiert. Vitale
Zellen sind in der Lage, den Farbstoff auszuschlielen und erscheinen im mikroskopischen
Bild hell, wahrend tote Zellen und Zelltrimmer mit Trypanblau tiefblau gefarbt werden.

Gleiche Volumina einer Zellsuspension und einer 0,5%-igen Trypanblaulésung werden
gemischt und in eine Neubauer-Zahlkammer gegeben. Unter dem Mikroskop werden 4
GroRquadrate ausgezahlt, wobei man nur vitale, nicht angefarbte Zellen bericksichtigt. Die
Zellkonzentration (Zellzahl pro ml Zellsuspension) wird ermittelt, indem man die
durchschnittliche Zellzahl pro GroRquadrat mit dem Verdinnungsfaktor 2 und dem Faktor

10* multipliziert.

2.2.3.5 Transfektionsmethoden

Es gibt verschiedene Madglichkeiten, DNA in eukaryotische Zellen einzuschleusen, wie
beispielsweise die liposomale Transfektion (Lipofektion), die Elektroporation oder die
retrovirale Transduktion. Die jeweils verwendete Transfektionsmethode ist sowohl von der zu
transfizierenden Zelllinie, als auch von deren weiteren Verwendung abhangig. So eignet sich
die Lipofektion (Kapitel 2.2.3.5.1), um Plasmid-DNA transient, d.h. vorubergehend, in

adharente Zellen einzubringen, wahrend Suspensionszellen effizienter durch Elektroporation
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(Kapitel 2.2.3.5.2) transfiziert werden kdnnen. Um ohne Selektion eine stabile Integration der
DNA in das Zellgenom zu erreichen, transduziert man die Zielzellen retroviral (Kapitel
2.2.3.5.3).

2.2.3.5.1 Lipofektion adharenter Zellen

Lipofectamine™2000
Opti-MEM®I, Serum reduziertes Medium

Bei der Lipofektion verwendet man kationische Lipide, um die negativ geladenen DNA-
Moleklle zu binden und in die Zellen einzuschleusen. Die Komplexe verschmelzen mit der
lipophilen Zellmembran oder werden durch Phagozytose in die Zelle aufgenommen.

Lipofectamine™2000 wird flr die Transfektion der Virus-Produktions-Zelllinie Phoenix E
verwendet. Daflr werden die Zellen am Vorabend so ausgesat, dass sie am nachsten Tag
eine Konfluenz von 90-95% aufweisen. Auf einer 60 mm Kulturschale plattiert man 2x10°
Phoenix E Zellen aus und kultiviert diese Uber Nacht. Die hohe Dichte ist vor allem dann
notwendig, wenn Retrovirus generiert werden soll. Fir die Transfektion einer 60 mm Platte
werden jeweils 500 pl Opti-MEM®I mit 20 pl Lipofectamine™2000 in einem Reaktionsgefal
und mit 10 yg Plasmid-DNA in einem anderen Reaktionsgefals gemischt und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Beide Ansatze werden miteinander vermischt und weitere 20 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit wird das Medium auf den Zellen
gewechselt, indem man das alte Medium absaugt und durch 3 ml frisches DMEM-
Kulturmedium ersetzt. AnschlieRend wird der gesamte Transfektionsansatz auf die Zellen
getropft. Fur proteinbiochemische Untersuchungen koénnen die Zellen 24-48 h nach der
Transfektion geerntet und weiterverarbeitet oder bis zur Weiterverarbeitung bei —80°C
gelagert werden. Fir die Gewinnung von Retroviren (Kapitel 2.2.3.5.3) muss das
Transfektionsmedium nach 24 h gewechselt werden und die Zellen werden weiter in Kultur

gehalten.

2.2.3.5.2 Elektroporation
Elektroporationsmedium: RPMI 1640; 25% FCS

Bei der Elektroporation werden Zellen in einer DNA-haltigen LOsung einem kurzen
Stromsto ausgesetzt, der fiir eine kurze Zeit in der Cytoplasmamembran Poren erzeugt
(Neumann et al., 1982; Potter, 1988). Durch diese Poren kann Plasmid-DNA sowohl passiv
durch Diffusion als auch elektrophoretisch in die Zelle gelangen (Sukharev et al., 1994).

Die in Suspension wachsenden Zelllinien Ba/F3 und 32D werden durch Elektroporation und
anschlieRende Selektion stabil mit Plasmid-DNA transfiziert. Dafiir werden 5x10°

exponentiell wachsende Zellen aus der Kultur entnommen, bei 1200 Upm 5 min zentrifugiert
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und in 400 ul Elektroporationsmedium resuspendiert. Die Zellsuspension wird in eine Biorad-
Elektroporationskivette (0,4 cm) dberfihrt und mit 20 pg Plasmid-DNA versetzt.
AnschlielRend werden die Zellen zweimal bei 400 Volt und 950 uF flr 5 msec elektroporiert.
Fur die Weiterkultivierung Gberfiihrt man die Zellen in 5 ml RPMI-Kulturmedium mit IL-3.
Nach 48 h wird mit der Selektion begonnen. Bei Verwendung des Vektors pcDNA 3.1/Zeo (+)
kann diese mit 0,5 mg/ml Zeocin erfolgen. Da das Plasmid MSCV MigRI kein Resistenzgen
fur die Selektion in eukaryotischen Zellen enthalt, kénnen MigRI elektroporierte Zellen nur
durch durchfluBRzytometrisches Sortieren (FACSort) der EGFP-positiven Zellen oder
Faktorentzug selektioniert werden. Proliferation und Uberleben der murinen Zelllinien Ba/F3
und 32D ist abhangig von IL-3. Wird den Zellen das Zytokin entzogen, gehen diese in
Apoptose (Rodriguez-Tarduchy et al., 1990). Onkogene sind in der Lage, diese Zelllinien zur
IL-3-Unabhangigkeit zu transformieren. Somit kdnnen Zellen, welche erfolgreich mit einem
Onkogen transfiziert wurden, von nicht transfizierten Zellen durch Faktorentzug getrennt

werden.

2.2.3.5.3 Gewinnung von Retrovirus und retrovirale Transduktion

Das Einbringen von Fremd-DNA in Zellen mit Hilfe von Retroviren wird als retrovirale
Transduktion bezeichnet. Retroviren sind in der Lage, ihr einzelstrangiges RNA-Genom nach
Infektion einer Zielzelle in komplementare doppelstrangige DNA umzuschreiben und diese in
das Genom der Zielzelle zu integrieren. Das virale Hullprotein (envelope) besteht aus einem
Transmembranprotein und einem Oberflachenprotein, welches spezifisch mit dem
Virusrezeptor an der Oberflache der Zielzelle interagiert und somit die Virusaufnahme
vermittelt. Die Anwesenheit eines geeigneten Rezeptors auf der Zielzelle legt fest, ob die
Zelle von dem Virus infiziert werden kann. Das ecotrope Oberflachenprotein interagiert mit
einem Aminosaure-Transporterprotein, das nur von Mauszellen exprimiert wird (Wang et al.,
1991), was bedingt, dass durch Viruspartikel mit ecotropem Hdullprotein nur murine Zellen
transduziert werden kdénnen. Die Virusverpackungszelllinie Phoenix E tragt ein retrovirales
Provirus, das die fir die viralen Proteine kodierenden Gene enthalt. Transfiziert man diese
Zellen mit einem retroviralen Vektor, der neben dem zu transduzierenden Gen das
Verpackungssignal v enthalt, produzieren die Zellen retrovirale Partikel, die in das
Kulturmedium sezerniert werden.

Um Retrovirus zu generieren, werden Phoenix E-Zellen, wie in Kapitel 2.2.3.5.1 beschrieben,
transfiziert. 24 h nach der Lipofektion wird das Transfektionsmedium abgenommen und
durch 3 ml DMEM-Kulturmedium ersetzt. Der retrovirale Uberstand wird 36 und 48 h nach
der Transfektion gesammelt, filtriert (0,45 um) und bei 4°C gelagert. Da die Hullproteine

ecotroper Viren sehr empfindlich gegenliber mechanischer und thermischer Belastung sind,
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sollte der retrovirale Uberstand nicht erwarmt oder eingefroren werden. Der Virustiter kann
wie in Kapitel 2.2.3.8 beschrieben bestimmt werden. Die Transduktion von murinen
Zielzellen durch Retrovirus erfolgt durch Inkubation der Zellen mit retroviralem Uberstand,
welchem zuvor 4 yg/ml Polybren zugesetzt wurde. Das Polykation Polybren verbessert die
Interaktion zwischen viralem Oberflachenprotein und zellularem Virusrezeptor, wodurch eine
hohere Transduktionseffizienz erzielt wird (Conti et al., 1991; Arcasoy et al., 1997). Die
Transduktionseffizienz kann nach zwei Tagen durchflusszytometrisch bestimmt werden
(Kapitel 2.2.3.7).

2.2.3.6 Selektion der Virusverpackungszelllinie

Wie bereits beschrieben, tragt die Verpackungszelllinie Phoenix E ein retrovirales Provirus
und stellt somit die viralen Strukturproteine und Enzyme zur Verfugung. Werden die Zellen
Uber langere Zeit kultiviert, kann das zum Verlust des Provirus fiihren, wodurch die
Verpackungseffizienz geringer wird. Die proviralen Gene beinhalten als Selektionsmarker
Resistenz vermittelnde Gene fir Hygromycin und Diphterietoxin. Um eine Verringerung des
retroviralen Titers zu vermeiden, wird die Zelllinie regelmaRig selektioniert. Dazu werden die
Zellen nach 4-6 Wochen Kultur eine Woche unter Zusatz von 300 ug/ml Hygromycin und

2 ug/ml Diphterietoxin zum DMEM-Kulturmedium kultiviert.

2.2.3.7 Durchflusszytometrische Messung der EGFP-Expression (FACS-
Analyse)

Die Transfektionseffizienz kann durchflusszytometrisch bestimmt werden, wenn der zur
Transfektion verwendete Vektor fir ein fluorochromes Protein kodiert. Bicistronische
Vektoren tragen neben dem zu untersuchenden Gen ein zweites Gen, das z.B. fiir ein
Fluorochrom kodiert. Bei dem verwendeten Plasmid MSCV MigRI handelt es sich hierbei um
das fur das grin fluoreszierende Protein EGFP kodierende Gen. Zwischen den Genen
befindet sich die Sequenz fir eine interne Ribosomeneintrittsstelle (IRES). Beide Gene
werden zu einer gemeinsamen MRNA transkribiert. Von diesem Transkript erfolgt die
parallele Translation der beiden Gene zu einzelnen Proteinen, wobei die IRES die
Translation des zweiten Gens vermittelt. Somit exprimieren alle erfolgreich transfizierten
Zellen zusatzlich EGFP und kdénnen darlber im Durchflusszytometer (FACScan) detektiert
werden.

Das Prinzip der Durchflusszytometrie besteht darin, dass die Elektronen der Fluorochrome,
angeregt durch einen Argon-Laser, auf ein hdheres Energieniveau gehoben werden und
unter Abgabe von Energie in Form von Licht spezifischer Wellenlange auf ihr

Ursprungsniveau zuriickfallen. Die Zellen flieRen einzeln in einem Tragerstrom durch ein
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Rohr, wobei das emittierte Licht von einem Detektor erfasst wird. Die Fluoreszenzintensitat
korreliert dabei mit der Menge des Fluorochroms. Somit kdnnen auch Ruickschlisse auf die
Expressionsstarke des zu untersuchenden Gens gezogen werden. Zusatzlich werden Uber
die Lichtbeugung und —streuung Informationen Uber die Zellgréfie (im ,Forward-Scatter®, FS)
und die Granularitat der Zelle (im ,Sideward-Scatter*; SS) gewonnen.

Um den Anteil der EGFP-positiven Zellen nach Lipofektion, Elektroporation oder retroviraler
Transduktion zu bestimmen, werden die Zellen in einer Konzentration von 1x10° Zellen pro
ml in PBS aufgenommen, durch ein Zellsieb (40 um) pipettiert und im Durchflusszytometer
gemessen. Der Anteil der EGFP-positiven Zellen wird nach der Messung als

Punktwolkendiagramm oder Histogramm dargestellt.

2.2.3.8 Titerbestimmung

Der Virustiter im Uberstand der Virusverpackungszelllinie Phoenix E (Kapitel 2.2.3.5.3) wird
mittels standardisierter retroviraler Transduktion der murinen Fibroblastenzelllinie NIH3T3
bestimmt. Dazu werden fiir jeden zu titrierenden Uberstand drei Schalen einer 6-Schalen-
Zellkulturplatte mit jeweils 2,5x10* NIH3T3-Zellen beschickt. Nach der durchschnittlichen
Verdopplungszeit der Fibroblasten (ca. 14 h) erfolgt die Titerbestimmung in einer
Verdinnungsreihe. Der retrovirale Uberstand wird im Verhaltnis von 1:20, 1:200 und 1:500
mit 4 ug/ml Polybren-haltigem DMEM-Kulturmedium verdinnt und auf die Zellen gegeben.
Nach 48-72 h wird die Transduktionseffizienz durchflusszytometrisch bestimmt (Kapitel
2.2.3.7). Die Berechnung der Einzeltiter (infektiose retrovirale Partikel pro ml) erfolgt durch
Multiplikation von 5x10* (Zellzahl bei Infektion) mit dem Verdiinnungsfaktor (20, 200 oder
500) und dem prozentualen Anteil der EGFP-positiven Zellen der jeweiligen
Verdunnungsstufe. Der Virustiter (CFU/ ml, colony forming units/ ml, infektiose retrovirale

Partikel/ ml) entspricht dem Mittelwert der drei unabhangig ermittelten Einzeltiter.

224 Proteinbiochemische Methoden

2.2.41 Herstellung von Zelllysaten

Lysis-Puffer: 10 mM Tris/HCI, pH 7,5; 130 mM NaCl; 5 mM EDTA; 0,5% Triton X-100; 20 mM
NayHPO4/NaH,PO4, pH 7,5; 10 mM Natriumpyrophosphat, pH 7; 1 mM Natriumorthovanadat;
20 mM NaF; 1 mM Glycerol-2-Phosphat; 1 Protease-Inhibitor Cocktail Tablette/ 10 ml A.d
SDS-Probenpuffer (2-fach): 1 M Tris/HCI, pH 6,8; 200 mM DTT; 4% SDS; 0,2% Bromphenolblau; 20% Glycin
in A.d.

Nach Zentrifugation der zu lysierenden Zellen wird das Kulturmedium vollstandig
abgenommen und die Zellen in flissigem Stickstoff schockgefroren. Zur Herstellung von
Zelllysaten wird das Sediment in frisch hergestelltem, eiskaltem Lysis-Puffer resuspendiert
und 20 min auf Eis inkubiert. Nach anschlieRender Zentrifugation (14.000 Upm, 20 min, 4°C)
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wird der Uberstand in ein neues Reaktionsgefall Gberfihrt und mit dem gleichen Volumen
SDS-Probenpuffer versetzt. Zur Denaturierung der Proteine wird die Lé6sung 10 min bei 95°C
gekocht. Nach kurzer Zentrifugation kann das Proteingemisch durch SDS-Gelelektrophorese
(Kapitel 2.2.4.3) aufgetrennt werden. Alternativ dazu kdnnen vor Zugabe des Probenpuffers

durch Immunprazipitation (Kapitel 2.2.4.2) einzelne Proteine aus dem Lysat isoliert werden.

2.2.4.2 Immunprazipitation

Lysis-Puffer

Protein A-Sepharose-Lésung/ Protein G PLUS- Agarose
Spezifische Antikérper

SDS-Probenpuffer (2-fach)

Durch Immunprazipitation kénnen einzelne Proteine aus einem Zelllysat isoliert werden.
Dabei bindet ein spezifischer Antikorper ein Antigen des zu prazipitierenden Proteins. Die
Prazipitation erfolgt durch Adsorption des Antikdrper-Protein-Konjugats an Sepharose-
gekoppeltes Protein A bzw. Agarose-gekoppeltes Protein G (Protein A/G-Beads). Aufgrund
der Masse der Sepharose/Agarose lassen sich die Komplexe durch Zentrifugation aus dem
Lysat separieren.

Die Zellen werden wie in Kapitel 2.2.4.1 beschrieben in 1 ml Lysispuffer lysiert und zur
Abtrennung der Zelltrimmer 20 min bei 14.000 Upm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wird mit 20 pl Protein A/G-Beads versetzt und 30 min bei 4°C auf dem Rollrad inkubiert, um
unspezifisch an Protein A/G bindende Proteine aus dem Lysat zu entfernen. Die Beads
werden bei 14.000 Upm abzentrifugiert und verworfen. Der verbleibende Uberstand wird mit
2 ug des spezifischen Antikérpers versetzt und bei 4°C fir 2 h rotierend inkubiert. Als
Negativ-Kontrolle kann die Halfte des Lysats mit der gleichen Menge eines unspezifischen
Antiserums gleichermallen behandelt werden. AnschlieBend werden die Lysate mit 30 pl
Protein A/G-Losung bei 4°C 30 min auf dem Rollrad inkubiert. Die gebundenen
Immunkomplexe werden 2 min bei 14.000 Upm und 4°C abzentrifugiert und dreimal mit
jeweils 500 ul Lysis-Puffer gewaschen. Das verbleibende Sediment wird mit 30 yl SDS-
Probenpuffer versetzt und bei 95°C fiur 10 min erhitzt, um die prazipitierten Proteine zu
denaturieren und sie von den Beads abzulésen. Nach kurzer Zentrifugation kénnen die

Proteine durch SDS-Gelelektrophorese (Kapitel 2.2.4.3) weiterverarbeitet werden.

2.2.4.3 SDS-Gelelektrophorese

Trenngel: 5-15% Polyacrylamid-Lésung; 375 mM Tris/HCI, pH 8,8; 0,1% SDS; 0,3% APS; 0,1% TEMED
Sammelgel: 5% Polyacrylamid-L6sung; 12,5 mM Tris/HCI, pH 6,8; 0,1% SDS; 0,3% APS; 0,1% TEMED
SDS-Elektrophoresepuffer: 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1% SDS in A.d.

Die Wandergeschwindigkeit von Proteinen im elektrischen Feld hangt von ihrer Grée, Form

und elektrischen Ladung ab. Bei der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgel-
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elektrophorese (SDS-DISK-PAGE) werden die Proteine bei der Probenvorbereitung in SDS-
Probenpuffer denaturiert und durch den Zusatz des anionischen Detergens SDS die
Eigenladung der Proteine dahingehend verandert, dass anionische Mizellen mit konstanter
Nettoladung pro Masseneinheit entstehen (Laemmli, 1970). Niedermolekulare Thiole
bewirken eine Reduktion der Disulfidbriicken in den Polypeptiden. Somit werden Proteine bei
der SDS-PAGE ausschlieRlich nach ihrer molaren Masse aufgetrennt. Im diskontinuierlichen
System passieren sie zunachst das Sammelgel mit grofder Polyacrylamid-Porenweite. Die
Zusammensetzung des Elektrophoresepuffers und des Sammelgels bewirkt eine
Fokussierung des Proteingemisches im Sammelgel. Beim Einwandern der Proteine in das
Trenngel, das eine geringere PorengrofRe und einen hoheren pH-Wert als das Sammelgel
besitzt, werden die Proteine aufgrund ihrer molekularen GroRe getrennt. Der
Auftrennungsbereich der Proteine kann durch Variation der TrenngelporengréfRe, also durch
variierende Polyacrylamid-Konzentration (5-15%), festgelegt werden.

Fur die Herstellung eines Polyacrylamidgels wird das Trenngel je nach gewinschter
Auftrennung der Proteine mit 5-15% Polyacrylamid-Losung angesetzt, luftblasenfrei in die
Gelvorrichtung gegossen und mit 500 pl Methanol Uberschichtet. Nach vollstandiger
Polymerisation des Trenngels, wird das Methanol entfernt, das Sammelgel auf das Trenngel
gegossen und der Kamm fir die Probentaschen eingesetzt. Nachdem das Sammelgel
polymerisiert ist, wird der Kamm entfernt und das Gel in eine SDS-Elektrophoresekammer
eingesetzt. AnschlieRend wird die Kammer mit Elektrophoresepuffer gefiillt. Die
vorbereiteten hitzedenaturierten Proteine (aus den Kapiteln 2.2.4.1 und 2.2.4.2) werden in
die Probentaschen geflllt und durch Anlegen einer Spannung (25-120 Volt) aufgetrennt. Ein
Molekulargewichtsmarker, der aus farbstoffmarkierten Proteinen definierten Molekular-
gewichts besteht, wird zum Molekulargewichtsvergleich auf einer Spur des Gels aufgetragen.
Nach dem Lauf wird das Gel aus der Kammer entnommen und die Proteine werden, wie in

Kapitel 2.2.4.4 beschrieben, auf eine PVDF-Membran transferiert.

2.2.4.4 Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran (Western-Blot)
Transferpuffer: 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1% SDS; 20% Methanol in A.d.

Nach Abschluss der Gelektrophorese (Kapitel 2.2.4.3) erfolgt der Transfer der getrennten
Proteine auf eine proteinbindende Membran unter Verwendung des ,Wet-Blot‘-Verfahrens.
Die zugeschnittene PVDF-Membran wird mit Methanol benetzt und in Transferpuffer
Uberfiihrt. Das SDS-Gel wird in einer mit Transferpuffer gefiillten Schale luftblasenfrei auf die
Membran gelegt und zwischen zwei Schichten Cellulosefilterkarton (Whatman-Paper)
eingespannt. AnschlieRend werden die Schichten entsprechend der Polung der Apparatur

(Membran zur Anode, Gel zur Kathode weisend) in die mit Transferpuffer gefiillite
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Transferkammer eingesetzt. Der Transfer erfolgt unter standiger Kihlung bei konstantem
Stromfluss (1000 mA). Die Dauer des Transfers ist abhangig von der molaren Masse der zu

transferierenden Proteine.

2.2.4.5 Immunchemischer Nachweis von transferierten Proteinen

PBS-Tween-(PBST)-Puffer: 0,1% Tween 20 in PBS
Blockier-Puffer: 10% Trockenmilchpulver (entfettet) in PBS-Tween-Puffer; 5% BSA in PBS-Tween-Puffer

Bei der Immunfarbung werden Proteine mit einem spezifischen Antikdrper markiert und
mittels eines Chemolumineszenz-Systems nachgewiesen. Dazu wird die Membran
unmittelbar nach dem Transfer (Kapitel 2.2.4.4) in PBST-Puffer gewaschen und
anschlie®end 30 min bei 37°C in Blockier-Puffer inkubiert. Das Blockieren dient dazu,
Uberschissige Proteinbindungsstellen der Membran abzusattigen und eine unspezifische
Bindung der Nachweisreagenzien zu verhindern. Da einige Milchproteine in phosphorylierter
Form vorliegen und somit eine Reaktion mit phosphospezifischen Antikérpern eingehen
konnen, wird bei Detektion phosphorylierter Proteine Blockier-Puffer mit BSA verwendet. Der
Primarantikorper, der spezifisch gegen ein Epitop des zu untersuchenden Proteins gerichtet
ist, wird entsprechend der Angaben des Herstellers in Blockier-Puffer verdiinnt und auf die
Membran gegeben. Die Antikorper-Antigen-Reaktion erfolgt innerhalb von 2h bei
Raumtemperatur oder bei 4°C Uber Nacht. Nach Inkubation mit Primarantikérper wird die
Membran dreimal 10 min mit PBST-Puffer gewaschen, um ungebundenen Antikdrper zu
entfernen. Anschliefend inkubiert man die Membran bei Raumtemperatur mit einem gegen
den F.Teil des Primarantikdrpers gerichteten, Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten
Sekundarantikdrper flr eine weitere Stunde. Die Membran wird daraufhin zweimal mit PBST-
Puffer sowie einmal mit PBS gewaschen und zur Detektion mit Chemolumineszenz-Substrat-
Lésung inkubiert. Das Substrat wird durch die Peroxidase zu einer lumineszierenden
Substanz umgesetzt. Das erzeugte Signal wird auf einen Hyperfilm Ubertragen und

dokumentiert.

2.2.4.6 Entfernen gebundener Antikorper von der Membran
Amidoschwarz-Entfarbeldsung: 10 % Essigsaure; 10 % Methanol in A.d.

Um die an eine Membran gebundenen Antikérper zu entfernen, wird die Membran zweimal
15 min mit Amidoschwarz-Entfarbel6sung schittelnd inkubiert und anschlieRend mit A.d.
gewaschen. Eine auf diese Weise behandelte Membran kann erneut, wie in Kapitel 2.2.4.5

beschrieben, geblockt und mit Antikérper inkubiert werden.
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225 Biologische Untersuchungen
2.2.5.1 Messung der proliferativen Aktivitat

Uber eine Messung der Aktivitat mitochondrialer Dehydrogenasen kann die Proliferation von
Zellen quantitativ bestimmt werden. Das gelbe Substrat MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-
(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulphophenyl)-2H-tetrazoliumsalz) wird von metabolisch
aktiven Zellen zu einem braunen Formazan reduziert, dessen Absorptionsmaximum bei 490
nm liegt. Die durch Absorptionsmessung bei 490 nm bestimmte Menge des Produkts ist
direkt proportional zur Anzahl der proliferierenden Zellen.

Die Messung der proliferativen Aktivitat erfolgt nach der Vorschrift des ,CellTiter® AQueous
Cell Proliferation Assay“-Systems. Dazu werden die Zellen in Flachboden-96-Loch-
Mikrotitrierplatten in einem Volumen von 100 ul pro Kavitat kultiviert. Die Zellzahl pro Loch ist
abhangig von der eingesetzten Zelllinie und der Dauer der Messung. Fur jeden
Messzeitpunkt wird eine Platte angesetzt. Der Leerwert wird in Kavitdten bestimmt, die nur
mit Medium ohne Zellen beschickt sind. Um die proliferative Aktivitat der Zellen zu messen,
werden zum jeweiligen Messzeitpunkt 40 pl MTS (10 mg/ml) pro Loch zugegeben und die
Platten fir 2 h bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wird durch Zugabe von 25 pyl SDS-L&sung
(10%) abgestoppt und die Absorption bei 490 nm gemessen.

2.25.2 Apoptose-Messung

Bindungs-Puffer: 10 mM Hepes/NaOH, pH 7,4; 140 mM NaCl; 2,5 mM CaCl, in A.d.
FITC-konjugiertes Annexin V
Propidiumiodid-Lésung: 50 pg/ml Pl in PBS

Im frGhen Stadium der Apoptose kommt es zur Translokation des Phospholipids
Phosphatidylserin von der Innenseite auf die AuRenseite der Zellmembran. Annexin V ist ein
Phospholipid-bindendes Protein mit hoher Affinitdt zu Phosphatidylserin und wird deshalb
verwendet, um apoptotische Zellen zu identifizieren. Durch Konjugation von Annexin V mit
dem Fluoreszenzfarbstoff FITC ist die Detektion im Durchflusszytometer mdglich. Nach
Ablauf des programmierten Zelltods verliert die Membran der Zellen ihre Integritat und der
DNA-interkalierende Farbstoff Propidiumiodid (Pl) kann in die Zellen eindringen. Die Zellen
kénnen nach Behandlung mit Annexin V-FITC/ Pl im Durchflusszytometer gemessen und in
verschiedene Stadien des programmierten Zelltods eingeordnet werden. Zellen, die nur
FITC-positiv sind, befinden sich in einem friihen Stadium der Apoptose, wahrend sich
doppelt positive Zellen im Endstadium des programmierten Zelltods befinden (Abb. 5; blaue
Markierung). Nekrotische Zellen werden nur noch durch Propidiumiodid angefarbt (Abb. 5;
grine Markierung) Fir beide Farbstoffe negative Zellen werden als viabel angesehen
(Abb. 5; rote Markierung).
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P> Nekrotische Zellen

— Apoptotische Zellen

Propidiumiodid

P> Viable Zellen

Annexin V-FITC

Abb. 5: Darstellung der Apoptose-Messung durch Annexin V-FITC/ PI-Farbung

Fir die Apoptose-Messung werden 1x10° Zellen zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und
anschliefiend in 1 ml Bindungs-Puffer resuspendiert. 100 pl dieser Zellsuspension werden
mit 5 pl Annexin V-FITC und 10 pl Propidiumiodid versetzt und vorsichtig gemischt. Nach 15-
mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss werden 400 ul Bindungs-
Puffer pro Ansatz zugegeben. Die anschlieRende durchflusszytometrische Messung sollte

innerhalb einer Stunde stattfinden.

2.2.6 Tiermodell

2.2.6.1 Praparation von Knochenmarkzellen aus Spendermausen

Basales Knochenmarksmedium (BBMM): 325 ml IMDM; 150 ml FCS; 25 ml BSA (10% in IMDM);
5 ml L-Glutamin-Ldsung (200mM); 100uM 2-Mercaptoethanol; 2,5 ml
Penicillin/ Streptomycin-Losung

Zur Anreicherung der hadmatopoetischen Stammzellen im Knochenmark méannlicher Balb/C-
Mause, wird diesen 5-Fluorouracil (150 mg/kg) intravends verabreicht (Spain und Mulligan,
1992). Nach 4 Tagen werden die Spendermause durch zervikale Dislokation getétet und
Femur und Tibia beider Beine chirurgisch entnommen. Anschlieffiend wird das Knochenmark
mit BBMM unter Verwendung einer Injektionskantile (27G 3/4) aus den Knochen gesplilt und
durch ein Zellsieb der Porenweite 100 pm pipettiert, um eine Einzelzellsuspension zu
erhalten. Die Zentrifugation erfolgt bei 1000 Upm fiir 6 min.

2.2.6.2 Prastimulation von murinen Knochenmarkzellen
Prastimulationsmedium: BBMM; 10 ng/ml mIL-3; 12 ng/ml mIL-6; 50 ng/ml mSCF

Retrovirale Transduktion ist ausschlief3lich bei sich teilenden Zellen mdglich. Deshalb ist es
notwendig, die Knochenmarkzellen vor der Infektion zu stimulieren. Dazu werden diese
direkt nach der Praparation (Kapitel 2.2.6.1) in Prastimulationsmedium aufgenommen und
ca. 20 h bei 37°C kultiviert.



Materialien und Methoden 45

2.2.6.3 Retrovirale Transduktion der Knochenmarkzellen

Vor Infektion der Knochenmarkzellen wird der durch  Transfektion der
Virusverpackungszelllinie Phoenix E gewonnene retrovirale Uberstand (Kapitel 2.2.3.5.3) wie
in Kapitel 2.2.3.8 beschrieben titriert. Fir die Knochenmarkinfektion eignen sich retrovirale
Uberstande, deren Virustiter tGber 1x10° CFU/mlI liegt. Der retrovirale Gentransfer in die
Knochenmarkzellen wird mit Hilfe der ,Spin“-Infektion durchgefiihrt. Bei dieser Methode
werden die prastimulierten Zellen nach Zentrifugation in BBMM (1/4 des Gesamtvolumens)
aufgenommen und die Zellsuspension mit retroviralem Uberstand (3/4 des
Gesamtvolumens) vermischt. Nach Supplementierung des Gemisches mit 10 ng/ml miL-3,
12 ng/ml mlL-6, 50 ng/ml mSCF und 4 pug/ml Polybren wird der Infektionsansatz in eine 12-
Schalen-Mikrotitrierplatte verteilt und diese bei 1200 xg und 32°C 90 min zentrifugiert
(,Spin“-Infektion). AnschlieRend werden die Zellen bei den ublichen Bedingungen
weiterkultiviert. Die ,Spin“-Infektion wird insgesamt viermal im Abstand von 12 h
durchgefiihrt, wobei vor jedem Zentrifugationsschritt Medium, retroviraler Uberstand und
Supplemente erneuert werden. Nach weiterer 12-stiindiger Inkubation bei 37°C werden die
Zellen zentrifugiert, in HBSS resuspendiert und transplantiert (Kapitel 2.2.6.4). Vor
Transplantation der Empfangermause mit den transduzierten Zellen, wird der Anteil der

EGFP-exprimierenden Zellen durchflusszytometrisch bestimmmt (Kapitel 2.2.3.7).

2.2.6.4 Knochenmarktransplantation

Die 6-8 Wochen alten, weiblichen Balb/C- Empfangermduse werden vor der
Knochenmarktransplantation mit einer Dosis von 800 rad (8 Gy) letal bestrahlt. Durch diese
myeloablative Bestrahlung ist gewahrleistet, dass deren Hamatopoese nach der
Transplantation ausschlieRlich von den Spenderzellen ausgeht. Die Transplantation erfolgt
durch intravendse Injektion der Knochenmarkzellen in die Schwanzvene der Mause. Das
Volumen der Zellsuspension pro Injektion sollte 200 pl nicht Gberschreiten. Eine
Rekonstitution der letal bestrahlten, transplantierten Mause ist nach etwa 10 Tagen zu

erwarten.

2.2.6.5 Uberwachung der transplantierten Mause

Um die Entwicklung einer hamatologischen Erkrankung zu erkennen und den Verlauf einer
solchen zu Uberwachen, wird ab dem Zeitpunkt der Rekonstitution in regelmaRigen
Abstanden peripheres Blut aus der Schwanzvene abgenommen und analysiert.

Ein Blutbild wird aus 20 pyl peripherem Blut erstellt. Um Gerinnung zu verhindern, entnimmt
man das Blut mit einer EDTA-beschichteten Kapillare. Zur Analyse wird es in das

Blutbildgerat (VetABC-Blood-Counter) tberflhrt. Ein Tropfen peripheres Blut wird verwendet,
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um einen Blutausstrich anzufertigen. Hierbei wird das Blut auf die untere Halfte eines
Glasobjekttragers getropft und mit der Kante eines zweiten Tragers ausgestrichen. Flr
Aufnahmen mit dem Fluoreszenzmikroskop werden die Ausstriche direkt nach Anfertigung
verwendet. Lichtmikroskopische Untersuchungen werden nach Pappenheimfarbung
durchgefiihrt. Die Blutausstriche wurden freundlicherweise vom ,Hamatologischen
Routinelabor® gefarbt.

Fir eine durchflusszytometrische Immunphanotypisierung (Kapitel 2.2.6.8) des peripheren
Bluts werden 100-200 pl Blut in ein EDTA-geflilltes Réhrchen abgenommen und die
Erythrozyten durch hypotone Lyse entfernt (Kapitel 2.2.6.6).

2.2.6.6 Hypotone Lyse von Erythrozyten
RBC (Red Blood Cell)-Puffer: 150 mM NH,Cl; 1 mM KHCO3; 0,1 mM Na,EDTA, pH7.3 in A.d.

Das frisch entnommene periphere Blut wird im zehnfachen Volumen RBC-Puffer
aufgenommen und 10 min auf Eis inkubiert. Durch den hypotonen Puffer schwellen die
Erythrozyten an und lysieren. Nach Zentrifugation (1000 Upm, 8 min) wird der Uberstand

verworfen und das Sediment, das die Leukozyten enthalt, mit PBS gewaschen.

2.2.6.7 Aufbereitung von Organen transplantierter Mause

Nach Versterben der Mause infolge einer hamatologischen Erkrankung, werden diese auf
pathologische Veradnderungen der Organe untersucht. Nach Er6ffnen von Abdomen und
Thorax erfolgt eine Splenektomie und das Entfernen von Femur und Tibia. Falls weitere
Organe (Thymus, Lymphknoten, etc.) pathologisch vergréfert sind oder sich Tumoren
gebildet haben, werden auch diese entnommen. Alle Gewebe und Organe werden gewogen
und vermessen und bis zur weiteren Verarbeitung in HBSS aufbewahrt. Die
Knochenmarkzellen werden, wie in Kapitel 2.2.6.1 beschrieben, gewonnen. Von allen
Organen wird ein kleiner Teil zur spateren histologischen Untersuchung in Formaldehyd-
Lésung (4% in PBS) konserviert. Der Rest wird mit einem Skalpell zerkleinert und zur
Gewinnung von Einzelzellsuspensionen durch ein 100 ym Zellsieb gespllt. Ein Teil der so
gewonnenen Zellen wird durchflusszytometrisch immunphanotypisiert (Kapitel 2.2.6.8),
wahrend die verbleibenden Zellen flir spatere Analytik viabel kryokonserviert werden (Kapitel
2.2.3.2).

2.2.6.8 Durchflusszytometrische Immunphanotypisierung muriner Zellen
FACS-Puffer: 0,1% BSA in PBS

Bei der Immunphanotypisierung werden zellspezifische Oberflachenantigene mit

Fluorochrom-gekoppelten  spezifischen  Antikérpern markiert  und in einem
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Durchflusszytometer analysiert (vgl. 2.2.3.7). Da die Antikdrper spezifische Antigene
erkennen, ist die Fluoreszenzintensitat ein Maf fur die Antigendichte auf der jeweiligen Zelle.
Durch Kombination mehrerer mit verschiedenen Farbstoffen gekoppelter Antikdrper kénnen
auch Subpopulationen gemessen werden.

Zur Phanotypisierung werden die aufgearbeiteten Zellen (aus den Kapiteln 2.2.6.6 und
2.2.6.7) in FACS-Puffer aufgenommen und in eine 96-Loch-Mikrotitrierplatte verteilt. Pro
spezifischem Antikorper und Zellart verwendet man eine Vertiefung. Das Volumen pro
Kavitat betragt 200 pl. Die Fc-Block™-Lésung und alle Antikdrperlosungen werden im
Verhaltnis von 1:10 mit FACS-Puffer verdinnt eingesetzt. Jedem Loch werden zum
Maskieren unspezifischer Bindungsstellen 3 yl F.-Block™-Lésung zugesetzt. Nach Zugabe
von 3 Pl des CyChrome™-gekoppelten CD45-Panleukozytenmarkers pipettiert man jeweils
3 ul der Phycoerythrin (PE)-gekoppelten, spezifischen Antikdrper zu. Der Ansatz inkubiert
unter Ausschluss von Licht mindestens 15 min bei Raumtemperatur. Anschliefend wird die
Platte bei 4°C und 1450 Upm 5 min zentrifugiert, und die Zellen werden dreimal mit jeweils
200 yl FACS-Puffer gewaschen, um nicht gebundene Antikdrper zu entfernen. Die Zellen
werden in 500 pyl FACS-Puffer aufgenommen. Vor der Analyse im Durchflusszytometer wird
jedem Ansatz 1 pg/ml Propidiumiodid zugesetzt, um den Ausschluss toter Zellen in der
Auswertung zu ermoglichen.

Die Auswertung erfolgt wie in Abb. 6 schematisch dargestellt.

1. 2. 3. Punktwolkendiagramm

Gesamtzellsuspension _Viable Zellen (PI") Leukozyten (CD45*)

§ aan

10°

17

v_ Pl (log)

+|PE'EGFRPE'EGFP"

0

AKspezifisch'PE (|09)

CD45-PECyS5 (log)

1

+|PEEGFP’|PE EGFP"|

10" I 04

ss(in) T ssqin) ss(lin) EGFP (log)

Abb. 6: Durchflusszytometrische Imnmunphéanotypisierung muriner Zellen

Zur Generierung der Punktwolkendiagramme mit Auftragung der EGFP-Expression auf der X- und PE-

Fluoreszenz auf der Y-Achse durchlaufen die Zellen folgende Ausschlusskriterien:

1. Die Gesamtzellsuspension geht in die Analyse von GroRe (Forward Scatter; FS) und Granularitat (Sideward
Scatter; SC) ein. Dort werden Zelldubletten und —trimmer ausgeschlossen.

2. Tote Zellen verlieren ihre Membranintegritat und kénnen deshalb mit Propidiumiodid (PI) gefarbt werden. Im
zweiten Schritt werden nur die viablen Zellen, welche keine Pl-Fluoreszenz zeigen ausgewahlt (rosa).

3. In die eigentliche Analyse gehen letztendlich nur die Leukozyten ein. Dazu werden die Zellen mit dem
CyChrome™-gekoppelten Panleukozytenmarker (anti CD45) gefarbt.

lin: lineare Darstellung; log: logarithmische Darstellung; -: negativ; +: positiv.
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3 Ergebnisse
3.1 Charakterisierung verschiedener Mutanten des FLT3-Rezeptors
im Zellmodell

Eine charakteristische Eigenschaft von Rezeptortyrosinkinasen ist es, in nicht stimuliertem
Zustand dephosphoryliert und somit inaktiv vorzuliegen. Eine Stimulation des Rezeptors
durch den entsprechenden spezifischen Liganden flihrt zu Konformationsanderungen des
Rezeptors. Dadurch wird eine Dimerisierung induziert, welche es dem Rezeptor erméglicht,
sich selbst zu phosphorylieren (Autophosphorylierung) und anschlielend verschiedene
intrazellulare Signalwege zu aktivieren (Ullrich und Schlessinger, 1990; Heldin, 1995).
Mutationen in Rezeptortyrosinkinasen kénnen diese Regulation aufheben. Es ist bekannt,
dass sowohl ITD (internal tandem duplication)-Mutationen der juxtamembrandren Doméane
als auch Punktmutationen des Aspartat 835 (D835) in der zweiten Tyrosinkinasedomane
(TKD) des FLT3-Rezeptors zur konstitutiven, Liganden-unabhangigen Aktivierung des
Rezeptors fihren (Kiyoi et al., 1998; Fenski et al., 2000; Hayakawa et al., 2000; Mizuki et al.,
2000; Yamamoto et al., 2001; Kiyoi et al., 2002).

Vor kurzem wurden zwei neue, bislang noch nicht charakterisierte Mutationen des FLT3-
Rezeptors in AML-Patienten identifiziert. Hierbei handelt es sich um eine Deletion des
Isoleucin 836 (1836del) und die Mutation des Isoleucin 836 zu Methionin mit gleichzeitiger
Insertion eines Arginin (I836M+R) (Thiede et al., 2002). Diese Mutanten werden im

Folgenden charakterisiert und mit den bereits untersuchten Mutanten verglichen.

3.1.1 Herstellung der FLT3-Rezeptormutanten

Zur Herstellung der in dieser Arbeit verwendeten FLT3-Rezeptormutanten diente als Matrize
die cDNA eines chimaren FLT3-Rezeptors (Mizuki et al., 2000). Fir die Generierung dieses
murin-humanen Mischkonstrukts wurde von Mizuki et al. ein die Nukleotide 1570 bis 2077
umfassendes Fragment des murinen Rezeptors durch das entsprechende humane FLT3-
Rezeptorfragment (nt 1567 bis nt 2077) substituiert (Abb. 7). Auf diese Weise wurde auch
der in dieser Arbeit verwendete FLT3-Rezeptor mit ITD-Mutation generiert. Es handelt sich
hierbei um eine Langenmutation der fir die juxtamembranare Domane kodierenden
Sequenz, welche in einer Duplikation von sechs Aminosauren resultiert (in Abb. 7 rot

dargestellt).
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Humanes FLT3-Fragment: WT: RT-PCR aus Oci-AMLS5 Zelllinie
ITD: RT-PCR aus AML-Patienten-Material

BsmBl Sspl
(nt 1567) (nt 2077)
“Ttm[ump | TkD1
FLT3 murin BsmBI Sspl
(nt 1570) (nt 2077)
NHIE e T k] tko2 ] cr }cooH

583/ 1615
FLT3 WT GSSDNEYFYVDFREYEYDLKWEFPRENLEFGKV
FLT3ITD GSSDNEYFYVDFREYEYDLK-YEYDLK-WEFPRENLEFGKV

Abb. 7: Schematische Darstellung des chiméren FLT3-Rezeptor (nach Mizuki et al., 2000)

IG: Immunglobulin-dhnliche Doméne; TM: Transmembrandre Doméne; JMD: Juxtamembranare Domane;
TKD1/2: Tyrosinkinasedoméanen; Kl: Kinaseinsert; CT: C-terminale Domane; WT: Wildtyp; ITD: Interne Tandem-
Duplikation; nt: Nukleotide

Wahrend der murine FLT3-Rezeptor aus 1000 Aminosauren besteht (Rosnet et al., 1991a),
kodiert das humane FLT3-Gen flr ein Protein, welches aus 993 Aminosauren aufgebaut ist
(Rosnet et al., 1993a). Durch diesen Langenunterschied kommt es zu einer abweichenden
Nummerierung der Aminosauren. So entsprechen die Aminosduren Aspartat 835 und
Isoleucin 836 des humanen FLT3-Rezeptors dem Aspartat 838 und Isoleucin 839 im
murinen FLT3. Da es sich bei den verwendeten Konstrukten um FLT3-Rezeptoren handelt,
die zu einem Grofteil aus der murinen Sequenz bestehen, basiert die im Folgenden
verwendete Nummerierung der Aminosauren auf der Aminosauresequenz des murinen
FLTS.

Um verschiedene Punktmutanten des FLT3-Rezeptors zu generieren, wurde die flr den
Wildtyp-Rezeptor kodierende cDNA zunachst in den eukaryotischen Expressionsvektor
pcDNA 3.1/Zeo (+) subkloniert. Mittels PCR-Mutagenese (Kapitel 2.2.1.11.1) konnten die
Punktmutationen Aspartat 838 zu Tyrosin (D838Y), Isoleucin 839 zu Methionin mit Insertion
von Arginin (I839M+R) und eine Deletion des Isoleucin 839 (1839del) in die zweite
Tyrosinkinasedomane (TK2) von FLT3 eingebracht werden. Dazu wurden entsprechend
konstruierte PCR-Primer verwendet, welche die einzufliihrenden Sequenzen enthielten.
Aulerdem enthielten die Primer zusatzlich zwei von der Originalsequenz abweichende
Nukleotide, welche die Erkennungssequenz fur die Restriktionsendonuklease Nhel
herstellten, jedoch nicht zu einer Veranderung der Aminosauresequenz flhrten (stille
Mutation). Durch das Einfuhren einer neuen Schnittstelle war es mdglich, die erfolgreiche
Mutagenese durch einen Restriktionsverdau (Kapitel 2.2.1.1) mit Nhel und anschliefender
Gelelektrophorese (Kapitel 2.2.1.3) zu Uberprifen. In Abb. 8 ist diese Kontrolle exemplarisch
fur die Aspartat 838 zu Tyrosin (D838Y) Mutation dargestellt. Drei Klone (#1-3) wurden
untersucht. Als Negativkontrolle diente hierbei das FLT3-Wildtypkonstrukt. Die Restriktion
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der Konstrukte mit Nhel ergab ein Bandenmuster, das bei FLT3-WT aus drei und bei dem
durch PCR-Mutagenese veranderten FLT3-Konstrukt aus 4 Banden bestand und somit auf
eine erfolgreiche Mutagenese hindeutete. Um diese zu bestatigen und auszuschlieen, dass
durch die PCR unerwiinschte Mutationen eingefigt wurden, wurden alle so generierten

Punktmutanten sequenziert.

Abb. 8: Analyse der durch PCR-Mutagenese generierten FLT3 D838Y Punktmutante

Nach erfolgter PCR-Mutagenese wurde die DNA aus drei Klonen isoliert und 2 Stunden mit Nhel inkubiert,
anschlieRend in einem 0,9%-igen Agarosegel aufgetrennt und visualisiert. Als Negativkontrolle diente das WT-
Konstrukt. Zeo: pcDNA3.1/Zeo(+); Kb: Kilobasen; M: 1kb DNA-Molekulargewichtsmarker; WT: Wildtyp

3.1.2 Konstitutive Aktivierung der mutierten FLT3-Rezeptoren

Wie bereits beschrieben, liegt der nicht stimulierte Wildtyp-FLT3-Rezeptor in
unphosphoryliertem Zustand vor. Stimulation durch Bindung des FLT3-Liganden (FL) flhrt
zur Autophosphorylierung des Rezeptors und Aktivierung verschiedener intrazellularer
Signalkaskaden. Im Gegensatz dazu sind FLT3-ITD und FLT3 D838Y konstitutiv, d.h. ohne
FL-Stimulation autophosphoryliert. Um zu untersuchen, ob die Mutationen an Position 839
auch in der Lage sind, den FLT3-Rezeptor konstitutiv zu aktivieren, wurden die FLT3-
Mutanten in Phoenix E-Zellen Uberexprimiert (Kapitel 2.2.3.5.1) und daraus Zelllysate
gewonnen (Kapitel 2.2.4.1). Als Kontrolle dienten Zellen, in welche der Wildtyp-Rezeptor
(FLT3-WT), FLT3-ITD oder FLT3 D838Y eingebracht wurde. Da die Autophosphorylierung
von FLT3 im Gesamtzelllysat nicht nachweisbar war, wurde eine FLT3-Immunprazipitation
(Kapitel 2.2.4.2) durchgeflhrt, um den FLT3-Rezeptor anzureichern. Die Immunkomplexe
und das Gesamtzelllysat wurden denaturiert und durch SDS-PAGE gelelektrophoretisch
aufgetrennt (Kapitel 2.2.4.3). In Abb. 9a ist das prazipitierte FLT3-Protein dargestellt. Der
obere Teil der Abbildung zeigt die Detektion mit einem Antikérper gegen phosphorylierte
Tyrosine (anti Phosphotyrosin; anti pY), der untere Teil den Nachweis des FLT3-Proteins
(anti FLT3) auf der selben Membran.
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Abb. 9: Mutationen an Position 1839 bewirken eine konstitutive Aktivierung des FLT3-Rezeptors

Die angegebenen FLT3-Konstrukte und der Leervektor wurden transient in Phoenix E-Zellen Uberexprimiert und
daraus Zelllysate gewonnen. Die FLT3-WT exprimierenden Zellen wurden entweder nicht behandelt (-FL) oder 10
min mit 50 ng/ml FLT3-Ligand (+FL) stimuliert.

a.: Der FLT3-Rezeptor wurde aus den Zelllysaten immunprazipitiert und gelelektrophoretisch separiert. Die
Abbildung zeigt die immunchemische Darstellung der Proteine im Western Blot mit einem anti pY-Antikérper
(oben) und einem anti FLT3-Antikérper auf der gleichen Membran nach Entfernen des ersten Antikdrpers (unten).
b.: Darstellung der Gesamtzelllysate mit einem anti pSTAT5-Antikérper (oben) und einem anti STAT5-Antikorper
auf der gleichen Membran nach Entfernen des ersten Antikdrpers (unten).

Eine aquivalente Prazipitation aller FLT3 Proteine ist die Voraussetzung fiir einen
quantitativen Vergleich der Autophosphorylierung. Im unteren Teil der Abb. 9a (IP: FLT3,
Blot: FLT3) ist anhand der Intensitat der Banden zu erkennen, dass vergleichbare Mengen
an FLT3-Protein prazipitiert wurden. Die Detektion einer Doppelbande zeigt das Vorliegen
zweier Formen des Rezeptors an. Die untere Bande entspricht der nativen, unreifen Form,
wahrend die obere Bande die posttranslational glykosylierte, reife Form von FLT3 darstellt.
Das etwas groRRere Molekulargewicht von FLT3-ITD, bedingt durch die Duplikation von sechs
Aminosduren in der juxtamembrandren Doméne (siehe Abb. 7), hat zur Folge, dass die
Bande in der vierten Spur etwas hdéher |auft. In der ersten Spur wurde das FLT3-Prazipitat
aus mit Leervektor transfizierten Phoenix E-Zellen aufgetragen. Da diese Zelllinie den FLT3-
Rezeptor endogen nicht exprimiert, ist in dieser Spur kein Signal zu erkennen, wodurch die
Spezifitat der Immunprazipitation belegt ist.

Die Darstellung der Prazipitate mit dem anti pY-Antikérper (Abb. 9a, oben) zeigt, dass beide
1839 Mutanten des FLT3-Rezeptors konstitutiv autophosphoryliert vorliegen. Bezliglich der
sehr starken Autophosphorylierung ist die Deletionsmutante (FLT3 1839del; Spur 7) mit der
Aspartat zu Tyrosin Mutante (FLT3 D838Y; Spur 5) vergleichbar. Im Gegensatz dazu ist die
Phosphorylierung der 1839M+R Mutante (FLT3 I839M+R; Spur 6) nur schwach ausgepragt
und somit der FLT3-ITD Phosphorylierung ahnlich. Das Immunprazipitat des unstimulierten
FLT3-Wildtyp-Rezeptors lasst keine Phosphorylierung erkennen (FLT3-WT —FL; Spur 2),
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was bestatigt, dass dieser nicht konstitutiv aktiv ist. Nach Stimulation mit dem FLT3-
Liganden liegt er jedoch ebenso stark phosphoryliert vor wie die D838Y und 1839del
Mutanten (FLT3-WT +FL; Spur 3).

Es wurde beschrieben, dass die konstitutive Phosphorylierung des FLT3-Rezeptors,
hervorgerufen durch ITD- oder D838-Mutationen, in einer Aktivierung des STAT5-
Signalwegs resultiert (Fenski et al., 2000; Hayakawa et al., 2000; Mizuki et al., 2000). Um zu
untersuchen, ob die konstitutive Kinaseaktivitat der FLT3 I1839-Mutanten auch zur Aktivierung
dieser Signalkaskade fihrt, wurden die Gesamtzelllysate auf STAT5-Phosphorylierung hin
untersucht. In der Abbildung der Lysate mit einem gegen das phosphorylierte STAT5-Protein
gerichteten Antikoérper (anti pSTAT5) (Abb. 9b oben), ist eine Aktivierung von STATS5 durch
alle FLT3-Mutanten zu erkennnen (Spuren 4-7). Wie bereits beschrieben (Hayakawa et al.,
2000), kam es trotz starker Autophosphorylierung des stimulierten FLT3-WT Rezeptors nicht
zu einer Aktivierung des STAT5-Signalweges (Spur 3). Dies weist darauf hin, dass
Mutationen im FLT3-Rezeptor nicht nur zur konstitutiven Aktivierung des Rezeptors fiihren,

sondern auch zusatzliche, unphysiologische Signalwege aktivieren kdnnen.

313 Transformierende Aktivitat der FLT3 1839-Mutanten in Ba/F3- und 32D-
Zellen

Die bisherigen Experimente zeigten, dass sowohl die 1839del- als auch die 1839M+R-
Mutanten des FLT3-Rezeptors bei Uberexpression in Phoenix E-Zellen konstitutiv
autophosphoryliert sind und zur Aktivierung des STATS-Signalweges fuhren. Um die
biologische Relevanz dieser konstitutiven Aktivierung in hamatopoetischen Zellen zu
untersuchen, wurde die Pre-B-Zelllinie Ba/F3 und die myeloide Zelllinie 32D gewahlt. Diese
Zelllinien gelten als Modellzelllinien fur den Nachweis transformierender Eigenschaften von
Onkogenen. Proliferation und Uberleben dieser murinen Zelllinien ist abhangig von IL-3. Wird
den Zellen das Zytokin entzogen, gehen sie in Apoptose (Rodriguez-Tarduchy et al., 1990).
Onkogene sind in der Lage, diese Zelllinien zur Faktorunabhangigkeit zu transformieren. In
den beschriebenen Modellsystemen wurde bereits die transformierende Aktivitat von FLT3-
ITD und verschiedenen D838-Mutanten des Rezeptors belegt (Fenski et al., 2000;
Hayakawa et al., 2000; Mizuki et al., 2000; Yamamoto et al., 2001; Kiyoi et al., 2002;
Spiekermann et al., 2003a).

3.1.3.1 Selektion durch kompetitiven Proliferationsvorteil

Durch die Aufhebung der Faktorabhangigkeit kdnnen Zellen, welche mit einem Onkogen
transfiziert wurden, von nicht transfizierten Zellen durch Faktorentzug getrennt werden. Um

erfolgreich transfizierte von nicht transfizierten Zellen unterscheiden zu kénnen, wurden alle
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FLT3-Konstrukte in den bicistronischen Vektor MSCV MigRI subkloniert. Bicistronische
Vektoren tragen neben dem zu untersuchenden Gen ein zweites Gen, das z.B. fir ein
fluorochromes Protein kodiert. Bei dem verwendeten Plasmid MSCV MigRI handelt es sich
hierbei um das fur das grin fluoreszierende Protein EGFP kodierende Gen. Zwischen den
Genen befindet sich die Sequenz fir eine interne Ribosomeneintrittsstelle (IRES; internal
ribosomal entry site). Beide Gene werden zu einer gemeinsamen mRNA transkribiert. Von
diesem Transkript erfolgt die parallele Translation beider Gene zu einzelnen Proteinen,
wobei die IRES die Translation des zweiten Gens vermittelt. Somit exprimieren alle
erfolgreich  transfizierten Zellen zusatzlich EGFP und kénnen dadurch im
Durchflusszytometer (FACScan) detektiert werden (Kapitel 2.2.3.7). Nach erfolgreicher
Subklonierung wurden alle Mig FLT3-Konstrukte in Ba/F3- und 32D-Zellen elektroporiert
(Kapitel 2.2.3.5.2) und die Zellen fir 48 Stunden mit IL-3 kultiviert. Nach anschlieRendem
Faktorentzug wurde den Zellsuspensionen alle sieben Tage ein Aliquot enthommen und
dieses durchflusszytometrisch analysiert. Die entnommenen Volumina wurden jeweils durch

Kulturmedium ersetzt.

Tage nach IL-3 Entzug: 7 _ 14 _ 21

| 0,1% .| 64,6% .| 100%

Ba/F3 Mig FLT3-ITD

| 05% .| 46,6%

‘,
o

Ba/F3 Mig FLT3 D838Y

. L]

PE

Ba/F3 Mig FLT3 1839del

1 0,2%

Y

Ba/F3 Mig FLT3 I839M+R §

V.

Abb. 10: Kompetitiver Proliferationsvorteil der die FLT3-Mutanten exprimierenden Ba/F3 Zellen

Ba/F3-Zellen wurden mit den angegebenen FLT3-Mutanten elektroporiert und zwei Tage mit IL-3 kultiviert. Nach
anschlieBendem Faktorentzug wurde den Zellsuspensionen alle sieben Tage ein Aliquot entnommen und dieses
durchflusszytometrisch analysiert. Die Prozentangaben entsprechen dem Anteil der FLT3 (EGFP)-positiven
Zellen (schwarze Ellipse). IL-3: Interleukin-3; EGFP (enhanced green fluorescent protein): griin fluoreszierendes
Protein (Kanal 1 des Durchflusszytometers); PE: Kanal 2 des Durchflusszytometers.
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In Abb. 10 ist die Selektion der transformierten Ba/F3- bzw. 32D- Zellen exemplarisch
anhand der Ba/F3-Zellen dargestellt. Durch die Koexpression von EGFP verschiebt sich das
Abbild der erfolgreich mit den Mig FLT3-Konstrukten transfizierten Zellen nach rechts
(Abb. 10, schwarze Ellipsen). Nach IL-3 Entzug zeigten alle Ba/F3 FLT3-positiven Zellen
einen kompetitiven Proliferationsvorteil gegentber den IL-3 abhangigen, nicht transfizierten
Ba/F3-Parentalzellen. Es konnte eine Expansion der EGFP-positiven Zellen von 0,1 bis 0,5%
am Tag 7 auf Werte zwischen 46 und Uber 65% am Tag 14 beobachtet werden. Nach 21
Tagen war bei allen Linien der Anteil der positiven Zellen auf tber 98 bis 100% angestiegen.
Eine Selektion FLT3-WT exprimierender Ba/F3 und 32D-Zellen war nur durch die Zugabe
des FLT3-Liganden moglich, was abermals zeigt, dass der nicht mutierte FLT3-Rezeptor
promitogene Signalwege nur nach Stimulation mit seinem Liganden aktivieren kann. Die
Expression der FLT3-Mutanten in 32D-Zellen erbrachte ahnliche Ergebnisse (diese Daten
sind nicht gezeigt).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Isoleucin 839-Mutanten des FLT3-Rezeptors
ebenso wie FLT3-ITD und FLT3 D838Y in der Lage sind, hamatopoetische Zelllinien zu

transformieren und somit ihre Faktorabhangigkeit aufzuheben.

3.1.3.2 Faktorunabhéangige Proliferation

Um die im vorherigen Kapitel veranschaulichte Transformation der faktorabhangigen
Zelllinien zu quantifizieren, wurde die proliferative Aktivitat der Zellen bestimmt wie in Kapitel
2.2.5.1 beschrieben. Dazu wurden die FLT3 exprimierenden Ba/F3- und 32D-Zellen ohne
Wachstumsfaktor inkubiert und die Proliferation fir drei Tage alle 24 Stunden gemessen.
Zellen, welche mit FLT3-WT transfiziert waren, konnten nur unter Inkubation mit FLT3-
Ligand (FL) proliferieren (Abb. 11; schwarze Linien). Im Gegensatz dazu wuchsen die FLT3
1839del- und FLT3 1839M+R-exprimierenden Linien faktorunabhangig (Abb. 11; violette und
blaue Linie). Die proliferative Aktivitat dieser Zellen ist vergleichbar mit der durch FLT3-ITD-
und FLT3 D838Y-transformierter Ba/F3 Zellen (Abb. 11; rote und turkise Linie). Bei einer
Serie von weiteren, unabhangigen Experimenten konnten keine signifikanten Unterschiede in
den Wachstumskurven zwischen lymphatischen und myeloiden Zellen festgestellt werden.
Sowohl in Ba/F3- als auch in 32D-Zellen erwies sich die ITD-Mutante beziglich der
transformierenden Eigenschaften als starkstes Onkogen.

Das Ergebnis bestatigt somit die Aussage, dass es sich sowohl bei 1839del als auch
I839M+R um biologisch relevante, transformierende Mutationen des FLT3-Rezeptors
handelt.
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Abb. 11: FLT3-Mutanten induzieren in Ba/F3- und 32D-Zellen IL-3-unabhéngige Proliferation

FLT3-WT und die angegebenen FLT3-Mutanten wurden in (a.) Ba/F3- und (b.) 32D-Zellen stabil exprimiert. Die
durch FLT3-Mutanten transformierten Zellen wurden ohne Wachstumsfaktoren, FLT3-WT transfizierte Zellen
entweder ohne (-FL) oder mit FLT3-Ligand (+FL) in 96-Loch-Platten kultiviert. Die proliferative Aktivitat wurde
Uber drei Tage hinweg alle 24 Stunden mittels der kolorimetrischen MTS-Methode (Kapitel 2.2.5.1) bestimmt. Die
durch Absorptionsmessung bei 490 nm bestimmte Menge des MTS-Produkts ist direkt proportional zur Anzahl
der proliferierenden Zellen. Die Daten reprasentieren den Mittelwert (+ Standardabweichung) von 3 Ansatzen.

314 Aktivierung von Signalwegen durch die FLT3 1839-Mutanten in Ba/F3-
Zellen

Die Transformation faktorabhdangiger Zelllinien zur Faktorunabhangigkeit kann durch
verschiedene Signaltransduktionsvorgange bedingt sein, deren Aktivierung promitogene
und/oder antiapoptotische Effekte zur Folge hat. Es ist bekannt, dass FLT3-ITD konstitutiv
Signalwege stimuliert, welche zur Aktivierung der MAP Kinasen ERK1/2, der PI3K/AKT-
Signalkaskade und des STAT5-Proteins fiihren (Hayakawa et al., 2000; Mizuki et al., 2000).
Mittels Western Blot wurde der Phosphorylierungsstatus und damit die Aktivierung dieser
Signalmolekiile untersucht. Damit sollte ermittelt werden, ob die Kkonstitutive
Phosphorylierung des FLT3-Rezeptors durch die 1839-Mutationen zu einer Aktivierung dieser
Signalwege fihrt. Den stabil FLT3-exprimierenden Ba/F3-Zellen wurde 6 Stunden das
Serum entzogen, um die Aktivierung der zu untersuchenden Signalwege durch im Serum
enthaltene Faktoren zu minimieren. Die Ba/F3 FLT3-WT Zellen wurden fur 10 Minuten mit
dem FLT3-Liganden stimuliert (+FL) oder unbehandelt eingesetzt (-FL). Als Positivkontrolle
fur die Aktivierung der Signalkaskaden dienten IL-3 stimulierte, als Negativkontrolle nicht
stimulierte Ba/F3-Parentalzellen. Zunachst wurde das FLT3-Protein aus den Lysaten
immunprazipitiert, um die konstitutive Phosphorylierung des Rezeptors zu Uberprifen. Als
Spezifitatskontrolle dienten die parentalen Ba/F3-Zellen. Die Darstellung der Prazipitate
(Abb. 12a) mit einem Antikérper gegen Phosphotyrosin (anti pY) bestatigte, dass alle

mutierten FLT3-Rezeptoren in konstitutiv phosphoryliertem Zustand vorlagen, wahrend der
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Wildtyp-Rezeptor nur nach Stimulation mit seinem Liganden aktiv war. In Abb. 12b ist der
Aktivierungsstatus der Proteine AKT, ERK1/2 und STATS durch Detektion der Lysate mit den
jeweiligen phosphospezifischen Antikérpern dargestellt (oben). Als Beladungskontrolle ist
jeweils der Gesamtproteingehalt der entsprechenden Proteine abgebildet (unten). Die
Kinaseaktivitat aller FLT3-Mutanten rief in Ba/F3-Zellen eine Phosphorylierung der
untersuchten Proteine hervor. Die AKT-Phosphorylierung wurde von FLT3-ITD und FLT3
D838Y gleich stark induziert (Spur5 und 6), wahrend die AKT-Aktivierung durch
FLT3 I839M+R (Spur7) und FLT31839del (Spur8) der schwachen physiologischen
Aktivierung durch den stimulierten Wildtyp-Rezeptor (Spur 4) entspricht. Im Vergleich zu
allen Punktmutanten (Spuren 6-8) war bei FLT3-ITD exprimierenden Zellen (Spur 5) eine
starkere Aktivierung von ERK1/2 und STAT5 zu beobachten. Wie bereits flir die Phoenix E-
Zellen gezeigt (Kapitel 3.1.2), fuhrt eine Aktivierung des FLT3-WT Rezeptors mit dem FLT3-
Liganden auch im Ba/F3-Zellmodell nicht zu einer Aktivierung von STAT5 (Spur 4).

D+~ S—— . anti pY

a. IP: FLT3
8 |antiFLT3
— s anti pAKT
| @nti AKT
E— s |anti pERK1/2
b. Lysate
— . | anti ERK1/2
— - «= |anti pSTAT5

i, — . e e— —— ——mw== | anti STATS

Abb. 12: Aktivierung verschiedener Signalwege durch FLT3-Mutanten in Ba/F3-Zellen

FLT3-WT und die angegebenen FLT3-Mutanten wurden stabil in Ba/F3-Zellen exprimiert. Vor der Lyse der Zellen
wurden die Zellen fiir 6 Stunden ohne Serum kultiviert. Die Ba/F3 FLT3-WT-exprimierenden Zellen wurden flr 10
Minuten mit dem FLT3-Liganden stimuliert (+FL). Als Positiv- bzw. Negativkontrolle dienten IL-3 stimulierte (+IL-3)
bzw. unstimulierte (-IL-3) Ba/F3-Parentalzellen.

a.: Der FLT3-Rezeptor wurde aus den Zelllysaten immunprazipitiert und gelelektrophoretisch separiert. Die
Abbildung zeigt die immunchemische Darstellung der Proteine im Western-Blot mit einem anti pY- Antikdrper
(oben) und einem anti FLT3-Antikdrper auf der gleichen Membran nach Entfernen des ersten Antikdrpers (unten).
b.: Darstellung der Gesamtizelllysate im Western-Blot nach gelelektrophoretischer Separation. Mit den
phosphospezifischen Antikérpern gegen AKT, ERK1/2 und STAT5 (anti pAKT, anti pERK1/2 und anti pSTAT5)
wurden aktiviertes AKT, ERK1/2 und STAT5 nachgewiesen (oben). Mit Antikérpern gegen AKT, ERK1/2 und
STATS wurde nach Entfernen des Erstantikérpers die aufgetragene Gesamtproteinmenge kontrolliert (unten).
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3.1.5 Variable Sensitivitat verschiedener FLT3-Rezeptormutanten
gegenuber Tyrosinkinaseinhibitoren

Der Einsatz von Tyrosinkinaseinhibitoren stellt eine Moglichkeit dar, das Zellwachstum durch
Expression mutierter Tyrosinkinasen entarteter Zellen zu hemmen. Von einigen FLT3-
Inhibitoren wurde bereits gezeigt, dass sie in der Lage sind, die faktorunabhangige
Proliferation von FLT3-ITD exprimierenden Zellen zu unterbinden und in diesen Zellen
Apoptose zu induzieren (Tse et al., 2001; Kelly et al., 2002c; Weisberg et al., 2002). Es ist
von grofder klinischer Relevanz die Sensitivitat der verschiedenen FLT3-Rezeptormutanten
gegeniber FLT3-Tyrosinkinaseinhibitoren zu bestimmen, um diese in klinischen Studien
sinnvoll einsetzen zu kénnen. In den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob
das inhibitorische Potential von FLT3-Tyrosinkinaseinhibitoren durch die jeweilige Mutation
im FLT3-Rezeptor beeinflusst wird. Fir diese Untersuchungen wurden die Kinaseinhibitoren
AG1296, PKC412 und SU5614 bei allen in den vorherigen Abschnitten beschriebenen FLT3-
Mutanten eingesetzt. Die Bestimmung der Aktivitat dieser Substanzen gegen die FLT3-
vermittelte Transformation von Zellen erfolgte durch Untersuchungen der Proliferation, der
Induktion von Apoptose und der Verringerung FLT3-vermittelter Phosphorylierung des
STAT5-Proteins.

3.1.5.1 Sensitivitat gegeniiber AG1296

Bei AG1296 (Abb. 13) handelt es sich um einen klein-molekularen Kinaseinhibitor aus der
Klasse der Tyrphostine vom Quinoxalin-Typ (Kovalenko et al., 1994). Als ATP-kompetitive
Substanz bindet AG1296 in der ATP-Bindungstasche der Kinase. Durch die héhere Affinitat
zur Kinase wird so die Anlagerung von ATP verhindert und die Kinase ist nicht mehr
aktivierbar (Kovalenko et al., 1997). Auf diese Weise kann ein konstitutiv aktivierter FLT3-
Rezeptor durch AG1296 inhibiert werden (Tse et al., 2001).

CH50O M
R
m -I-—
CH30O N
Abb. 13: Strukturformel von AG1296 (6,7-Dimethoxy-3-phenylquinoxalin)

Um unspezifische Toxizitdt auszuschliessen, wurde in Vorversuchen die von Ba/F3-
Parentalzellen tolerierte Maximalkonzentration ermittelt. Die Abb. 14a verdeutlicht, dass
AG1296 in Konzentrationen bis zu 10 yM keinen Einfluss auf die IL-3-vermittelte Proliferation
parentaler Ba/F3-Zellen hat. Um die inhibierende Wirkung von AG1296 auf die durch die
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FLT3-Mutanten vermittelte, faktorunabhangige Proliferation von Ba/F3-Zellen zu
untersuchen, wurden die durch FLT3-ITD, FLT3 D838Y, FLT3 1839del oder FLT3 I1839M+R
transformierten Ba/F3-Zellen (Kapitel 3.1.3) mit ansteigenden Konzentrationen (0,5 — 10 uM)
des Inhibitors kultiviert. Fir die Bestimmung des Bezugswerts (100% aktive Zellen) wurden
die jeweiligen Zellen mit dem Lésungsmittel DMSO behandelt. Nach 24-stiindiger Inkubation
wurde die proliferative Aktivitat der Zellen mit der kolorimetrischen MTS-Methode bestimmt
(Kapitel 2.2.5.1). Die ICso-Werte beziglich der Proliferation entsprechen der halbmaximalen

Inhibition der Proliferation, d.h. der Konzentration, welche die Proliferationsrate um 50%

verringert.
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Abb. 14: Bestimmung der ICso-Werte von AG1296

Die angegebenen Ba/F3-Zellen wurden mit ansteigenden Konzentrationen von AG1296 kultiviert. Nach 24 h
wurde die proliferative Aktivitat mittels der MTS-Methode gemessen. Das inhibitorische Potential von AG1296 ist
in Korrelation zu DMSO-behandelten Kontrollzellen (100% aktive Zellen) dargestellt. Der Schnittpunkt der Balken
mit der Punktlinie entspricht dem jeweiligen [Cso-Wert. Die Daten reprasentieren den Mittelwert
(x Standardabweichung) von 3 Ansatzen. ICso: Inhibitorische Konzentration 50%

a.: Parentale Ba/F3-Zellen (+IL-3).

b.: Bestimmung der ICso-Werte fir Ba/F3 FLT3-ITD-, D838Y-, 1839del- und I839M+R-Zellen.

Die Sensitivitat gegenuber AG1296 variiert hierbei stark zwischen den untersuchten FLT3-
Mutanten (Abb. 14b). Die ICso-Werte fiur FLT3-ITD und FLT3 1839del liegen in einem

Konzentrationsbereich zwischen 2 und 3 pM, wahrend fir eine 50%-ige Inhibition der
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proliferativen  Aktivitdt FLT3 I839M+R-exprimierender Zellen eine wesentlich hdhere
Konzentration bendtigt wird (ICs026 pM). Im Gegensatz dazu liegt der ICs-Wert fir
FLT3 D838Y-transformierte Zellen bei Uber 10 uM (IC5,>10 uM). Analoge Experimente mit
32D-Zellen ergaben ahnliche Ergebnisse. Durch Zugabe von IL-3 wurde der antiproliferative
Effekt von AG1296 in allen Zelllinien vollstandig aufgehoben, was darauf hinweist, dass

dieser durch die spezifische Inhibition von FLT3 bedingt war (diese Daten sind nicht gezeigt).

Ba/F3-Zellen kénnen, wie in Kapitel 2.2.5.2 beschrieben, durch Farbung mit Annexin V-
FITC/ Pl und anschlieRender durchflusszytometrischer Messung in verschiedene Stadien der
Apoptose eingeordnet werden. Zellen, die nur FITC-positiv sind, befinden sich in einem
frihen Stadium des programmierten Zelltods, wahrend sich doppelt positive Zellen im
Endstadium der Apoptose befinden. Fir beide Farbstoffe negative Zellen werden als viabel
angesehen (siehe Abb. 5, Seite 44).
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Abb. 15: Induktion von Apoptose durch AG1296

Die angegebenen Ba/F3-Zellen wurden fir 72 h mit ansteigenden Konzentrationen von AG1296 (2,5; 5; 10 uM)
kultiviert. Nach Farbung mit Annexin V-FITC/ Pl wurden die Zellen durchflusszytometrisch analysiert.

a.: Darstellung der Punktwolkendiagramme. FITC: Fluoresceinisothiocyanat (Fluoreszenzfarbstoff).

b.: Darstellung des prozentualen Anteils Annexin V/ Propidiumiodid-negativer (viabler) Zellen.
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Um die Unterschiede der Sensitivitat gegenlber AG1296 naher zu analysieren, wurde die
durch den Tyrosinkinaseinhibitor induzierte Apoptose durchflusszytometrisch untersucht
(Abb. 15). Alle Ba/F3 FLT3-Linien wurden vor der Farbung mit Annexin V-FITC/ Pl far 72
Stunden mit verschiedenen Konzentrationen des Inhibitors kultiviert. Als Negativkontrolle
dienten Zellen, welche mit der entsprechenden Menge des Lésungsmittels DMSO kultiviert
wurden.

Die FACS-Analyse zeigt eine massive Zunahme apoptotischer Zellen bei FLT3-ITD und
FLT3 1839del-exprimierenden Zellen nach Inkubation mit AG1296 (Abb. 15a). Die
Quantifizierung der viablen Zellen (Abb. 15b) ergab fur die FLT3-ITD bzw. FLT3 I839del
exprimierenden Ba/F3-Zellen eine Verringerung des viablen Zellanteils ausgehend von 91
bzw. 82% nach Inkubation mit DMSO auf 48 bzw. 4,5% nach 10 pmolarer AG1296-
Exposition. Im Gegensatz dazu, war die Vitalitdt der Ba/F3 FLT3 D838Y- und Ba/F3 FLT3
I839M+R-Zellen auch nach Inkubation mit 10 yM AG1296 mit 90 bzw. 89% kaum
beeinflusst. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Art der Mutation einen starken Einfluss
auf die Inhibierbarkeit des FLT3-Rezeptors durch AG1296 hat.

Das folgende Experiment sollte zeigen, ob die beobachteten Unterschiede in der Hemmung
des Zellwachstums und der Induktion von Apoptose durch das Tyrphostin auch mit dem
Aktivierungsstatus des STAT5-Proteins korrelieren. Daflr wurden alle Linien fir 4 Stunden
mit 1 pM AG1296, 10 uM AG1296 oder mit DMSO als Negativkontrolle inkubiert. Auf gleiche
Weise wurden parentale Ba/F3-Zellen unter Zusatz von IL-3 behandelt. Anschliel3end wurde
durch Western Blot Analyse mit einem phosphospezifischen STAT5-Antikérper die Abnahme
der STAT5-Phosphorylierung in den behandelten Zellen untersucht (Abb. 16 oben; anti p-
STATS). Als Beladungskontrolle ist der Gesamtgehalt an STATS abgebildet (Abb. 16 unten;
anti STATS).

FLT3
parental ITD D838Y 1839del 1839M+R
AG1296 (uM): 0 1 10 0 1 10 0 1 10 0 1 10 0 1 10
—— || — —e— || —— -y | anti pSTAT5
- Es T g L — chaten | esaesee || abewes | anti STATS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Abb. 16: AG1296 inhibiert FLT3-induzierte STAT5-Phosphorylierung

FLT3-ITD, D838Y-, 1839del- oder 1839M+R-exprimierende Ba/F3-Zellen wurden 4 Stunden mit 1 oder 10 uM
AG1296 oder DMSO kultiviert. Parentale Ba/F3-Zellen wurden unter Zusatz von IL-3 ebenso behandelt. Die aus
den Zellen gewonnenen Lysate wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Abbildung zeigt die
immunchemische Darstellung der Proteine im Western-Blot mit einem phosphospezifischen STATS-Antikorper
(anti pSTATS5) (oben) und einem Antikérper gegen das STAT5-Protein (anti STATS5) auf der gleichen Membran
nach Entfernen des ersten Antikdrpers (unten).
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Die durch FLT3-ITD und FLT3 1839del hervorgerufene STAT5-Aktivierung wurde durch
10 uM AG1296 volistandig aufgehoben (Spur 6 und 12), wahrend STAT5 in FLT3 I839M+R-
transformierten Zellen nach der Behandlung mit 10 yM AG1296 noch schwach
phosphoryliert vorlag (Spur 15). Der Aktivierungsstatus von STAT5 in FLT3 D838Y-
exprimierenden Zellen war durch Inkubation mit der gleichen Konzentration kaum
beeintrachtigt (Spur 9). Die Phosphorylierung von STAT5S in parentalen Ba/F3-Zellen wurde
durch AG1296 nicht beeinflusst (Spuren 1-3), was bestatigt, dass die Abnahme von pSTAT5
in FLT3-exprimierenden Zellen durch spezifische Inhibition des FLT3-Rezeptors
hervorgerufen wurde.

Demnach gibt es eine direkte Korrelation zwischen Inhibition der Proliferation (Abb. 14),
Induktion von Apoptose (Abb. 15) und Inhibition der STAT5-Phosphorylierung (Abb. 16)
durch den Tyrosinkinaseinhibitor. Durch alle Ansatze wurde bestatigt, dass die Art der
Mutation Einfluss auf die Sensitivitat des FLT3-Rezeptors gegeniuber AG1296 hat. Wahrend
die D838Y-Mutante von dem Inhibitor nicht in ihrer Aktivitat beeinflusst werden kann und
FLT3 1839M+R nur durch hohe Konzentrationen inhibiert wird, sind die ITD- und 1839del-

Mutanten des FLT3-Rezeptors sehr sensitiv gegentber dem Tyrphostin.

3.1.5.2 Sensitivitat gegeniiber PKC412

Das Staurosporin-Derivat PKC412 (Abb. 17) wurde urspringlich als Inhibitor der
Proteinkinase C entwickelt (Meyer et al., 1989). Weitere Untersuchungen zeigten, dass die
Substanz auch zur Inhibition verschiedener Mitglieder der Klasse llI-Rezeptortyrosinkinasen
(Fabbro et al., 2000), einschlieBlich FLT3 (Weisberg et al., 2002), eingesetzt werden kann.

Abb. 17: Strukturformel von PKC412 (N-Benzoylstaurosporin)
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Um zu untersuchen, ob die Art der Mutation des FLT3-Rezeptors auch auf die Sensitiviat
gegenliber PKC412 Einfluss hat, wurden die in Kapitel 3.1.5.1 beschriebenen Experimente

auch mit diesem Inhibitor durchgefuhrt.
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Abb. 18: Bestimmung der ICso-Werte von PKC412

Die angegebenen Ba/F3-Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen von PKC412 kultiviert. Nach 24 h wurde
die proliferative Aktivitat mittels der MTS-Methode gemessen. Das inhibitorische Potential von PKC412 ist in
Korrelation zu DMSO-behandelten Kontrollzellen (100% aktive Zellen) dargestellt. Der Schnittpunkt der Balken
mit der Punktlinie entspricht dem jeweiligen [Cso-Wert. Die Daten reprasentieren den Mittelwert
(x Standardabweichung) von 3 Ansatzen. ICso: Inhibitorische Konzentration 50%

a.: Parentale Ba/F3-Zellen (+IL-3).

b.: Bestimmung der ICso-Werte fiir Ba/F3 FLT3-ITD-, D838Y-, 1839del- und I1839M+R-Zellen.

Die Ermittlung der von parentalen Ba/F3-Zellen maximal tolerierten PKC412-Konzentration
ergab einen Wert von 100 nM (Abb. 18a). Bei Einsatz héherer Konzentrationen kam es trotz
Stimulation der Zellen mit IL-3 zu einer Verminderung der proliferativen Aktivitat, was
moglicherweise auf die Inhibition der Proteinkinase C zurtckgeflhrt werden kann. Die durch
FLT3-ITD, FLT3 D838Y, FLT3 1839del oder FLT3 I839M+R transformierten Ba/F3-Zellen
wurden mit steigenden Konzentrationen PKC412 inkubiert. Fur die Bestimmung des
Bezugswerts (100% aktive Zellen) wurden die jeweiligen Zellen statt mit PKC412 mit der
entsprechenden Menge L&ésungsmittel (DMSO) behandelt. Nach 24-stindiger Inkubation
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wurde die proliferative Aktivitdt der Zellen bestimmt. Der Vergleich der in Abb. 18b
ermittelten 1Cso-Werte macht deutlich, dass auch gegeniber PKC412 eine unterschiedliche
Sensitivitdt der Mutanten vorhanden ist. Jedoch manifestiert sich diese hier in einem anderen
Muster als bei AG1296. Wahrend alle Zellen, die TKD-Mutanten (D838Y, 1839del, 1839M+R)
exprimieren, fur eine 50%-ige Inhibition der proliferativen Aktivitat weniger als 6 nM PKC412
bendtigen (ICso< 6 NnM), liegt der ICso-Wert flir FLT3-ITD mit 12 nM wesentlich héher.

Die Behandlung FLT3-Mutanten exprimierender 32D-Zellen ergab &ahnliche Ergebnisse.
Durch Zugabe von IL-3 wurde der antiproliferative Effekt von PKC412 in allen Zelllinien
vollstandig aufgehoben, was darauf hinweist, dass dieser durch die spezifische Inhibition von

FLT3 bedingt war (diese Daten sind nicht gezeigt).
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Abb. 19: Induktion von Apoptose durch PKC412

Die angegebenen Ba/F3-Zellen wurden fir 24 h mit steigenden Konzentrationen von PKC412 (25; 50; 100 nM)
inkubiert. Nach Farbung mit Annexin V-FITC/ Pl wurden die Zellen durchflusszytometrisch analysiert.

a.: Darstellung der Punktwolkendiagramme. FITC: Fluoresceinisothiocyanat (Fluoreszenzfarbstoff)

b.: Darstellung des prozentualen Anteils Annexin V/ Propidiumiodid-negativer (viabler) Zellen.
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Die Apoptosemessung nach 24-stiindiger Inkubation der Zellen mit PKC412 ergab das
gleiche Muster wie die Untersuchung der Proliferation. Aus Abb. 19 ist ersichtlich, dass bei
Ba/F3 FLT3-ITD-Zellen mit 100 nM PKC412 keine Apoptose induziert werden kann. Die
Population viabler Zellen liegt nach 24 h bei Uber 80%. Im Gegensatz dazu, steigt die
Apoptoserate nach 24-stindiger Inkubation mit PKC412 bei FLT3 TKD-Mutanten
exprimierenden Zellen massiv an. Hier ist der Anteil viabler Zellen durch Inhibition der

konstitutiven Aktivitat von FLT3 auf unter 25% abgesunken.

Die Inhibition der STAT5-Phosphorylierung durch PKC412 ist in Abb. 20 dargestellt. Auch
hier zeigt sich, in Korrelation zu den obigen Daten, ein wesentlich starkeres Ansprechen der
durch FLT3 TKD-Mutanten transformierten Zellen. Nach 4-stiindiger Inkubation mit 25 nM
PKC412 ist die FLT3-vermittelte STAT5-Phosphorylierung vollstandig inhibiert (Spuren 9, 12
und 15). Die Sensitivitdt des FLT3-ITD Rezeptors gegenliber dem Staurosporin-Derivat ist zu
gering, um die FLT3-induzierte STAT5-Aktivierung durch 25 nM PKC412 aufzuheben
(Spur 6). Die Spezifitdt der Inhibition wurde durch Behandlung parentaler Ba/F3-Zellen
belegt (Spuren 1, 2 und 3).

FLT3
parental ITD D838Y 1839del 1839M+R
PKC412(nM): o0 5 25 0 5 25 0 5 25 0 5 25 0 5 25
’————” —e—— || -—— H Jr—— || -— |anti pSTAT5

Dt R SN | U p— TN
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Abb. 20: PKC412 inhibiert die FLT3-induzierte STAT5-Phosphorylierung

FLT3-ITD, D838Y-, 1839del- und 1839M+R-exprimierende Ba/F3-Zellen wurden 4 Stunden mit 5 oder 25 nM
PKC412 oder DMSO inkubiert. Parentale Ba/F3-Zellen wurden unter Zusatz von IL-3 ebenso behandelt. Die aus
den Zellen gewonnenen Lysate wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Abbildung zeigt die
immunchemische Darstellung der Proteine im Western-Blot mit einem phosphospezifischen STAT5-Antikorper
(anti pSTATS5) (oben) und einem Antikdrper gegen das STAT5-Protein (anti STATS5) auf der gleichen Membran
nach Entfernen des ersten Antikorpers (unten).

3.1.5.3 Sensitivitat gegeniiber SU5614

Das Indolinon SU5614 (Abb. 21) agiert, wie AG1296, als ATP-Kompetitor (Sun et al., 1998).
Es ist bekannt, dass SU5614 inhibitorisches Potential gegen FLT3 (Yee et al., 2002;
Spiekermann et al., 2003b) und andere Rezeptortyrosinkinasen (Ma et al., 2000;
Spiekermann et al., 2002b) hat. In Konzentrationen bis 10 yM hat SU5614 keine toxische
Wirkung auf parentale Ba/F3-Zellen (Abb. 22a).
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Abb. 21: Strukturformel von SU5614 (5-Chloro-3-[(3,5-dimethylpyrrol-2-yl)methylen]-2-indolinon)

Die ICso-Werte von SU5614 bezlglich der Proliferation FLT3-transformierter Ba/F3-Zellen
wurden analog zu den bereits beschriebenen Inhibitoren bestimmt. Die Proliferation aller
Linien konnte mit SU5614 gehemmt werden. Doch auch hier zeigte sich erwartungsgemaf

eine Divergenz in der Sensitivitat gegentber dem Inhibitor (Abb. 22b).
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Abb. 22: Bestimmung der ICso-Werte von SU5614

Die angegebenen Ba/F3-Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen von SU5614 kultiviert. Nach 24 h wurde
die proliferative Aktivitat mittels der MTS-Methode gemessen. Das inhibitorische Potential von SU5614 ist in
Korrelation zu DMSO-behandelten Kontrollzellen (100% aktive Zellen) dargestellt. Der Schnittpunkt der Balken
mit der Punktlinie entspricht dem jeweiligen [Cso-Wert. Die Daten reprasentieren den Mittelwert
(x Standardabweichung) von 3 Ansatzen. ICso: Inhibitorische Konzentration 50%

a.: Parentale Ba/F3-Zellen (+IL-3).

b.: Bestimmung der ICsp-Werte fir Ba/F3 FLT3-ITD-, D838Y-, 1839del- und I839M+R-Zellen.
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Mit einem ICs-Wert von ca. 0,3 uM ist die Empfindlichkeit gegen das Indolinon bei FLT3
I839M+R-exprimierenden Ba/F3-Zellen am geringsten, wahrend sich FLT3 1839del-
exprimierende Zellen mit einem ICs-Wert von ca. 0,06 uM durch hohe Sensitivitat
auszeichnen. Die I[Csp-Werte fir FLT3-ITD und FLT3 D838Y liegen in einem
Konzentrationsbereich um 0,15 uM.

Die Behandlung FLT3-Mutanten exprimierender 32D-Zellen ergab &ahnliche Ergebnisse.
Durch Zugabe von IL-3 konnte der antiproliferative Effekt von SU5614 in allen Zelllinien
vollstandig aufgehoben werden, was darauf hinweist, dass dieser durch die spezifische

Inhibition von FLT3 bedingt war (diese Daten sind nicht gezeigt).
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Abb. 23: Induktion von Apoptose durch SU5614

Die angegebenen Ba/F3-Zellen wurden fir 24 h mit steigenden Konzentrationen von SU5614 (1;5; 10 uM)
inkubiert. Nach Farbung mit Annexin V-FITC/ Pl wurden die Zellen durchflusszytometrisch analysiert.

a.: Darstellung der Punktwolkendiagramme. FITC: Fluoresceinisothiocyanat (Fluoreszenzfarbstoff).

b.: Darstellung des prozentualen Anteils Annexin V/ Propidiumiodid-negativer (viabler) Zellen.
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Bei SU5614 korrelierte die Induktion von Apoptose nur teilweise mit der
Wachstumsinhibition. In FLT3-ITD-exprimierenden Zellen konnte durch 24-stiindige
Inkubation mit dem Indolinon nur in wesentlich geringerem Mal} Apoptose induziert werden
als in allen anderen Linien. Allerdings wird die hohe Empfindlichkeit der FLT3 1839del-
transformierten Zellen gegeniiber SU5614 durch dieses Experiment bestatigt (Abb. 23).

In Abb. 24 ist die durch SU5614 inhibierte Phosphorylierung des STAT5-Proteins
demonstriert. Als sensitivste Mutante erwies sich hierbei, wie schon in den vorherigen
Experimenten, die Deletionsmutante. In Zellen, die diese Mutante exprimieren, wurde die
STAT5-Phosphorylierung durch Inkubation mit 100 nM SU5614 vollstandig inhibiert
(Spur 11), wahrend bei Ba/F3 FLT3-ITD- und Ba/F3 FLT3 D838Y-Zellen die FLT3-vermittelte
STAT5-Aktivierung erst bei 300 nM ganzlich aufgehoben war (Spuren6 und 9). In
FLT3 I839M+R transfizierten Zellen sind, war auch nach Inkubation mit 300 nM SU5614
noch ein geringes pSTAT5-Signal detektierbar (Spur 15).

FLT3
parental ITD D838Y 1839del 1839M+R
SU5614 (nM): 0 100 300 0 100 300 0 100 300 0 100 300 0 100 300

[y p— U | — US——ENC
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Abb. 24: SU5614 inhibiert die FLT3-induzierte STAT5-Phosphorylierung

FLT3-ITD, D838Y-, 1839del- und 1839M+R-exprimierende Ba/F3-Zellen wurden 4 Stunden mit 100 oder 300 nM
SU5614 oder DMSO inkubiert. Parentale Ba/F3-Zellen wurden unter Zusatz von IL-3 ebenso behandelt. Die aus
den Zellen gewonnenen Lysate wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Abbildung zeigt die
immunchemische Darstellung der Proteine im Western-Blot mit einem phosphospezifischen STAT5-Antikorper
(anti pSTATS5) (oben) und einem Antikdrper gegen das STAT5-Protein (anti STAT5) auf der gleichen Membran
nach Entfernen des ersten Antikdrpers (unten).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Empfindlichkeit verschiedener FLT3-Mutanten
gegenuber allen untersuchten Inhibitoren von der Art der Mutation beeinflusst wird. Da
laufend neue aktivierende Mutationen im FLT3-Rezeptor identifiziert werden, sollten diese
Ergebnisse in zukunftigen klinischen Studien mit FLT3-Tyrosinkinaseinhibitoren bei der
Auswahl der Einschlusskriterien berucksichtigt werden. Es ware sinnvoll, die Mutation des
FLT3-Rezeptors und dessen Sensitivitdt gegenlber dem jeweiligen Inhibitor vor Einschluss

des Patienten in die jeweilige Studie exakt zu bestimmen.
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3.2 Koexpression von FLT3-WT und FLT3-ITD

Wie bereits beschrieben ist die klinische Prognose fir AML-Patienten mit einer ITD-Mutation
des FLT3-Rezeptors signifikant schlechter als fiir Patienten, die diesen Defekt nicht tragen
(Kiyoi et al., 1999; Abu-Duhier et al., 2000; Rombouts et al., 2000; Kottaridis et al., 2001;
Meshinchi et al., 2001; Schnittger et al., 2002; Thiede et al., 2002). Der zusatzliche Verlust
des FLT3 Wildtyp-Allels, zum Beispiel durch einen Verlust eines Chromosoms 13, hat eine
weitere Verschlechterung der Prognose zur Folge (Whitman et al., 2001). Ein von Whitman
et al. postuliertes Modell demonstriert, wie die schlechtere Prognose durch einen
hemizygoten FLT3-ITD Genotyp (FLT3'™") verursacht werden kénnte (Abb. 25).

In Zellen mit normalem FLT3-Genotyp erfolgt die Aktivierung von FLT3 ausschlief3lich durch
Liganden-induzierte Dimerisierung. (Abb. 25a). Nach ITD-Mutation eines FLT3-Allels und
Verlust des FLT3-WT-Allels bilden sich in der Zelle mit hoher Frequenz FLT3-ITD
Homodimere, durch die es zu konstitutiver Aktivierung physiologischer und mdglicherweise
auch unphysiologischer Signalkaskaden kommt (Abb. 25b). Demnach hat diese Zelle
gegeniber Zellen mit normalem Genotyp einen Proliferationsvorteil und bedingt damit die
schlechte Prognose. Bleibt der Zelle jedoch trotz ITD-Mutation eines FLT3-Allels noch ein
gesundes Allel erhalten, bilden sich neben Homodimeren beider Klassen auch Heterodimere
zwischen ITD- und WT-Rezeptor, deren Aktivitat nicht bekannt ist (Abb. 25c). Folglich ist
diese Zelle noch teilweise durch den FLT3-Liganden reguliert und die zu konstitutiver
Aktivierung fihrende FLT3-ITD Homodimerbildung findet nur noch mit geringerer Frequenz
statt (Whitman et al., 2001).

a. FLT3WTwWT b. FLT3'T0/ c. FLT3/TowT V FLr3-Ligand
Zellkern
FLT3 FLT3
WT ITD

Physiologisches
Signal

\ Konstitutives
Signal ?

Konstitutives
Signal

Abb. 25: Modell der Signaltransduktionsaktivitit in Zellen mit unterschiedlichem FLT3-Genotyp
(nach Whitman et al., 2001)

a.: Zelle mit normalem FLT3-Genotyp (FLTBWT/WT).

b.: Zelle mit hemizygotem FLT3-ITD Genotyp (FLT3'™™").
c.: Zelle nach ITD-Mutation eines FLT3-Allels und erhaltenem FLT3-WT-Allel (FLT3'™™"T),
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Mit Hilfe FLT3-WT/ITD-koexprimierender Zellen sollte diese Hypothese im Zellmodell
Uberprift werden. Zur Generierung dieser Zellen wurden Ba/F3- bzw. 32D-Zellen zunachst
mit Mig FLT3-WT elektroporiert (Kapitel 2.2.3.5.2). Durch IL-3-Entzug und Zugabe des FLT3-
Liganden konnten die erfolgreich transfizierten Zellen selektioniert werden (Abb. 26; 1.).
Nach durchflusszytometrischer Bestimmung der Reinheit anhand der EGFP-Expression
wurden die Zellen zusatzlich mit Zeo FLT3-ITD elektroporiert und durch Faktorentzug
selektioniert (Abb. 26; 2.).

Zeo FLT3 ITD Mig FLT3 WT
CECisi b)) (CFLT3 WTIRES[EGFP)
2. 1.
B£3
3
Faktor- EGFP-
Unabhéngigkeit Koexpression

Abb. 26: Schematische Darstellung der Generierung FLT3-WT/ITD-koexprimierender Zellen.

Ba/F3- und 32D-Zellen wurden zunachst mit Mig FLT3-WT elektroporiert (1.). Nach Selektion der Zellen mit dem
FLT3-Liganden und durchflusszytometrischer Bestimmung der Reinheit anhand der EGFP-Expression wurden die
Zellen ein zweites Mal mit Zeo FLT3-ITD elektroporiert und durch Faktorentzug selektioniert (2.). Die Expression
von FLT3-ITD wurde durch Faktor-unabhangiges Wachstum bestatigt.

Vor Einsatz der Zellen wurde die Koexpression von FLT3-WT und FLT3-ITD durch FACS-
Analyse (Kapitel 2.2.3.7) und RT-PCR (Kapitel 2.2.1.11.2) bestatigt.

Fir die durchflusszytometrische Untersuchung der Koexpression wurde vorausgesetzt, dass
alle faktorunabhangig proliferierenden Zellen FLT3-ITD exprimieren. In Abb. 27a ist die
durchflusszytometrische Untersuchung der transformierten Zellen gezeigt. Das schwarze
Histogramm stellt Zellen dar, welche ausschliel3lich FLT3-ITD exprimieren und somit nicht
grin fluoreszieren. Die durch EGFP-Expression bedingte Rechtsverschiebung des
Histogramms (griin dargestellt) weist die Koexpression von FLT3-WT in den FLT3-ITD
transformierten Zellen nach. Diese Daten wurden zusatzlich durch Expressionsanalysen auf
RNA-Ebene bestatigt. Mittels RT-PCR der fir die juxtamembrandre Domane kodierenden
Sequenz wurde der mRNA-Status von FLT3 visualisiert (Abb. 27b). Die nur ein Konstrukt
exprimierenden Zellen weisen jeweils eine Einzelbande auf. Durch den Einsatz
entsprechend gestalteter Primer ist der durch den Einschub von 6 Basentripletts bedingte
Grofenunterschied von FLT3-ITD zum Wildtyp-Konstrukt erkennbar. Die Koexpression von
FLT3-WT und ITD wird durch Anwesenheit beider Banden bestatigt. Die RT-PCR von

GAPDH weist den Einsatz aquivalenter RNA-Konzentrationen nach.
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Abb. 27: Koexpression von FLT3-WT und FLT3-ITD

Die Koexpression von FLT3-WT und FLT3-ITD in Ba/F3- bzw. 32D-Zellen wurde in 2 Anséatzen uberprift:

a.: Die Zellen wurden durchflusszytometrisch untersucht. Zellen, die faktorunabhangig wachsen, jedoch keine
EGFP-Expression aufweisen (schwarzes Histogramm) exprimieren ausschlieRlich FLT3-ITD. Bei Koexpression
von FLT3-WT in transformierten Zellen wird eine Rechtsverschiebung des Histogramms durch EGFP-Expression
(griines Histogramm) beobachtet.

b.: RT-PCR der juxtamembrandren Doméane von FLT3. Nachweis der FLT3-Expression auf RNA-Ebene. Der
Einsatz aquivalenter RNA-Konzentrationen wurde durch GAPDH bestatigt.

Diese Zellen wurden dann durch Untersuchung der proliferativen Aktivitat charakterisiert
(Abb. 28). Jede Zelllinie wurde sowohl in An- als auch in Abwesenheit von FL kultiviert und
das Wachstum der Zellen dokumentiert. Als Kontrolle der Aktivitat des FLT3-Liganden

dienten FLT3-WT-exprimierende Zellen (blaue Linien).
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Abb. 28: Proliferationskurven FLT3-WT-, FLT3-ITD- oder FLT3-WT/ITD-exprimierender Zellen

FLT3-WT-, FLT3-ITD- oder FLT3-WT/ITD-exprimierende (a.) Ba/F3- und (b.) 32D-Zellen wurden ohne (-FL) oder
mit FLT3-Ligand (+FL) in 96-Loch-Platten kultiviert. Die proliferative Aktivitat wurde alle 24 Stunden mittels der
kolorimetrischen MTS-Methode (Kapitel 2.2.5.1) bestimmt. Die durch Absorptionsmessung bei 490 nm bestimmte
Menge des MTS-Produkts ist direkt proportional zur Anzahl der viablen Zellen. Die Daten reprasentieren den
Mittelwert (+ Standardabweichung) von 3 Ansatzen.
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Die Hypothese von Whitman et al. konnte weder im lymphatischen Ba/F3- (Abb. 28a) noch
im myeloiden 32D-Zellmodell (Abb. 28b) bestatigt werden. Entgegen der Hypothese
proliferieren Zellen, die FLT3-WT und FLT3-ITD koexprimieren (griine Kurven) starker als
Zellen mit FLT3'™"-Genotyp (schwarze Kurven). Die Anwesenheit des FLT3-Liganden
beeinflusst die Proliferation der WT/ITD-Zellen negativ (grine Kurve, gefiilltes Symbol),
wahrend er in ITD-exprimierenden Zellen keine Veranderung des Wachstums auslost

(schwarze Kurven).
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3.3 Charakterisierung verschiedener Mutanten des FLT3-Rezeptors

im Mausmodell

Wahrend FLT3-ITD als negativer prognostischer Faktor fur den Verlauf einer akut
myeloischen Leukamie gilt (Kiyoi et al., 1999; Abu-Dubhier et al., 2000; Rombouts et al., 2000;
Kottaridis et al., 2001; Meshinchi et al., 2001; Schnittger et al., 2002; Thiede et al., 2002),
scheinen Tyrosinkinasedomane-Mutationen im FLT3-Rezeptor keinen Einfluss auf die
Prognose von AML-Patienten zu haben (Frohling et al., 2002; Thiede et al., 2002; Moreno et
al., 2003; Thiede et al., 2003). Andererseits werden im Gegensatz zu dem in lymphatischen
Leukdmien selten detektierten FLT3-ITD (Nakao et al., 1996; Yokota et al., 1997; Xu et al.,
1999; Xu et al., 2000; Brown und Small, 2004), FLT3 TKD-Mutanten auch bei Kindern mit
MLL, einer Form der akut lymphatischen Leukamie (ALL), und bei Patienten mit T-Zell-
Leukamie nachgewiesen (Armstrong et al., 2004; Paietta et al., 2004; Taketani et al., 2004).
Diese Daten weisen darauf hin, dass die Art der Mutation des FLT3-Rezeptors
maoglicherweise Einfluss auf die Entstehung der jeweiligen Neoplasie hat.

Im Folgenden werden diese potenziell unterschiedlichen Eigenschaften der verschiedenen
FLT3-Mutanten im Hinblick auf die Induktion verschiedener Phanotypen in einem murinen

Knochenmarktransplantationsmodell untersucht.

3.31 Das murine Knochenmarktransplantationsmodell

Das murine Knochenmarktransplantationsmodell ermdéglicht eine Untersuchung potenzieller
Onkogene in vivo. Durch Transplantation myeloablativ bestrahlter Mause mit retroviral
transduzierten Knochenmarkzellen, kann der Einfluss des transduzierten Gens auf die
Hamatopoese untersucht werden.

Der in Abb. 29 schematisch dargestellte Ablauf des retroviralen Transduktions- und
Transplantationsmodells ist in mehrere Schritte aufgegliedert. Die Generierung retroviraler
Partikel, welche die genetische Information fiir die mutierten FLT3-Rezeptoren tragen, erfolgt
durch durch Transfektion der Virusproduktionszelllinie Phoenix E mit den Mig FLT3-
Konstrukten. Neben der bereits in Kapitel 3.1.3.1 beschriebenen Funktion als bicistronischer
Vektor, kodiert MigRI auch fir die retroviralen LTR-Sequenzen und das die Bildung von
Retroviren initiierende Verpackungssignal. Die Effizienz der Transfektion der Phoenix E-
Zellen wird durch durchflusszytometrische Analyse der EGFP-Expression Uberprift (Kapitel
2.2.3.7). Bevor die retroviralen Uberstande zur Transduktion von murinem Knochenmark
verwendet werden konnen, wird durch Titration die Anzahl der infektidsen, retroviralen
Partikel ermittelt (Kapitel 2.2.3.8).
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Parallel hierzu werden die zu transduzierenden Knochenmarkzellen aus 5-Fluorouracil (5-
FU) vorbehandelten Spendermausen gewonnen (Kapitel 2.2.6.1) und 24 Stunden in
Prastimulationsmedium kultiviert, um die proliferative Aktivitdit der hamatopoetischen
Stammzellen und somit auch ihre Transduzierbarkeit durch retrovirale Partikel zu erhdhen.

Die Transduktion der murinen Knochenmarkzellen erfolgt nach dem in Kapitel 2.2.6.3
beschriebenen Protokoll. Nach erfolgter Infektion wird der Anteil EGFP-exprimierender KM-
Zellen durchflusszytometrisch bestimmt (2.2.3.7). Die Empfangermause werden mit einer
genau definierten Anzahl transduzierter Zellen transplantiert (Kapitel 2.2.6.4). Durch die vor
der Transplantation erfolgte myeloablative Bestrahlung (800 rad) ist gewahrleistet, dass die
Hamatopoese der Empfangermause nach der Transplantation ausschliellich von den

Spenderzellen ausgeht.

5-FU 150mg/kg

24h
“ %
IL-3, IL-6 KM-Infektion (3 Tage)
Spender Knochenmark- SCF +IL-3, IL-6, SCF
Gewinnung FACS-Analyse
4x

Virus Generierung
(Phoenix E)
Titerbestimmung
(NIH3T3)

Empfanger

Mig FLT3

Abb. 29: Schematische Darstellung des murinen Knochenmarktransplantationsmodells

3.3.2 Retroviraler Gentransfer

Das beschriebene Schema wurde mit FLT3-ITD, FLT3 D838Y und FLT3 I839M+R mehrfach
ausgefiihrt. Reprasentativ ist an dieser Stelle die Generierung und Titration eines FLT3-ITD
tragenden Retrovirus und der retrovirale Transfer von FLT3-ITD in murines Knochenmark
dargestellt (Abb. 30).
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a. Phoenix E

untransfiziert Mig FLT3-ITD

b. NIH3T3

c. Knochenmark

FS

Kontrolle

FS

FLT3-ITD

Abb. 30: Generierung und Titration eines FLT3-ITD tragenden Retrovirus und retroviraler Transfer von
FLT3-ITD in murines Knochenmark

Durchflusszytometrische Analyse der EGFP-Expression. Die Prozentangaben entsprechen dem Anteil FLT3-ITD
(EGFP)-positiver Zellen (rote Ellipse).

a.: Transfektionseffizienz der Virusproduktionszelllinie Phoenix E. Nicht transfizierte Zellen erscheinen aulerhalb
der roten Markierung (links). Die Koexpression von EGFP in erfolgreich mit Mig FLT3-ITD-transfizierten Zellen ruft
eine Rechtsverschiebung der Zellen hervor (rechts).

b.: Titerbestimmung durch Transduktion von NIH3T3-Zellen in einer Verdiinnungsreihe. Retroviraler Uberstand
wurde in Verdinnungen von 1:20, 1:200 und 1:500 verwendet, um NIH3T3-Zellen zu infizieren. Die Berechnung
der Anzahl retroviraler Partikel pro ml (Kapitel 2.2.3.8) ergab einen Wert von 7,5x105 c.: Analyse der Effizienz der
Knochenmarktransduktion mit FLT3-ITD (rechts). Ausschluss von Erythrozyten und Zellteilen aus der EGFP-
Analyse (links). Nur die blau markierten Zellen gehen in die EGFP-Analyse ein. FS: Forward Scatter, GroRe der
Zellen; SS: Sideward Scatter, Granularitat der Zellen.
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Die durchflusszytometrische Analyse der EGFP-Expression mit Mig FLT3-ITD transfizierten
Phoenix E-Zellen zeigt eine Transfektionseffizienz von 96% (Abb. 30a). Der hieraus
gewonnene retrovirale Uberstand wurde dann mittels Infektion von NIH3T3-Zellen in einer
Verdunnungsreihe (1:20; 1:200; 1:500) titriert. Die Berechnung des Titers anhand der
Infektionseffizienz der NIH3T3-Zellen (Abb. 30b) ergab einen Wert von 7,5x10° retroviralen
Partikeln pro ml. Die Ermittlung des Virustiters ermoglicht es, bei der Transduktion das
Verhéltnis von Knochenmarkzellen zu retroviralem Uberstand abzuschéatzen. Je héher der
Titer ist, desto weniger retroviraler Uberstand muss eingesetzt werden, um eine aquivalente
Infektion des Knochenmarks zu erzielen. In Vorversuchen wurde ermittelt, dass Uberstinde,
deren Titer den Wert von 1x10° unterschreiten, nicht zur Transduktion von Knochenmark
geeignet sind. Der retrovirale Uberstand wurde dann zur Transduktion muriner
Knochenmarkzellen eingesetzt. Um die Infektionseffizienz durchflusszytometrisch bestimmen
zu koénnen, wurden zunachst die Erythrozyten und Zelltrimmer ausgeschlossen. Dazu
wurden die in der linearen Darstellung von Grofe (,Forward scatter’; FS) und Granularitat
(,Sideward scatter®; SS) gréfRer und weniger granuliert abgebildeten Zellen (Abb. 30c, blaue
Ellipse) markiert. Nur die so ausgewahlten mononuklearen Zellen gingen in die Analyse der
EGFP-Expression ein. Der rechte Teil der Abb.30c zeigt die Effizienz der
Knochenmarktransduktion mit FLT3-ITD. 26% der Stamm- bzw. Progenitorzellen sind EGFP-
positiv und exprimieren somit auch FLT3-ITD. Mit Hilfe dieses Wertes ist es moglich, eine

kontrollierte Anzahl transduzierter Zellen zu transplantieren.

3.3.3 Die FLT3-Expression korreliert mit der Transduktionseffizienz

Die vergleichende Untersuchung der transformierenden Eigenschaften unterschiedlicher
FLT3-Mutanten in vivo erfordert eine vergleichbare Proteinexpression dieser Mutanten in den
Knochenmarkzellen. Um die Korrelation der Transfektionseffizienz mit der Proteinexpression
nachzuweisen, wurde Knochenmark von 5-FU-vorbehandelten Mausen mit fir FLT3-ITD-,
FLT3 D838Y- oder FLT3 I839M+R-kodierenden Retroviren infiziert (Kapitel 2.2.6.3). Die Titer
der verwendeten Uberstande wurden vor Infektion durch entsprechendes Verdiinnen auf den
niedrigsten Wert (4,5x10° CFU/ml) angeglichen. Der Anteil EGFP-exprimierender Zellen in
FLT3-ITD transduziertem Knochenmark betragt 20,5%. Bei der Transduktion mit
FLT3 D838Y und FLT3 I839M+R liegt die Effizienz bei 20,8% bzw. 22,3% (Abb. 31a).

Da die Transduktionseffizienz aller FLT3-Mutanten im Knochenmark vergleichbar war, war
es moglich fur alle Mutanten das Gesamtknochenmark auf die FLT3-Proteinexpression hin
zu untersuchen. Die immunchemische Darstellung im Western-Blot mit einen Antikérper
gegen FLT3 bestatigt, dass eine vergleichbare Transduktionseffizienz in einer aquivalenten

FLT3-Protein-Expression resultiert (Abb. 31b). Das geringfligig schwachere Signal bei
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FLT3 I839M+R ist durch die geringere Beladung dieser Spur mit Gesamtprotein bedingt, was
durch die Darstellung von p—Aktin als Ladungskontrolle bestatigt wird. Um nachzuprifen, ob
die Kinaseaktivitdt der FLT3-Mutanten auch im Knochenmark zu einer konstitutiven
Aktivierung verschiedener Signalwege flihrt, wurde der Aktivierungsstatus von AKT, ERK1/2
und STATS bestimmt. Wie in Abb. 31b dargestellt, sind alle untersuchten FLT3-Mutanten in
der Lage, auch in primaren hamatopoetischen Zellen diese Signalkaskaden zu aktivieren.
Die schwache Phosphorylierung der Proteine in mit Leervektor transduzierten
Knochenmarkzellen (linke Spur; &), resultiert aus der Aktivierung verschiedener Rezeptoren

durch die wahrend der Infektionsprozedur eingesetzten Zytokine.

Knochenmark

| 20-5% Mig FLT3

3
U
)

FLT3-ITD hoch Q \»\0 o° \?”5

Titer: 4x10° CFU/ml

anti FLT3

|~ ——e—— | anti pAKT
[ el anti AKT

— —— —— | anti pERK1/2

FLT3 D838Y hoch
Titer: 4x10° CFU/ml

| =—=—=—=—= antiERK112

|  ====——| antipSTAT5

| e s s s | anti STAT5

FLT3 I839M+R hoch
Titer: 4x105 CFU/ml

‘ ‘ anti B-Aktin

— EGFP —»

Abb. 31: Die FLT3-Expression korreliert mit der Transduktionseffizienz in murinen Knochenmarkzellen

Knochenmark von 5-FU-vorbehandelten Mausen wurde mit den angegebenen Konstrukten transduziert.

a.: Durchflusszytometrische Analyse der EGFP-Expression retroviral transduzierter Knochenmarkzellen.

b.: Aus den in (a) analysierten Zellen wurden Lysate hergestellt. Die Abbildung zeigt die immunchemische
Darstellung der Proteine im Western-Blot nach gelelektrophoretischer Separation. Die Expression von FLT3
wurde mit einem anti FLT3-Antikérper nachgewiesen. Die Kontrolle der geladenen Gesamtproteinmenge erfolgte
mit einem Antikdrper gegen p—Aktin. Mit den phosphospezifischen Antikrpern gegen AKT, ERK1/2 und STAT5
(anti pAKT, anti pERK1/2 und anti pSTAT5) wurde der Aktivierungsstatus der Proteine nachgewiesen (oben). Mit
Antikdérpern gegen AKT, ERK1/2 und STAT5 wurde nach Entfernen des Erstantikdrpers die aufgetragene
Gesamtproteinmenge kontrolliert (unten).
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3.34 Ubersicht der FLT3-ITD Transplantationsexperimente

Zusatzlich zu dem bereits untersuchten FLT3-ITD-Konstrukt (Kapitel 3.3.3), welches im
Folgenden als hoch exprimierendes FLT3-ITD (FLT3-ITD "°°") bezeichnet wird, wurde fiir das
Knochenmarktransplantationsmodell ein  weiteres  ITD-Konstrukt mit  geringerer
Proteinexpression (FLT3-ITD "*"9) eingesetzt. Die stirkere Proteinexpression von FLT3-
ITD " ist durch die Deletion der 5-untranslatierten Region der FLT3-cDNA bedingt. Da
wegen der geringeren Expression von FLT3-ITD "™ das FLT3-Protein im Knochenmark
nach Transduktion nicht nachweisbar war, wurden die Expressionsstarken der beiden FLT3-
ITD exprimierenden Konstrukte nach Uberexpression in Phoenix E-Zellen verglichen
(Abb. 32).

Fir die Knochenmarktransplantationsexperimente mit FLT3 TKD-Mutanten wurden

ausschlielYlich die in Kapitel 3.3.3 untersuchten, hoch exprimierenden Konstrukte verwendet.

O
. &
& QL
\2 N B
& &
V&Y«

| e | anti FLT3

| | anti B-Actin

Abb. 32: Vergleich der Proteinexpression der FLT3-ITD-Konstrukte

Die angegebenen FLT3-Konstrukte und der Leervektor wurden transient in Phoenix E-Zellen Uberexprimiert und
daraus Zelllysate gewonnen. Die Abbildung zeigt die immunchemische Darstellung der Proteine im Western-Blot
mit einem anti FLT3-Antikorper und einem anti B—Aktin-Antikérper als Ladungskontrolle.

Um den Einfluss der Anzahl transplantierter FLT3-ITD exprimierender Zellen auf die
Entstehung einer hamatologischen Erkrankung zu untersuchen, wurden in 4 voneinander
unabhangigen Experimenten variierende Mengen EGFP-positiver Zellen transplantiert. Da
zusatzlich der Einfluss der Expressionsstarke des FLT3-Proteins untersucht werden sollte,
fanden je 2 Transplantationen mit dem niedrig bzw. dem hoch exprimierenden Konstrukt
statt. Dazu wurde Knochenmark von 5-FU vorbehandelten Mausen mit fir FLT3-ITD ™
bzw. FLT3-ITD "°" kodierenden Retrovirus unterschiedlicher Titer infiziert. Der Anteil EGFP-
exprimierender Zellen wurde mittels FACS-Analyse ermittelt und die Gesamtzellzahl durch
Messung der mononukledren Zellen bestimmt (Kapitel 2.2.6.5). AnschlieBend wurden
myeloablativ bestrahlte Mause mit jeweils 110.000 oder 25.000 EGFP-positiven
mononukledren Zellen (FLT3-ITD ") bzw. 146.000 oder 104.000 EGFP-positiven
mononukledren Zellen (FLT3-ITD ") transplantiert (Tabelle 1, Spalte 2). Als Kontrolle

dienten Mause, die mit FLT3-WT transduziertem Knochenmark transplantiert wurden.
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Tabelle 1: Auflistung der FLT3-ITD Transplantationsexperimente

FLT3- Anzahl transplantierter Uberleben Anzahl der Leukozyten Milzgewicht Phéanotyp Infiltrierte Organe
Konstrukt EGFP+ Tage im PB x10% pl mg
Knochenmarkzellen [Median] [Median] [Median]

WT 95.000 > 365 4,9-17,6 60-100 / /

n=4 [12,4] [80]
n=4 n=4 n=2 n=4

ITD niedrig 110.000 53-70 97,2 -188 510-690 myeloproliferati Milz

n=4 [58] [141] [580] Knochenmark
n=4 n=4 n=3 n=4 peripheres Blut

ITD hoch 146.000 14 -16 9,5-38,8 290 - 360 myeloproliferati Milz

n=3 [15] [28,4] [300] Knochenmark
n=3 n=3 n=3 n=3 peripheres Blut

ITD hoch 104.000 19-20 17,2-22,4 n.a. myeloproliferati Milz

n=3 [20] [19,1] Knochenmark
n=3 n=3 n=3 peripheres Blut

ITD niedrig 25.500 > 365 42-118 n.a. / /

n=3 [7,8]
n=3 n=3

EGFP: griin fluoreszierendes Protein (Enhanced Green Fluorescent Protein); n: Anzahl der untersuchten Tiere;
n.a.: nicht analysiert; PB: peripheres Blut.

3.35 FLT3-ITD induziert eine myeloproliferative Erkrankung im Mausmodell

Bei allen Tieren (n=4), die mit FLT3-WT transduziertem Knochenmark transplantiert wurden,
war eine normale hadmatologische Rekonstitution und ein Uberleben von mindestens 365
Tagen ohne Anzeichen einer hdmatologischen Erkrankung zu beobachten.

Im Gegensatz dazu entwickelten alle Mause (n=4), welche mit 110.000 EGFP-positiven
Zellen (FLT3-ITD ") transplantiert wurden, eine letale hdmatologische Erkrankung mit
einer medianen Latenzzeit von 58 Tagen (Tabelle 1, Spalte 3; Abb. 36, Seite 82). Wie bereits
in der Literatur beschrieben (Kelly et al., 2002b), verstarben die Mause an einer
myeloproliferativen Erkrankung. Diese war sowohl durch eine massive Leukozytose und
Splenomegalie, als auch durch erhebliche Expansion myeloischer Zellen in Milz,

Knochenmark und peripherem Blut gekennzeichnet.

1754
1504
1254 —— WT (n=4)

—&— [TD 146 hoch (n=3)
——ITD 104 hoch (n=3)

75 —0~ITD 110 niedrig (n=4)
—o— [TD 25.5 niedrig (n=3)

Leukozyten [x10%/pul]
g

G T T T T
0 25 50 75 100 125

Tage nach Transplantation

Abb. 33: Verlauf der Leukozytenwerte im peripheren Blut nach Transplantation

Knochenmark wurde mit den angegebenen Konstrukten transduziert. Letal bestrahlte Mause wurden mit der
angegebenen Anzahl an Zellen transplantiert (angegebener Wert x10° entspricht der Anzahl transplantierter
EGFP-positiver Zellen). Die Leukozytenanzahl im peripheren Blut wurde in regelméassigen Abstanden durch
Messung im Blutbildgerat (Kapitel 2.2.6.5) bestimmt.



Ergebnisse 79

Durch regelmafige Kontrolle des Blutbilds der Mause wurde als erstes Anzeichen einer
myeloproliferativen Erkrankung eine Leukozytose mit Maximalwerten von 97,2x103 -188x10°
Leukozyten pro ul im peripheren Blut festgestellt. Im Gegensatz dazu blieben die
Leukozytenwerte mit FLT3-WT transplantieter M&use (Uber den gesamten

Untersuchungszeitraum im Normbereich (Tabelle 1, Spalte 4; Abb. 33).

FLT3-WT FLT3-ITD

g BT ma

T B SRR LE R R )
L = =
. L = =

b. 20x | f.

c. ad 100x 100x

Abb. 34: FLT3-ITD verursacht Splenomegalie und Granulozytose

Vergleich einer charakteristischen FLT3-WT Kontrollmaus (a.-d.) mit einer charakteristischen, mit 110.000 FLT3-
ITD "% transduzierten Zellen transplantierten Maus (e.-h.).

Der Vergleich der MilzgréRe und —beschaffenheit (a. und e.) weist auf eine hamatologische Erkrankung der FLT3-
ITD transplantierten Maus hin (e.). Die 60 Tage nach Transplantation angefertigten Ausstriche des peripheren
Bluts offenbaren eine massive Granulozytose bei der FLT3-ITD transplantierten Maus (f.) im Vergleich zur
Kontrollmaus (b.). Die 100-fache VergréRerung bestéatigt das Vorliegen neutrophiler Granulozyten (c. und g.). Die
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Ausstriche belegen durch den Nachweis der EGFP-Fluoreszenz die
Expression von FLT3 in den peripheren Blutzellen (d. und h.).

Um zu bestatigen, dass die die Leukozytose verursachenden Zellen myeloiden Ursprungs
sind, wurden parallel zum Blutbild Ausstriche des peripheren Bluts angefertigt (Kapitel
2.2.6.5). Die mikroskopische Betrachtung der Pappenheim-gefarbten Ausstriche offenbarte
eine massive Expansion der neutrophilen Granulozyten bei FLT3-ITD transplantierten
Mausen (Abb. 34f und g) im Gegensatz zu den FLT3-WT Kontrolltieren (Abb. 34b und c). Die
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fluoreszenzmikroskopische Aufnahme bestéatigt durch den Nachweis der EGFP-Expression
die Herkunft der Granulozyten von einer mit FLT3-ITD transduzierten Progenitorzelle
(Abb. 34h). Die grune Fluoreszenz der Erythrozyten beider Ausstriche weist auf eine
Transduktion friher Progenitoren hin (Abb. 34d und h).

Der Vergleich der GréRe und der makroskopischen Beschaffenheit der Milz von FLT3-WT
und FLT3-ITD Mausen weist ebenfalls auf das Vorliegen einer hamatologischen Erkrankung
hin (Abb. 34a und e). Wahrend das Gewicht der Milz FLT3-WT transplantierter Tiere
zwischen 60 und 100 mg liegt, ist die Masse der Milz durch granulozytare Infiltration auf 510
bis 690 mg angestiegen (Tabelle 1, Spalte 5).

Die myeloproliferative Erkrankung der FLT3-ITD Mause konnte auch mittels
durchflusszytometrischer Analyse von Knochenmark und peripherem Blut bestatigt werden.
Die Immunphanotypisierung des peripheren Bluts erfolgte jeweils nach Erstellen des
Blutbilds, die des Knochenmarks direkt nach Versterben der Tiere. Das Knochenmark wurde
durch Spulen von Femur und Tibia und anschlieBendem Homogenisieren der Zellsuspension
gewonnen (Kapitel 2.2.6.7). Vor der Inkubation mit den entsprechenden Antikdrpern (Kapitel
2.2.6.8), wurden die Erythrozyten aus dem peripheren Blut durch hypotone Lyse entfernt
(Kapitel 2.2.6.6). Die abgebildeten Punktwolkendiagramme (Abb. 35) wurden, wie in Abb. 6
dargestellt, generiert.

Der Vergleich des prozentualen Anteils EGFP-positiver Zellen von FLT3-ITD und FLT3-WT
transplantierten Mausen, weist auf das onkogene Potential von FLT3-ITD hin. Sowohl im
Knochenmark als auch im peripheren Blut der FLT3-ITD Maus wiesen Uber 30% der
mononukledren Zellen eine griine Fluoreszenz auf (Abb. 35a), welche gleichbedeutend mit
der Expression des ITD-mutierten FLT3-Rezeptors ist. Im Gegensatz dazu exprimierten nur
ca. 3% der mononukledren Zellen im Knochenmark bzw. 10% im peripheren Blut der
Kontrolimduse EGFP (Abb. 35b). Da zum Zeitpunkt der Transplantation der Anteil EGFP-
positiver Zellen in beiden Gruppen identisch war, bestatigt diese Divergenz den durch FLT3-
ITD hervorgerufenen Proliferationsvorteil der Zellen.

Die Immunphanotypisierung der Zellen wurde durch Detektion von zellspezifischen
Oberflachenmolekiilen fir myeloische Zellen, B- oder T-Lymphozyten durchgefihrt. Das
Integrin CD11b (Mac-1) befindet sich unter anderem auf der Oberflache von Monozyten,
Granulozyten, NK-Zellen und dendritischen Zellen (Springer et al., 1979; Leenen et al.,
1994), wahrend das Antigen Gr-1 (Ly-6G) spezifisch von Granulozyten exprimiert wird
(Fleming et al., 1993; Lagasse und Weissman, 1996). Durch Antikdrper gegen B220
(CD45R/B220) und Thy1.2 (CD90.2) kdnnen Lymphozyten der B- bzw. T-Zellreihe detektiert
werden (Ledbetter et al., 1980; Coffman, 1982; Hathcock et al., 1992).

In Abb. 35 sind exemplarisch die Zelloberflachenfarbungen fir jeweils eine charakteristische
FLT3-ITD (a) und eine FLT3-WT Maus (b) dargestellt. Der Gesamtanteil der myeloiden
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Zellen (CD11b", Gr-17) bei der FLT3-ITD transplantierten Maus ist sowohl im Knochenmark
als auch im peripheren Blut im Vergleich zur FLT3-WT Maus erhoéht. Besonders im
peripheren Blut ist eine Verdrangung der B- und T-Lymphozyten zu Gunsten der
Granulozyten feststellbar. Wahrend im Blut der FLT3-WT transplantierten Maus unabhangig
von der EGFP-Expression 34% der Zellen positiv fur den B- und 24% der Zellen positiv fur
den T-Zellmarker sind, befinden sich im Blut der FLT3-ITD Maus nur noch 2% B- und 3% T-
Lymphozyten. Zudem besteht die EGFP-positive Zellpopulation der FLT3-ITD Maus
ausschliel3lich aus Granulozyten, welche auf ihrer Oberflache die myeloiden Marker CD11b

und Gr-1 stark exprimieren, jedoch flr die lymphatischen Marker B220 und Thy1.2 negativ

sind.
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Abb. 35: Immunphénotypisierung von Knochenmark und peripherem Blut.

Exemplarische Gegenliberstellung der durchflusszytometrischen Analyse von Knochenmark und peripherem Blut
jeweils einer charakteristischen Maus, welche mit (a.) FLT3-ITD (110.000 niedrig) oder (b.) FLT3-WT
transduziertem Knochenmark transplantiert wurde.

Das Knochenmark wurde durch Spilen von Femur und Tibia und anschlieendem Homogenisieren der
Zellsuspension gewonnen. Vor der Inkubation mit den entsprechenden Antikdrpern (CD11b, Gr-1; B220; Thy1.2),
wurden die Erythrozyten aus dem peripheren Blut durch hypotone Lyse entfernt. Die abgebildeten
Punktwolkendiagramme wurden, wie in Abb. 6 dargestellt, generiert. Die Zahlen geben den prozentualen Anteil
der Zellen im jeweiligen Quadranten an.
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Diese massive Expansion der grun fluoreszierenden Granulozyten in Verbindung mit der
auftretenden Leukozytose bestdtigt den durch FLT3-ITD induzierten myeloproliferativen

Phanotyp der Erkrankung.

3.3.6 Die Anzahl transplantierter Zellen und die Expressionsintensitat des
FLT3-Proteins beeinflusst die Latenzzeit einer FLT3-induzierten
myeloproliferativen Erkrankung

Um den Einfluss der Anzahl transplantierter FLT3-ITD exprimierender Zellen und der

Expressionsintensitdt des FLT3-ITD Proteins auf die Entstehung einer hdmatologischen

Erkrankung zu untersuchen, wurden, wie bereits als Uberblick in Kapitel 3.3.4 dargestellt,

weitere Transplantationsexperimente durchgeflhrt (Tabelle 1, Seite 78).

Alle Mause, die mit hoch exprimierenden FLT3-ITD transduziertem Knochenmark

transplantiert wurden, entwickelten ebenfalls eine myeloproliferative Erkrankung. Allerdings

war die mediane Latenzzeit beider Gruppen, unabhangig von der Anzahl der transplantierten

EGFP-positiven Zellen (146.000 bzw. 104.000), mit 15 bzw. 20 Tagen wesentlich kirzer als

bei den Mausen, deren Hamatopoese von dem niedrig exprimierenden FLT3-ITD Konstrukt

beeinflusst war (Abb. 36; Tabelle 1, Spalte 3). Als wahrscheinliche Todesursache liel3en sich
bei allen Mausen massive pulmonale Hamorrhagien nachweisen. Diese beobachtet man
auch bei durch andere Onkogene verursachten myeloproliferativen Erkrankungen (Schwaller

et al., 1998; Zhang und Ren, 1998; Li et al., 1999; Tomasson et al., 2000).
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Abb. 36: Kaplan-Meier Uberlebenskurve der FLT3-ITD transplantierten Miuse

Die Mause verstarben an der myeloproliferativen Erkrankung oder wurden aufgrund des schlechten
Allgemeinzustands infolge der Erkrankung getotet. Der prozentuale Anteil tiberlebender Tiere wurde gegen die
Zeit aufgetragen. Der in der Legende angegebene Zahlenwert x10° entspricht der Anzahl transplantierter EGFP-
positiver Zellen. Die Dreiecke symbolisieren Mause, die das hoch exprimierende FLT3-ITD Konstrukt tragen, die
Quadrate entsprechen Mausen, deren Knochenmark mit dem niedrig exprimierenden Konstrukt transduziert
wurde.
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Bei den Mausen mit kurzer Latenzzeit konnte ebenso eine Leukozytose beobachtet werden.
Diese war jedoch aufgrund des kurzen Uberlebens der M3use nicht so stark ausgepragt wie
die der in Kapitel 3.3.5 beschriebenen Mause (Abb. 33, Seite 78).

Die durchflusszytometrische Analyse von Knochenmark und peripherem Blut der Mause mit
kurzer Latenzzeit (Abb. 37) bestatigt zum einen den myeloiden Ursprung der Erkrankung und
zeigt zum anderen eine wesentlich starkere Infiltration mit EGFP-positiven Granulozyten als
bei Mausen mit schwacher FLT3-ITD Expression. So liegt in der exemplarischen Darstellung
einer charakteristischen Maus der Anteil EGFP-positiver Granulozyten in peripherem Blut
und Knochenmark mit Gber 62% etwa doppelt so hoch wie bei Mausen mit langer Latenzzeit
(vgl. Abb. 35a und Abb. 37). Das weist darauf hin, dass eine direkte Korrelation zwischen der
Proteinmenge von FLT3-ITD und dem durch FLT3-ITD hervorgerufenen Proliferationsvorteil

fir die transformierten Zellen besteht.

Myeloide Zellen B-Zellen T-Zellen

Knochenmark

CD1lb ————— 5
B20 —
Thyl2 ————»

Peripheres Blut

Abb. 37: Imnmunphénotypisierung von Knochenmark und peripherem Blut

Exemplarische Darstellung der durchflusszytometrischen Analyse von Knochenmark und peripherem Blut einer
charakteristischen Maus, welche mit FLT3-ITD " transduziertem Knochenmark transplantiert wurde.

Das Knochenmark wurde durch Spulen von Femur und Tibia und anschlieRendem Homogenisieren der
Zellsuspension gewonnen. Vor der Inkubation mit den entsprechenden Antikoérpern (CD11b, Gr-1; B220; Thy1.2)
wurden die Erythrozyten aus dem peripheren Blut durch hypotone Lyse entfernt. Die abgebildeten
Punktwolkendiagramme wurden, wie in Abb. 6 dargestellt, generiert. Die Zahlen geben den prozentualen Anteil
der Zellen im jeweiligen Quadranten an.

Zusammenfassend lasst sich hieraus ableiten, dass die Expressionsstarke des FLT3-ITD
Proteins im Knochenmark die Latenzzeit und Intensitat, jedoch nicht den Phanotyp der
Erkrankung beeinflusst. Die Gegenulberstellung des Gesamtiiberlebens der Mause, die mit
verschiedenen Mengen des hoch FLT3-ITD exprimierenden Knochenmarks transplantiert
wurden, macht deutlich, dass auch die Anzahl der transplantierten Zellen Einfluss auf die
Latenzzeit hat (Abb.36). So verstarben die mit 104.000 EGFP-positiven Zellen
transplantierten Mause nach 19-20 Tagen, wahrend die mit 146.000 Zellen transplantierten

Mause nur 14-16 Tage Uberlebten (Tabelle 1, Spalte 3).
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Um zu Uberprifen, ob auch eine geringe Anzahl niedrig exprimierender Knochenmarkzellen
ausreicht, eine hamatologische Erkrankung hervorzurufen, wurden 3 Mause mit jeweils
25.500 EGFP-positiven Zellen, welche mit dem niedrig exprimierenden Konstrukt
transduziert wurden, transplantiert. Bei diesen Tieren war ein Uberleben von mindestens 365
Tagen ohne Anzeichen einer hamatologischen Erkrankung zu beobachten (Abb. 36;
Tabelle 1). Demnach ist sowohl eine Mindestanzahl FLT3-ITD exprimierender Zellen, als
auch eine ausreichende FLT3-ITD Proteinexpression in jeder Zelle fir eine effiziente

Induktion einer myeloproliferativen Erkrankung notwendig.

3.3.7 FLT3 TKD-Mutanten induzieren im Mausmodell lymphatische
Erkrankungen mit unterschiedlicher hamatologischer Manifestierung
Um die transformierenden Eigenschaften der FLT3-Tyrosinkinasedomane (TKD)-Mutanten in
vivo zu untersuchen und mit den Eigenschaften des ITD-mutierten Rezeptors zu vergleichen,
wurden 4 voneinander unabhangige Transplantationsexperimente mit FLT3 TKD-Mutanten
durchgefiihrt. Dazu wurde Knochenmark von 5-FU vorbehandelten Mausen mit flr
FLT3 D838Y- oder FLT3 I839M+R-kodierenden Retrovirus unterschiedlicher Titer infiziert.
Der Anteil EGFP-exprimierender Zellen wurde mittels FACS-Analyse ermittelt und die
Gesamtzellzahl durch Messung der mononukledren Zellen bestimmt (Kapitel 2.2.6.5).
Anschlielend wurden myeloablativ bestrahlte Mause mit jeweils 318.000 (n=4) oder 30.000
(n=3) EGFP-positiven mononuklearen Zellen (FLT3 D838Y) bzw. 240.000 (n=3) oder 38.000
(n=3) EGFP-positiven mononukledren Zellen (FLT3 1839M+R) transplantiert. Im Hinblick auf
die besser transformierenden Eigenschaften des hoch exprimierenden im Vergleich zum
niedrig exprimierenden FLT3-ITD Konstrukt wurden fir die Transplantationsexperimente mit
den TKD-Mutanten des FLT3-Rezeptors ausschlieBlich hoch exprimierende Konstrukte
verwendet.
Im Gegensatz zu FLT3-ITD transplantierten Mausen entwickelten alle Mause, die
FLT3 D838Y transduziertes Knochenmark erhielten, lymphatische Erkrankungen mit
unterschiedlicher hamatologischer Manifestierung. Die Halfte (n=2) der mit 318.000
FLT3 D838Y-positiven Zellen transplantierten Mause verstarben an einer T-Zell Lymphom-
ahnlichen Erkrankung, wahrend der Rest (n=2) an einer akut lymphatischen B-Zell Leukamie
(B-ALL) erkrankte.
Das T-Zell Lymphom war charakterisiert durch eine massive Vergroferung von Thymus,
Lymphknoten und Milz (Abb. 38a). Als erstes autoptisch nachweisbares Zeichen einer T-Zell
Neoplasie war bei den mit 318.000 FLT3 D838Y-positiven Zellen transplantieren Mausen die
Grolie des Thymus auffallig. Die VergroRerung zu einem Volumen von ca. 10x5x5 mm fihrte
zu einer raumlichen Beeintrachtigung des Herzens und war somit die wahrscheinliche

Todesursache. In Abb. 38c ist zum Vergleich der Thymus einer Maus mit FLT3-ITD-
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induzierter myeloproliferativer Erkrankung dargestellt. Da sich myeloische Zellen nicht im
Thymus anreichern, hat dieser die dem Alter der Maus entsprechende physiologische Grofe
von ca. 5x2x2 mm. Durch die transformierten B-Zellen einer an B-ALL erkrankten Maus war
der Thymus nur leicht vergroRert (Abb. 38b).

Die FLT3 D838Y-transformierten Zellen flihrten sowohl beim T- als auch beim B-Zell-
Phanotyp zu einer VergroRerung der inguinalen Lymphknoten. Im Vergleich dazu bedingten
FLT3-ITD-transformierte myeloide Zellen keine Veranderung der Lymphknoten (Abb. 38,
mittlere Spalte). Auf die durch alle Zellarten hervorgerufene Splenomegalie (Abb. 38, rechte

Spalte) wird an spaterer Stelle naher eingegangen (Kapitel 3.3.8; Abb. 43).
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Abb. 38: FLT3 D838Y-induzierte VergroBerung von Thymus, Lymphknoten und Milz

Exemplarische Darstellung von Thymus, Lymphknoten und Milz charakteristischer Mause.
a.: Maus mit FLT3 D838Y-induziertem T-Zell Lymphom.

b.: Maus mit FLT3 D838Y-induzierter B-ALL.

c¢.: Maus mit FLT3-ITD-induzierter myeloproliferativer Erkrankung.

Die durchflusszytometrische Analyse der infiltrierten Organe bestatigte den durch
FLT3 D838Y-induzierten lymphoiden Phanotyp. In Abb. 39 sind exemplarisch die
Zelloberflachenfarbungen fir jeweils eine charakteristische Maus mit einer T-Zell Lymphom-
ahnlichen Erkrankung (a.) und einer B-ALL (b.) dargestellt.

Der Thymus der Maus mit T-Zell Phanotyp (Abb. 39a) besteht fast ausschlie3lich (99%) aus
EGFP-positiven T-Zellen. Das weist darauf hin, dass die durch FLT3 D838Y-transformierten
T-Zellen einen starken Proliferationsvorteil haben und somit die massive VergroRerung des
Thymus durch die deregulierte T-Zellproliferation bedingt ist. Die meisten Zellen (85%)
exprimierten neben dem T-Zellmarker Thy1.2 auch das Antigen CD4 auf ihrer Oberflache,
wodurch diese als T-Helferzellen identifiziert werden konnten (Dialynas et al., 1983; Wu et
al., 1991). Ein kleinerer Teil der Zellen (13%) exprimierte den fur zytotoxische T-Zellen
charakteristischen Oberflachenmarker CD8 (Ledbetter et al., 1980).
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Abb. 39: Immunphénotypisierung der mit FLT3 D838Y-Zellen infiltrierten Organe einer mit 318.000
FLT3 D838Y-positiven Zellen transplantierten Maus

Exemplarische Darstellung der durchflusszytometrischen Analyse der angegebenen Organe je einer
charakteristischen Maus, die mit 318.000 FLT3 D838Y-transduzierten Zellen transplantiert wurde.

Die Organe wurden, wie in Kapitel 2.2.6.7 beschrieben, aufbereitet, mit den angegebenen Antikdrpern inkubiert
und durchflusszytometrisch analysiert. Die abgebildeten Punktwolkendiagramme wurden wie in Abb. 6 dargestellt
generiert. Die Zahlen geben den prozentualen Anteil der Zellen im jeweiligen Quadranten an.

a.: Maus mit FLT3 D838Y-induziertem T-Zell Lymphom.

b.: Maus mit FLT3 D838Y-induzierter B-ALL.
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Die ausschlielBliche Expression eines der beiden Marker, CD4 oder CD8, weist auf reife T-
Zellen hin (Killeen et al., 1998; Yasutomo et al., 2000). Eine fehlende Expression oder
parallele Expression beider bei gleichzeitiger Thy1.2-Expression ist fir unreife T-Zellen
beschrieben (Fowlkes und Pardoll, 1989; Janeway, 1992). Da im Rahmen dieser Arbeit
keine CD4/CD8-Doppelfarbung durchgefiihrt wurde, kann der Reifegrad der EGFP-positiven
Thymuszellen nicht zuverlassig bestimmt werden. Aufgrund der haufiger auftretenden
Oberflachenexpression von CD4 im Vergleich zu CD8 kann jedoch darauf geschlossen
werden, dass zumindest ein Teil des Thymus aus reifen T-Helferzellen besteht.

Ein ahnliches Bild bietet auch die Immunphéanotypisierung des Knochenmarks. 96% der
Zellen im Knochenmark sind EGFP-positive T-Lymphozyten. 92% der Knochenmarkzellen
exprimieren CD4 und 28% CD8 auf ihrer Oberflache. Die Vergroflerung der Lymphknoten
durch Infiltration mit T-Lymphozyten konnte ebenfalls mittels durchflusszytometrischer
Analyse bestatigt werden.

Interessanterweise waren im peripheren Blut dieser Maus Uber 50% EGFP-positive Zellen zu
detektieren, die jedoch immunphanotypisch nicht aus der lymphoiden (B220% Thy1.27)
sondern aus der myeloischen Reihe (CD11b*) stammten (Abb. 39a unten). Dieses Ergebnis
weist darauf hin, dass die retrovirale Transduktion von FLT3 D838Y entweder in
omnipotente, hamatopoetische Stammzellen oder aber sowohl in myeloische als auch in
lymphatische Progenitoren erfolgte. Die D838Y-Mutante des FLT3-Rezeptors scheint jedoch
nicht in der Lage zu sein, myeloide Zellen dahingehend zu transformieren, eine
myeloproliferative Erkrankung hervorzurufen.

Die Immunphanotypisierung der Zellen aus Lymphknoten und Knochenmark einer an B-ALL
erkrankten Maus macht eine Infiltration dieser Organe mit malignen B-Zellen (EGFP*/B220")
deutlich. Im Gegensatz zu Mausen mit T-Zell Phanotyp wurden diese Zellen auch im
peripheren Blut detektiert (Abb. 39b). Die vor allem im Lymphknoten beobachtete
schwachere Expression des B-Zellmarkers auf EGFP-positiven Zellen, weist darauf hin, dass

es sich bei den Tumorzellen um unreife B-Zellen handelt.

Das Uberleben aller mit 318.000 FLT3 D838Y-positiven Zellen transplantierter Mause lag,
unabhangig vom Phanotyp der Erkrankung, zwischen 53 und 89 Tagen. Im Gegensatz dazu,
war die Latenz bei Mausen, welche nur 30.000 Zellen erhielten, mit 104 bis 183 Tagen
signifikant langer (Abb. 40, dreieckige Symbole). Dieses Ergebnis macht deutlich, dass auch
bei FLT3 D838Y transduziertem Knochenmark die Anzahl der transplantierten Zellen

Einfluss auf die Latenzzeit hat.
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Abb. 40: Kaplan-Meier Uberlebenskurve der FLT3 TKD-Mutanten transplantierten Mause

Die Mause verstarben an der lymphatischen Neoplasie oder wurden aufgrund des schlechten Allgemeinzustands
infolge der Erkrankung getotet. Der prozentuale Anteil Uberlebender Tiere wurde gegen die Zeit aufgetragen. Der
in der Legende angegebene Zahlenwert x10°® entspricht der Anzahl transplantierter EGFP-positiver Zellen. Die
Dreiecke symbolisieren Mause, die mit FLT3 D838Y transduziertem Knochenmark transplaniert wurden, die
Quadrate entsprechen Mausen, deren Knochenmark mit FLT3 I1839M+R transduziert wurde.

Alle der mit 30.000 FLT3 D838Y-positiven Zellen transplantierten Mause (n=3) verstarben an
einer T-Zell Lymphom ahnlichen Erkrankung, welche durch Infiltration von Thymus,

Knochenmark und Milz mit EGFP-positiven T-Zellen charakterisiert war.
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Abb. 41: Immunphanotypisierung von Thymus- und Knochenmarkzellen einer mit 30.000 FLT3 D838Y-
positiven Zellen transplantierten Maus

Exemplarische Darstellung der durchflusszytometrischen Analyse von Thymus und Knochenmark einer
charakteristischen Maus, welche mit 30.000 FLT3 D838Y-transduzierten Zellen transplantiert wurde.

Die Organe wurden wie in Kapitel 2.2.6.7 beschrieben aufbereitet, mit den angegebenen Antikérpern inkubiert
und durchflusszytometrisch analysiert. Die abgebildeten Punktwolkendiagramme wurden wie in Abb. 6 dargestellt
generiert. Die Zahlen geben den prozentualen Anteil der Zellen im jeweiligen Quadranten an.

Der durchflusszytometrisch bestimmte Immunphanotyp der malignen Zellen war bei allen
Mausen vergleichbar mit dem der oben beschriecbenen Mause mit T-Zell Phanotyp. Im
Gegensatz zu diesen war jedoch die Infiltration der betroffenen Organe mit EGFP-positiven
T-Zellen sehr viel schwacher ausgepragt. So liegt in der exemplarischen Darstellung einer

charakteristischen Maus der Anteil EGFP-positiver T-Zellen im Thymus der mit 30.000 Zellen
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transplantierten Maus bei 56% im Vergleich zu 99% und im Knochenmark bei 11% im
Vergleich zu 96% bei der mit 318.000 Zellen transplantierten Maus (vgl. Abb. 39a und
Abb. 41).

Das Gewicht der Milz der mit 30.000 Zellen transplantierter Mause lag zwischen 130 und
240 mg, wahrend die oben beschriebenen Tiere mit T-Zell Lymphom eine sehr viel starker
ausgepragte Splenomegalie mit einer Milzmasse von 390-910 mg entwickelt hatten (siehe
Tabelle 2, Seite 90). Diese Daten weisen darauf hin, dass die Anzahl der transplantierten
FLT3 D838Y-positiven Zellen nicht nur die Latenzzeit, sondern auch die Intensitat der

Erkrankung beeinflussen.

Zusatzlich zu der am haufigsten in AML-Patienten auftretenden TKD-Mutante FLT3 D838Y
(Gillland und Griffin, 2002), wurde eine selten detektierte Mutante im Mausmodell
untersucht. Daflir wurden jeweils 3 Mause mit 240.000 oder 38.000 FLT3 I839M+R-positiven
mononukledren Knochenmarkzellen transplantiert. Die Transplantation von 240.000 Zellen
fuhrte in allen Mausen (n=3) zu einer T-Zell Lymphom-ahnlichen Erkrankung mit einer
Latenzzeit von 86-177 Tagen. Demnach ist das Uberleben der Mause, deren Knochenmark
die Insertionsmutante exprimiert, langer als das der mit vergleichbaren Zellzahlen
transplantierten D838Y-exprimierenden Mause (Abb. 40, Seite 88).
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Abb. 42: Immunphénotypisierung von Thymus-, Knochenmark- und peripheren Blutzellen einer mit
240.000 FLT3 1839M+R-positiven Zellen transplantierten Maus

Exemplarische Darstellung der durchflusszytometrischen Analyse von Thymus, Knochenmark und peripherem
Blut einer charakteristischen Maus, welche mit 240.000 FLT3 I839M+R-transduzierten Zellen transplantiert
wurde.Die Organe wurden, wie in Kapitel 2.2.6.7 beschrieben, aufbereitet, mit den angegebenen Antikdrpern
inkubiert und durchflusszytometrisch analysiert. Die abgebildeten Punktwolkendiagramme wurden wie in Abb. 6
dargestellt generiert. Die Zahlen geben den prozentualen Anteil der Zellen im jeweiligen Quadranten an.
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Im Gegensatz zu allen bisher beschriebenen Mausen manifestierte sich die FLT3 I839M+R-
induzierte Neoplasie hauptsachlich im Thymus. In Knochenmark, peripherem Blut und der
Milz konnte mittels durchflusszytometrischer Immunphanotypisierung nur ein geringer Anteil
EGFP-positiver T-Zellen erfasst werden. Bemerkenswert ist ebenfalls, dass die malignen T-
Zellen im Thymus (Thy1.2*/EGFP*) weder CD4 noch CD8 auf ihrer Oberflache exprimieren.
Es handelt sich somit um T-Zellen in einem frihen Entwicklungsstadium (Abb. 42). Zudem
waren bei diesen Mausen EGFP-positive myeloide Zellen (CD11b*) im Knochenmark
nachweisbar.

Nach Transplantation von 38.000 FLT3 I839M+R-positiver Zellen war in allen Tieren (n=3)
ein Uberleben von mindestens 270 Tagen ohne Anzeichen einer hamatologischen
Erkrankung zu beobachten (Abb. 40, Seite 88).

FLT3-ITD, eine Mindestmenge an FLT3 I839M+R-

exprimierenden Zellen notwendig, um eine Erkrankung in der Maus zu induzieren.

Folglich ist, ahnlich wie bei

3.3.8 Vergleich der durch FLT3-ITD und FLT3 TKD-Mutanten induzierten

Erkrankungen
Die Ergebnisse der vorangehenden Kapitel zeigen, dass FLT3-ITD im Mausmodell eine
myeloproliferative Erkrankung hervorruft, wahrend beide untersuchten TKD-Mutanten des
Rezeptors einen lymphoiden Phanotyp induzieren. Im Folgenden werden die Unterschiede

der durch verschiedene FLT3-Mutanten verursachten Neoplasien herausgestellt (Tabelle 2).

Tabelle 2: Ubersicht der FLT3 Transplantationsexperimente

FLT3- Anzahl transplantierter Uberleben WBC count, Milzgewicht Phénotyp Infiltrierte Organe
Konstrukt EGFP+ Tage x10% pl mg
Knochenmarkzellen [Median] [Median] [Median]
WT 95.000 > 365 49-176 60-100 / /
n=4 [12,4] [80]
n=4 n=4 n=2 n=4
ITD niedrig 110.000 53-70 97,2 -188 510-690 myeloproliferative Milz, KM
n=4 [58] [141] [580] Erkrankung Knochenmark
n=4 n=4 n=3 n=4 peripheres Blut
ITD hoch 146.000 14 -16 9,5-38,8 290 - 360 myeloproliferative Milz
n=3 [15] [28,4] [300] Erkrankung Knochenmark
n=3 n=3 n=3 n=3 peripheres Blut
ITD hoch 104.000 19-20 17,2-22,4 n.a. myeloproliferative Milz
n=3 [20] [19,1] Erkrankung Knochenmark
n=3 n=3 n=3 peripheres Blut
ITD niedrig 25.500 > 365 42-11,8 n.a. / /
n=3 [7.8]
n=3 n=3
D838Y hoch 318.000 56 - 85 5,8-10,5 390 - 910 T-Zell-Lymphom Thymus, Milz
n=4 n=2 n=2 n=2 n=2 Lymphknoten
Knochenmark
53 -89 11,6-257 930 B-ALL Milz, Lymphknoten
n=2 n=2 n=1 n=2 Knochenmark
peripheres Blut
D838Y hoch 30.000 104 - 183 10,2-20,1 130 - 240 T-Zell-Lymphom Thymus, Milz
n=3 [122] [16,9] Lymphknoten
n=3 n=3 n=2 n=3 Knochenmark
1839M+R hoch 240.000 86-177 6,8-12,8 120 - 610 T-Zell-Lymphom Thymus
n=3 [168] [12,4]
n=3 n=3 n=2 n=3
1839M+R hoch 38.000 >270 3,5-158 60 - 90 / /
n=3 [4.9] [81]
n=3 n=3 n=3 n=3

EGFP: griin fluoreszierendes Protein (Enhanced Green Fluorescent Protein); n: Anzahl der

n.a.: nicht analysiert; PB: peripheres Blut.

untersuchten Tiere;
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Keine der Mause, die mit FLT3 TKD-Mutanten transduziertem Knochenmark transplantiert
wurden, entwickelte eine Leukozytose. Im Gegensatz dazu waren die Leukozytenwerte im
peripheren Blut bei allen Mausen, welche an einem FLT3-ITD induzierten myeloproliferativen

Syndrom erkrankt waren, erhoht (Tabelle 2, Spalte 4).

Myeloide Zellen B-Zellen T-Zellen
i 2| A 1 2 A 2.1 P

FLT3 WT S s% 1% 3% el 1%
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FLT3-ITD {2

110 niedrig T
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CD11b
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Thy1.2
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FLT3 D838Y AR
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T-Zell-Phanotyp

FLT3 D838Y
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15%)
EGFP

Abb. 43: Inmunphénotypisierung der die Splenomegalie verursachenden Zellen

Groflenvergleich der Milzen (links) und Vergleich der durchflusszytometrischen Immunphanotypisierung der
Milzzellen (rechts). Es sind jeweils die Daten einer charakteristischen Maus pro Transplantationsexperiment
dargestellt. In der linken Spalte ist das verwendete Konstrukt und die transplantierte Zellzahl angegeben.

Da die Milz bei hamatologischen Erkrankungen der Maus ein bevorzugter Ort der

extramedullaren Hamatopoese ist, reichern sich maligne hamatopoetische Zellen haufig dort
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an. Durch die deregulierte Proliferation der transformierten Zellen in der Milz entsteht somit
eine Splenomegalie. Die Abb. 43 zeigt, dass sowohl durch FLT3-ITD als auch durch
FLT3 D838Y eine massive Splenomegalie induziert wurde. Somit ist die VergroRerung der
Milz zwar ein Hinweis auf das Vorliegen einer hamatologischen Erkrankung, jedoch gibt sie
keine Auskunft darliber, ob die verursachende Zellen myeloischen oder lymphatischen
Ursprungs sind. Die durchflusszytometrische Analyse der Milzzellen macht deutlich, dass die
Splenomegalie sowohl durch myeloide Zellen als auch durch B- oder T-Lymphozyten
hervorgerufen werden kann (Abb. 43). Die EGFP-positiven Zellen in der Milz sind bei FLT3-
ITD Mausen fast ausschlie8lich positiv fir den myeloiden Marker CD11b und negativ fir B-
und T-Zellmarker. Im Gegensatz dazu war die Milz bei Mausen, die an einer FLT3 D838Y-
induzierten Erkrankung verstarben, mit Lymphozyten infiltriert. Bei Tieren mit T-Zelllymphom
bestand die Milz zu grofRen Teilen aus EGFP-positiven T-Zellen, auf deren Oberfache
hauptsachlich Thy1.2, aber kein CD11b oder B220 exprimiert wurde. Die B-ALL ging mit
einer Infiltration der Milz mit B-Zellmarker positiven, grin fluoreszierenden Zellen einher.
Somit ist nochmals deutlich zu erkennen, dass FLT3-ITD eine myeloproliferative Erkrankung
hervorruft, FLT3 D838Y hingegen lymphatische Neoplasien induziert. Das FLT3 I839M+R-
induzierte T-Zelllymphom manifestierte sich hauptsachlich im Thymus. In der Milz wurde nur
ein geringer Teil EGFP-positiver T-Zellen gefunden (Daten nicht gezeigt).

Ein weiteres Merkmal der unterschiedlichen Eigenschaften der verschiedenen FLT3-
Mutanten ist die Latenzzeit der Erkrankungen. Um den Einfluss der Proteinexpressionsstarke
mdglichst auszuschlieRen, wurden fir die Gegenlberstellung der Latenzzeiten nur die durch

hoch exprimierende Konstrukte hervorgerufenen Erkrankungen verglichen.
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Abb. 44: Uberleben von FLT3-ITD- im Vergleich zu FLT3 TKD-transplantierten Miausen

Kaplan-Meier-Uberlebenskurve. Der prozentuale Anteil liberlebender Tiere wurde gegen die Zeit aufgetragen.
Der in der Legende angegebene Zahlenwert x10* entspricht der Anzahl transplantierter EGFP-positiver Zellen.
Die offenen Symbole stellen Mause dar, die mit FLT3-ITD transduziertem Knochenmark transplantiert wurden, die
schwarzen symbolisieren Mause, deren Knochenmark mit FLT3 TKD-Mutanten transduziert wurde.
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Das Uberleben der mit FLT3-ITD transduziertem Knochenmark transplantierten Mause war
signifikant kirzer, als das der Mause, die mit FLT3 TKD-Mutanten infiziertem Knochenmark
transplantiert wurden (Abb. 44).

Da sich Retroviren an zufélligen Lokalisationen in das Zellgenom integrieren, kommt es bei
verschiedenen Transduktionen zu unterschiedlichen Integrationsstellen des FLT3-IRES-
EGFP Provirus im Mausgenom. Durch Wahl geeigneter Schnittstellen und Sonden ist es so
mdglich, die Klonalitat der Erkrankung im Southernblot (Kapitel 2.2.1.8) zu Uberprifen.

Dazu wurde zunachst genomische DNA aus den Milzzellen der Mause extrahiert (Kapitel
2.2.1.7). Die Milz der Tiere wurde verwendet, da diese bei allen untersuchten Tieren,
unabhangig vom Phanotyp, mit den malignen Zellen infiltriert war (Abb. 43, Seite 91). Die
extrahierte DNA wurde anschlieRend mit der Restriktionsendonuklease Eco Rl geschnitten.
In der proviralen Sequenz befindet sich die Erkennungssequenz fir das Enzym vor der fir
IRES-EGFP kodierenden Sequenz. Deshalb entstehen bei Restriktion mit Eco R/ unter
anderem auch DNA-Fragmente, welche die EGFP-Sequenz beinhalten. Die Lange des
Fragments hangt davon ab, wie weit die nachste Eco R/ Schnittstelle in der genomischen
DNA vom Integrationslokus entfernt ist. Nach dem Auftrennen der Fragmente im Agarosegel
(Kapitel 2.2.1.3) wurden diese auf eine Nylonmembran (Kapitel 2.2.1.8) transferiert. Durch
anschlielendes Hybridisieren mit einer radioaktiv markierten EGFP-Sonde (Kapitel 2.2.1.9)

wurden die DNA-Fragmente visualisiert, welche das Provirus tragen.

Transplantat: FLT3-ITD FLT3 D838Y
Phéanotyp: myeloproliferativ T B
&
g i
1 2 3 4 5 6

Abb. 45: Integrationsmuster des FLT3-IRES-EGFP Provirus in Milzzellen erkrankter Mause

Die genomische DNA aus Milzzellen einer nicht transplantierten Kontrollmaus (Spur 1), drei verschiedener FLT3-
ITD Mause (Spuren 2-4) und je einer FLT3 D838Y Maus mit T- bzw. B-Zellphanotyp (Spur 5 bzw. 6) wurde
extrahiert und mit Eco R/ verdaut. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung wurden die DNA-Fragmente auf eine
Nylonmembran transferiert und die proviralen Integrationsstellen durch Hybridisierung mit einer radioaktiv
markierten EGFP-Sonde visualisiert.
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Bei allen untersuchten Mausen sind mehrere retrovirale Integrationsbanden
unterschiedlicher Muster erkennbar (Abb. 45). Somit ist sowohl das FLT3 D838Y- induzierte
T-Zell Lymphom als auch die durch das selbe Onkogen hervorgerufene B-ALL oligoklonal.
Wie bereits in der Literatur beschrieben (Kelly et al., 2002b), ist auch die FLT3-ITD induzierte

myeloproliferative Erkrankung oligoklonalen Ursprungs.

Einen Hinweis auf die mdgliche molekulare Ursache der Induktion verschiedener
Erkrankungen ergab die Untersuchung der durch FLT3-Mutanten aktivierten Signalmolekile
im Ba/F3-Zellmodell (Kapitel 3.1.4). Dort wird STAT5 und ERK1/2 durch FLT3-ITD starker
aktiviert als durch die Punktmutanten. Dieser Unterschied konnte zunachst in primaren
Zellen nicht bestatigt werden, da aus diesen direkt nach der Infektionsprozedur Lysate
angefertigt wurden (Kapitel 3.3.3). Somit waren im Medium noch Zytokine vorhanden,
welche die Unterschiede der aberranten Aktivierung maskieren konnten. Um zu Uberprifen,
ob die im Ba/F3-Zellmodell ermittelten Unterschiede auch in murinen Knochenmarkzellen
auftreten und somit die differenzielle Aktivierung verschiedener Signalmolekile ein moglicher
Grund der Induktion verschiedener Phanotypen in der Maus sein kdnnten, wurde
Knochenmark aus 5-FU vorbehandelten Mausen mit den FLT3-Mutanten transduziert. Der
Titer der retroviralen Uberstande wurde vor der Infektion auf den niedrigsten Wert (6,7x10°
CFU/ml) angeglichen. Die durchflusszytometrische Analyse der Zellen zeigt eine
vergleichbare  Transduktionseffizienz ~ (Abb. 46a). Die Zellen wurden nach der
Infektionsprozedur zweimal mit PBS gewaschen um die im Transduktionsmedium
enthaltenen Zytokine zu entfernen. AnschlieBend wurden die Zellen 4 h in zytokinfreiem
Medium mit 2% FCS kultiviert, um die Aktivierung der zu untersuchenden Signalwege durch
im Medium enthaltene Faktoren zu minimieren. Die Lysate aus diesen Zellen wurden
gelelektrophoretisch aufgetrennt und die darin enthaltenen Proteine immunchemisch im
Western-Blot dargestellt. Die aquivalente FLT3-Expression ist sowohl durch die FACS-
Analyse (Abb. 46a) als auch durch den Nachweis mit einem gegen FLT3 gerichteten
Antikérper im Western-Blot bestatigt (Abb. 46b). In Abb.46b ist aullerdem der
Aktivierungsstatus der Proteine AKT, ERK1/2 und STATS durch Detektion der Lysate mit den
jeweiligen phospho-spezifischen Antikorpern dargestellt. Eine starkere Aktivierung von
STATS durch FLT3-ITD als durch FLT3 D838Y ist deutlich erkennbar. Eine Aktivierung von
STATS durch FLT3 I839M+R ist kaum darstellbar.
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Abb. 46: STAT5 wird von FLT3-ITD starker aktiviert als von FLT3 TKD-Mutanten

Knochenmark von 5-FU-vorbehandelten Mausen wurde mit den angegebenen Konstrukten transduziert.

a.: Durchflusszytometrische Analyse der EGFP-Expression retroviral transduzierter Knochenmarkzellen.

b.: Die in (a) analysierten Zellen wurden nach der Infektionsprozedur zweimal in PBS gewaschen und fir 4h in
zytokinfreiem Medium mit 2% FCS kultiviert. AnschlieBend wurden aus den so gehungerten Zellen Lysate
hergestellt. Die Abbildung zeigt die immunchemische Darstellung der Proteine im Western-Blot nach
gelelektrophoretischer Separation. Die Expression von FLT3 wurde mit einem anti FLT3-Antikdrper
nachgewiesen. Die Kontrolle der geladenen Gesamtproteinmenge erfolgte mit einem Antikdrper gegen p—Aktin.
Mit den phosphospezifischen Antikérpern gegen AKT, ERK1/2 und STATS (anti pAKT, anti pERK1/2 und anti
pSTATS) wurde der Aktivierungsstatus der Proteine nachgewiesen (oben). Mit Antikérpern gegen AKT, ERK1/2
und STAT5 wurde nach Entfernen des Erstantikorpers die aufgetragene Gesamtproteinmenge kontrolliert (unten).
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4 Diskussion

Eine Voraussetzung flir den kontrollierten Ablauf der Hamatopoese ist die strenge
Regulation der daran beteiligten Rezeptortyrosinkinasen. Wird die autoinhibitorische
Funktion nicht aktivierter Kinasen auler Kraft gesetzt, resultiert daraus eine deregulierte
Signaltransduktion. Diese kann durch Steigerung der Zellteilungsrate und Inaktivierung der
Differenzierungsfahigkeit der Zellen zur Ausbildung einer malignen hamatologischen
Erkrankung beitragen (Robertson et al., 2000; Reilly, 2003). Die Voraussetzung einer
gezielten Therapie maligner hamatologischer Erkrankungen ist die Identifikation und
Charakterisierung molekularer Zielstrukturen. Dabei ermdglichen sowohl das Zell- als auch
das Mausmodell die Untersuchung potentieller Onkogene im Hinblick auf deren

transformierende Eigenschaften sowie deren Sensitivitat gegenlber selektiven Inhibitoren.

4.1 Untersuchung der transformierenden Eigenschaften im

Zellmodell

Die Tyrosinkinaseaktivitat des FLT3-Rezeptors wird durch sterische Hinderung der ATP- und
Substratbindung reguliert. Die Konformation der Aktivierungsschleife und die Lage der
juxtamembranaren Doméane spielen hierbei eine entscheidende Rolle (Griffith et al., 2004).
Mutationen innerhalb dieser Domanen koénnen zur Aufhebung der autoinhibtorischen
Funktion des Rezeptors flhren. In Anwesenheit von Langenmutationen der
juxtamembranaren Domane (internal tandem duplications, 1TD) oder Punktmutationen
innerhalb der Aktivierungsschleife liegt der FLT3-Rezeptor konstitutiv autophosphoryliert vor.
Die deregulierte Kinaseaktivitdt hat eine konstitutive Aktivierung promitogener
Signalkaskaden zur Folge. Das onkogene Potential der FLT3-Mutanten zeigt sich in deren
Fahigkeit, myeloide und lymphatische Zellen zu transformieren (Fenski et al., 2000;
Hayakawa et al., 2000; Mizuki et al., 2000; Yamamoto et al., 2001). Diese Eigenschaften
bilden die Grundlage flir die Annahme eines kausalen Zusammenhangs zwischen der
Expression eines mutierten FLT3-Rezeptors und der Pathogenese hamatologischer
Neoplasien. Unterstitzt wird diese Hypothese durch die hohe Frequenz mutierter FLT3-
Rezeptoren in malignen hamatopoetischen Erkrankungen. ITD-Mutationen des FLT3-
Rezeptors kdénnen bei durchschnittlich 25% aller Patienten mit AML (Kiyoi et al., 1997;
Kottaridis et al., 2001; Thiede et al., 2002) sowie bei 5-10% der Patienten mit Myelodysplasie
(MDS) nachgewiesen werden (Horiike et al., 1997; Yokota et al., 1997; Fenaux, 2001). TKD-
Mutationen des FLT3-Rezeptors werden bei ca. 7% der Patienten mit AML, in 3-5% der
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myelodysplastischen Syndrome (MDS) sowie bei 3% aller ALL-Falle detektiert (Griffin, 2001;
Yamamoto et al., 2001; Thiede et al., 2002).

Vor kurzem wurden in AML-Patienten zwei neue, bislang noch nicht charakterisierte
Mutationen innerhalb der Aktivierungsschleife des FLT3-Rezeptors identifiziert. Bei 13 der 87
untersuchten Patienten mit FLT3 TKD-Mutation konnte eine Deletion des Isoleucin 836
(1836del) nachgewiesen werden. Die Probe eines Patienten zeigte die Mutation des Isoleucin
836 zu Methionin mit gleichzeitiger Insertion eines Arginin (I836M+R) (Thiede et al., 2002). In
einer weiteren Studie wurde die Deletionsmutation in zwei von 32 Patientenproben detektiert
(Frohling et al., 2002). (Die Nummerierung in diesem Abschnitt basiert auf der
Aminosauresequenz des humanen FLT3-Rezeptors.)

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die neu identifizierten FLT3-Rezeptormutanten zunachst im
Zellmodell charakterisiert. Der Nachweis konstitutiver Autophosphorylierung qilt als erster
Hinweis auf das onkogene Potential mutierter Tyrosinkinasen. Durch transiente
Uberexpression in Phoenix E-Zellen konnte die konstitutive Autophosphorylierung der beiden
neuen FLT3-Mutanten nachgewiesen werden. Die stabile Expression der Mutanten in der
hamatologisch relevanten murinen pre-B-Zelllinie Ba/F3 bestatigte die konstitutive
Aktivierung des FLT3-Rezeptors. In beiden Zelllinien fuhrte die Kinaseaktivitdt der
untersuchten FLT3-Mutanten zu einer Phosporylierung des STATS5-Proteins. Im Gegensatz
dazu kam es trotz starker Autophosphorylierung des stimulierten FLT3-WT Rezeptors nicht
zu einer Aktivierung des STATS5-Signalweges. Dies ist ein Hinweis darauf, dass Mutationen
im FLT3-Rezeptor nicht nur zur konstitutiven Aktivierung des Rezeptors flihren, sondern
auch zusatzliche, unphysiologische Signalwege aktivieren kénnen. In der Literatur wird
dieser Sachverhalt jedoch kontrovers diskutiert. Einerseits wurde Ubereinstimmend mit den
Daten dieser Arbeit eine starke STAT5-Phosphorylierung in FLT3-ITD exprimierenden Zellen
gezeigt, wahrend in FLT3-WT Zellen nach Stimulation mit dem FLT3-Liganden (FL) keine
STAT5-Aktivierung nachweisbar war (Hayakawa et al, 2000; Mizuki et al., 2000;
Spiekermann et al., 2003a; Bagrintseva et al., 2004). Andererseits ist die Aktivierung von
STAT5a, aber nicht STAT5b, durch FL-Stimulation von FLT3-WT exprimierenden Ba/F3-
Zellen beschrieben (Zhang et al., 2000). Eine mdgliche Erklarung fir die Divergenz der
Daten ist der Einsatz verschiedener Antikdrper gegen STAT5. Da STAT5a und STAT5b auf
Aminosaureebene eine Homologie von tber 90% aufweisen (Lin et al., 1996), detektiert ein
Grofteil der STATS5-Antikorper beide STATS-Isoformen. In der vorliegenden Arbeit wurde ein
phosphospezifischer STAT5-Antikdrper eingesetzt, der beide Isoformen des Proteins erkennt
(Wheeler et al., 2001). Es ist daher wahrscheinlich, dass die konstitutive Kinaseaktivitat der
FLT3-Rezeptormutanten zur Aktivierung von STATSb fuhrt, wahrend durch Stimulation des
FLT3-WT Rezeptors der STAT5a Signalweg aktiviert wird. Das fehlende pSTAT5 Signal der

stimulierten FLT3-WT Zellen kdnnte zum einen durch eine geringere Affinitat des Antikdrpers
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fur pSTAT5a und zum anderen mit einer schwacheren Aktivierung dieser Signalkaskade
durch den Wildtyprezeptor erklart werden.

Wodurch es zur Aktivierung von STATS5 durch die FLT3-Mutanten kommt, ist nicht
vollstandig geklart. Vor kurzem wurde die Aktivierung von Tyk2, einem Mitglied der
Januskinasefamilie, durch FLT3-ITD, aber nicht durch FLT3-WT beschrieben (Murata et al.,
2003). Da die Aktivierung von STAT-Proteinen haufig tUber Januskinasen erfolgt (Darnell et
al., 1994; Ihle, 1995; Benekli et al., 2003), gehen die Autoren von einem Zusammenhang
zwischen Tyk2-Phosphorylierung und Aktivierung von STAT5 durch FLT3-ITD aus. Eine
direkte Assoziation der Molekile wurde jedoch nicht gezeigt. Diese Fragestellung bleibt
Gegenstand zukinftiger Untersuchungen. Zwei weitere Moglichkeiten der Aktivierung von
STATS5 koénnen hierbei in Betracht gezogen werden. Zum einen eine direkte Assoziation der
Proteine und zum anderen eine Aktivierung von STAT5 Uber src-Kinasen. Beide
Mechanismen sind beschrieben. Beispielsweise erfolgt die Aktivierung von STAT5 durch
PDGF direkt durch den PDGF-Rezeptor (Paukku et al., 2000). Andererseits werden die
physiologischen Signale von IL-3, Erythropoietin und EGF durch verschiedene Mitglieder der
src-Kinasefamilie auf STAT-Proteine Ubertragen (Chaturvedi et al., 1998; Chin et al., 1998;
Olayioye et al., 1999). Klejman et al. konnten zeigen, dass die onkogene Tyrosinkinase Bcr-
abl STAT5 uUber die src-Kinase Hck aktiviert (Klejman et al., 2002). Zukunftige
Untersuchungen werden der Frage nachgehen, ob die Signalibertragung von FLT3 auf
STATS Uber src-Kinasen oder Uber andere Signalmolekile erfolgt und welche Unterschiede

dabei zwischen dem Wildtyprezeptor und den Mutanten bestehen.

Die biologische Relevanz der untersuchten FLT3-Mutanten wurde durch den Nachweis der
transformierenden Eigenschaften bestatigt. Beide Mutanten waren in der Lage sowohl
lymphatische als auch myeloische Zellen zur Faktorunabhangigkeit zu transformieren. Die
promitogene Aktivitat aller FLT3 TKD-Mutanten war vergleichbar. Im Gegensatz dazu erwies
sich FLT3-ITD bezlglich der transformierenden Eigenschaften als starkstes Onkogen. Es
wurde daher der Frage nachgegangen, ob FLT3-ITD im Vergleich zu den TKD-Mutanten
Signalmolekiile starker aktiviert, deren Aktivierung promitogene und/oder antiapoptotische
Effekte zur Folge hat. Beispielsweise fihrt die Aktivierung von STATS5 in hamatopoetischen
Zellen zu einer veranderten Expression von Genen, die an der Regulation von Zellzyklus,
Proliferation und Apoptose beteiligt sind (Nosaka et al., 1999). Die Expression von dominant
negativem STATS verringert das transformierende Potential von FLT3-ITD (Mizuki et al.,
2000; Murata et al., 2003), verandert jedoch nicht die proliferative Aktivitat FL-stimulierter
FLT3-WT exprimierender Zellen (Murata et al., 2003). Das verdeutlicht die Bedeutung von
STATS fur die transformierende Aktivitat von FLT3-ITD. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
konnte in stabil exprimierenden Ba/F3-Zellen eine starkere STAT5-Aktivierung durch FLT3-
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ITD als durch die TKD-Mutanten beobachtet werden. Die aberrante Aktivierung von STAT-
Signalwegen wird bei verschiedenen hamatologischen Neoplasien beobachtet. Man geht
davon aus, dass diese auch von entscheidender Bedeutung flr die transformierenden
Eigenschaften weiterer Klasse IlI-Rezeptortyrosinkinasemutanten ist, wie beispielsweise fir
KIT D816V und TEL-PDGFR (Ning et al., 2001; Sternberg et al., 2001; Spiekermann et al.,
2002c).

Die gegensatzlichen Daten in Phoenix E-Zellen kénnen zum einen auf die transiente
Uberexpression von FLT3 und zum anderen auf den nicht-hdmatopoetischen Ursprung

dieser Zelllinie zurtickgefihrt werden.

Die Analyse der FLT3-Tyrosinkinasedomane war lange Zeit auf die Codons 835 und 836
beschrankt. Da diese die Erkennungssequenz fiir die Restriktionsendonuklease EcoRV
(GATATC) bilden, ist es ohne aufwendige Sequenzierung moglich, Mutationen, die diese
Codons betreffen durch Restriktionsanalysen des aus Patientenproben amplifizierten FLT3-
Transkripts zu identifizieren (Yamamoto et al., 2001; Quentmeier et al., 2003). Frihere
Studien zeigen, dass insbesondere das innerhalb der Klasse Ill-Rezeptortyrosinkinasen hoch
konservierte Codon 835 (D835) von Mutationen betroffen ist (Griffin, 2001; Yamamoto ef al.,
2001). Fur die biologische Relevanz der D835-Mutationen spricht, dass der Austausch der
homologen Aminosdure in KIT (D816) und im CSF-Rezeptor (D802) zur Liganden-
unabhangigen Aktivierung dieser Rezeptoren fiuhrt (Furitsu et al., 1993; Piao und Bernstein,
1996; Morley et al., 1999). Im Rahmen dieser Arbeit konnte das transformierende Potenzial
und damit die biologische Relevanz zwei kurzlich durch direkte Sequenzierung identifizierter
FLT3 TKD-Mutanten belegt werden. Neuere Studien zeigen weitere Leukamie-assoziierte,
aktivierende Mutationen innerhalb der Aktivierungsschleife des FLT3-Rezeptors (D839G,
840GS, N8411/Y, Y842C/H), die durch die konventionelle Restriktionsanalytik nicht detektiert
worden waren (Spiekermann et al., 2002a; Jiang et al., 2004; Kindler et al., 2005; Smith et
al., 2005). Die klinische Relevanz dieser Mutationen liegt nahe, da vergleichbare
aktivierende Mutationen auch bei KIT sowie im PDGF-Rezeptor in malignen Erkrankungen
nachgewiesen wurden (Pignon et al., 1997; Longley et al., 2001; Heinrich et al., 2003). Da
diese Mutationen nur durch direkte Sequenzierung erfassbar sind, ist es wahrscheinlich,
dass der Anteil aktivierender TKD-Mutationen im FLT3-Rezeptor leukdmischer Blasten noch
unterschatzt wird. Zusatzlich besteht die Moglichkeit transformierender Mutationen in
anderen Domanen. Beispielsweise wurden aktivierende Punktmutationen in der
extrazellularen Domane des CSF-Rezeptors beschrieben (Roussel et al., 1988). In
gastrointestinalen Stromatumoren (GIST) und myeloproliferativen Erkrankungen konnten
aktivierende Mutationen der extrazellularen Doméane von KIT nachgewiesen werden (Nagata

et al., 1995; Lux et al.,, 2000). Es ist also mit groBer Sicherheit davon auszugehen, dass



Diskussion 100

weitere Mutationen des FLT3-Rezeptors in leukdmischen Zellen von AML-Patienten entdeckt
werden. Diese Hypothese wird durch die Tatsache unterstitzt, dass FLT3 in bis zu 100% der
AML-Falle stark Gberexprimiert vorliegt (Drexler, 1996; Rosnet et al., 1996), gleichzeitig aber

die Mutationsanalytik bis zum heutigen Zeitpunkt auf wenige Domanen beschrankt war.

4.2 Untersuchung der Sensitivitat gegenuber

Tyrosinkinaseinhibitoren

FLT3 ist das am haufigsten von Mutationen betroffene Gen bei akut myeloischen Leukamien
(Gilliland und Griffin, 2002). Obwohl FLT3 mit groBer Wahrscheinlichkeit nicht das alleinig
verantwortliche Onkogen fir die Induktion einer AML ist, scheint es trotzdem eine wichtige
Rolle bei der Entstehung und dem Verlauf der Erkrankung zu spielen. Selektive Hemmstoffe
gegen diese Kinase stellen somit eine neue Option flr die Behandlung FLT3-positiver
leukamischer Erkrankungen dar. Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden mehrere selektive
FLT3-Tyrosinkinaseinhibitoren entwickelt und in praklinischen Studien untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass diese durch Inhibition der Autophosphorylierung von FLT3 die FLT3-
ITD vermittelte Proliferation sowohl in Zelllinien als auch in primaren AML-Blasten
unterbinden und in diesen Zellen Apoptose auslosen (Levis et al., 2001; Tse et al., 2001;
Levis et al., 2002; Weisberg et al., 2002). Die klinische Relevanz der FLT3-Inhibition wurde
im FLT3-ITD Mausmodell bestatigt. Die Behandlung der Mause mit Kinaseinhibitoren hatte
ein signifikant verlangertes Uberleben der Tiere zur Folge (Kelly et al., 2002c; Levis et al.,
2002; Weisberg et al., 2002).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Empfindlichkeit verschiedener FLT3-Mutanten
gegenlber den FLT3-Tyrosinkinaseinhibitoren AG1296, PKC412 und SU5614 untersucht.
Hierbei stellte sich heraus, dass das inhibitorische Potential der untersuchten Substanzen
durch die Art der Mutation im FLT3-Rezeptor beeinflusst wird.

Wahrend FLT3-ITD und FLT3 1839del sich durch hohe Sensitivitat gegeniber AG1296
auszeichneten (ICso~ 2,5 uM), konnte die konstitutive Kinaseaktivitat von FLT3 I839M+R nur
durch hohe Konzentrationen (ICs0~6 uM) des Inhibitors unterbunden werden.
Interessanterweise wiesen FLT3 D838Y exprimierende Zellen eine relative Resistenz
gegeniiber dem Inhibitor auf (ICs0> 10 uM). AG1296 inhibiert die konstitutive Aktivierung des
FLT3-Rezeptors durch kompetitve Verdrdngung von ATP aus der ATP-Bindungstasche
(Kovalenko et al., 1997). Die exakte Anpassung des Molekils an die raumlichen
Gegebenheiten der ATP-Bindungstasche ist Voraussetzung fir dessen inhibitorische
Aktivitdt. Mutationen im Zielprotein kénnen zu einer Veranderung der rdumlichen Struktur
fuhren. Dadurch wird die Affinitdt des Inhibitors zur Kinase durch sterische Inhibition der

Bindung verringert oder aufgehoben, was sich in relativer oder absoluter Resistenz der
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Kinase gegenlber dem Inhibitor widerspiegelt. Die Notwendigkeit der exakten molekularen
Zielstruktur fur eine effiziente Inhibition der Kinaseaktivitdt wurde auch fir die onkogene
Tyrosinkinase Bcr-abl beschrieben. Mutationen innerhalb der Kinasedoméne flhren zur
Resistenz von Bcr-abl gegenlber dem abl-Kinasinhibitor Imatinib (Shah et al., 2002; von
Bubnoff et al., 2002).

Die Ergebnisse mit PKC412 unterstitzen die Hypothese, dass die Aminosauresequenz des
FLT3-Rezeptors die Sensitivitat gegenlber Tyrosinkinaseinhibitoren beeinflusst. Die
untersuchten FLT3-Mutanten konnten hierbei in zwei Gruppen aufgeteilt werden. Zellen, die
durch TKD-Mutanten (D838Y, 1839del, I839M+R) transformiert waren, reagierten sensitiver
(ICs0< 6 NnM) als FLT3-ITD exprimierende Zellen (ICsp~ 12 nM). Bei den Punktmutanten war
hierbei eine direkte Korrelation zwischen Inhibition der Proliferation, Induktion von Apoptose
und Inhibition der STAT5-Phosphorylierung zu beobachten. Im Gegensatz dazu, konnte in
FLT3-ITD exprimierenden Zellen zwar eine potente Inhibition der proliferativen Aktivitat
beobachtet werden, jedoch wurde in diesen Zellen durch PKC412 keine Apoptose induziert.
Durch Inhibition von FLT3-ITD wurde im Gegensatz zu den TKD-Mutanten auch bei hohen
Konzentrationen des Inhibitors keine vollstdndige Aufhebung der STAT5-Phosphorylierung
beobachtet, was moglicherweise die Ursache flr die fehlende Apoptoseinduktion war.
Kirzlich konnte in FLT3-ITD exprimierenden Zellen die Induktion von Apoptose durch
PKC412 nachgewiesen werden (Weisberg et al., 2002). Der Anteil apoptotischer Zellen war
in dieser Studie allerdings erst nach 72 h stark angestiegen. In der vorliegenden Arbeit
wurden schwerpunktmafig die Unterschiede zwischen den verschiedenen FLT3-Mutanten
untersucht. Da PKC412 nach 24 h schon in Uber 80% der FLT3 TKD-Zellen Apoptose
induziert hatte, wurden spatere Zeitpunkte nicht berlcksichtigt. AulRerdem beschreiben
Weisberg et al. einen geringeren |Cs-Wert bezlglich der Proliferation FLT3-ITD
exprimierender Zellen (ICso~ 10 nM) (Weisberg et al., 2002). Mdglicherweise ist sowohl der
geringere  ICsp-Wert, als auch die starkere Induktion von Apoptose durch
Expressionsunterschiede bedingt. Auffallig ist in der Studie auch die hdhere
Spontanapoptoserate der FLT3-ITD Zellen, was auf eine schwachere Transformation der
Zellen durch FLT3-ITD hindeutet.

Die Theorie der Beeinflussung der Sensitivitdt gegentber Kinaseinhibitoren durch die exakte
Aminosauresequenz konnte durch Experimente mit dem Indolinon SU5614 bestatigt werden.
Die Aktivitat dieser Substanz wurde von mehreren Gruppen bei verschiedenen KIT-Mutanten
Uberprift. Durch Mutationen innerhalb der juxtamembrandren Doméane von KIT war die
Sensitivitdt gegenlber SU5614 starker herabgesetzt als durch TKD-Mutationen des
Rezeptors (Liao et al., 2002; Ma et al., 2002). Bei den Untersuchungen von FLT3 war ein
anderes Muster zu beobachten. Die Verklrzung der Aktivierungsschleife (1839del) rief ein
gutes Ansprechen auf SU5614 hervor (ICso~ 60 nM). Die Verlangerung (1839M+R) bewirkte
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dagegen verringerte Sensitivitat gegeniuber dem Indolinon (ICso~ 300 nM). Die ITD- und die
D838Y-Mutante wiesen eine mittlere Sensitivitat auf (ICso~ 150 nM).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Empfindlichkeit verschiedener FLT3-Mutanten
gegeniiber allen untersuchten Inhibitoren von der Art der Mutation beeinflusst wird. Die
einzelnen Mutanten wiesen weder eine absolute Resistenz gegen alle Inhibitoren auf, noch
war eine einzelne Mutante hochsensitiv gegenitber jedem Inhibitor. Somit kann
ausgeschlossen werden, dass einzelne Mutanten aufgrund verminderter oder verstarkter
Kinaseaktivitdt die Zellen schwacher oder starker transformierten und es dadurch zu
erhdhter oder verminderter Sensitivitdt gegenuber jedem Inhibitor kam.

Diese Daten sollten in zukunftigen klinischen Studien mit FLT3-Tyrosinkinaseinhibitoren bei
der Auswahl der Einschlusskriterien berlcksichtigt werden. Es ware sinnvoll, die Mutation
des FLT3-Rezeptors und dessen Sensitivitat gegenuber dem jeweiligen Inhibitor vor
Einschluss des Patienten in die Studie exakt zu bestimmen. Basierend auf diesen Daten ist
es moglich alternative FLT3-Inhibitoren einzusetzen, um bestehende oder durch sekundare

Mutationen erworbene Resistenzen zu umgehen.

4.3 Koexpression von FLT3-WT in FLT3-ITD exprimierenden Zellen

Die klinische Prognose fiir AML-Patienten mit einer ITD-Mutation des FLT3-Rezeptors ist
signifikant schlechter als flr Patienten, die diesen genetischen Defekt nicht tragen (Kiyoi et
al., 1999; Abu-Dubhier et al., 2000; Rombouts et al., 2000; Kottaridis et al., 2001; Meshinchi et
al., 2001). Neuere Studien zeigen die prognostische Relevanz der FLT3-ITD/FLT3-WT Ratio.
Patienten mit geringer ITD/WT-Ratio haben keine schlechtere Prognose als Patienten ohne
FLT3-Mutation, wohingegen eine hohe ITD/WT-Ratio als ungiinstiger prognostischer Faktor
gilt (Thiede et al., 2002). Der vollstandige Verlust des FLT3 Wildtyp-Allels, zum Beispiel
durch den Verlust eines Chromosoms 13, hat eine weitere Verschlechterung der Prognose
zur Folge (Whitman et al., 2001). Einen Hinweis auf den Zusammenhang zwischen dieser
genetischen Veranderung und der Progression der Erkrankung gibt eine Studie, in der
Deletionen des WT-Allels haufiger bei Rezidiven als nach Neudiagnose nachgewiesen
wurden (Schnittger et al., 2002).

Whitman et al. haben ein Modell erstellt, welches demonstrieren soll, wie die schlechtere
Prognose durch einen hemizygoten FLT3-ITD Genotyp (FLT3'™") verursacht werden kdnnte
(Whitman et al., 2001): In Zellen mit normalem FLT3-Genotyp erfolgt die Aktivierung von
FLT3 ausschlieBlich durch Liganden-induzierte Dimerisierung. Nach ITD-Mutation eines
FLT3-Allels und Verlust des FLT3-WT-Allels bilden sich in der Zelle mit hoher Frequenz
FLT3-ITD Homodimere, durch die es zu konstitutiver Aktivierung physiologischer und

moglicherweise auch unphysiologischer Signalkaskaden kommt. Demnach hat diese Zelle
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gegenlber Zellen mit normalem Genotyp einen Proliferationsvorteil und ist somit Ursache
der schlechteren Prognose. Bleibt der Zelle jedoch trotz ITD-Mutation eines FLT3-Allels noch
ein gesundes Allel erhalten (FLT3'™"T), bilden sich neben Homodimeren beider Klassen
auch Heterodimere zwischen ITD- und WT-Rezeptor. Die Aktivitat der Heterodimere ist noch
ungeklart. Zellen mit FLT3™""-Genotyp sind teilweise durch den FLT3-Liganden reguliert
und die zu konstitutiver Aktivierung fiihrende FLT3-ITD Homodimerbildung findet nur noch
mit geringerer Frequenz statt (Whitman et al., 2001).

Basierend auf diesen Daten wurde in der vorliegenden Arbeit ein Zellmodell erstellt, das den

3™WT_ und den hemizygoten FLT3'™"-Genotyp imitiert. Entgegen der

heterozygoten FLT
Hypothese von Whitman et al. hatten die ,heterozygoten® FLT3'™"'-Zellen einen
Proliferationsvorteil gegeniiber den ,hemizygoten“ FLT3'™"-Zellen. Dies wurde sowohl in
lymphatischen als auch in myeloiden Zellen beobachtet. Damit kdnnen zellkontextspezifische
Einflisse weitgehend ausgeschlossen werden.

Die Heterodimerbildung zwischen FLT3-WT und FLT3-ITD fuhrt auch in Abwesenheit des
FLT3-Liganden zur Transphosphorylierung beider Protomere (Kiyoi et al., 1998). Dadurch
werden Signalwege aktiviert, die zur Transformation faktorabhangiger Zelllinien fuhren (Kiyoi
et al., 2002). Es ist jedoch nicht bekannt, ob die Heterodimere das selbe transformierende
Potenzial besitzen wie die FLT3-ITD Homodimere. Unter der Vorraussetzung, dass eine
Heterodimerbildung zwischen FLT3-ITD und FLT3-WT ein ebenso starkes promitogenes
Signal wie die FLT3-ITD Homodimerbildung hervorruft, kénnte der Proliferationsvorteil der
FLT3'™WT_Zellen auf die stirkere FLT3-Proteinexpression zuriickgefiihrt werden. Jedoch
untergrabt diese Theorie die Hypothese eines geringeren promitogenen Signals durch die
Bildung von Heterodimeren und die daraus resultierende geringere Frequenz an FLT3-ITD
Homodimeren.

Die Proliferation der FLT3™"“'-Zellen war nach Zugabe des FLT3-Liganden negativ
beeinflusst. Im Gegensatz dazu, konnte in FLT3™™-Zellen keine Verdnderung der
proliferativen Aktivitat durch den FLT3-Liganden beobachtet werden. Diese Daten weisen
darauf hin, dass die FLT3-WT Homodimere, welche sich ausschliel3lich in Anwesenheit des
Liganden bilden, ein schwacheres promitogenes Signal hervorrufen als WT/ITD-
Heterodimere und ITD-Homodimere, die in Abwesenheit von FL in diesen Zellen entstehen.
Damit ware die Aussage von Whitman et al. bestatigt, wonach die Proliferation
,heterozygoter* FLT3™"“T"_Zellen noch teilweise durch den FLT3-Liganden reguliert ist
(Whitman et al., 2001).

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass es nicht mdglich war, die von Whitman et al.
aufgestellte Hypothese durch Koexpression von FLT3-WT und FLT3-ITD in murinen
hamatopoetischen Zelllinien zu bestatigen. Eine endgiltige Aussage sollte aber erst nach

Optimierung des Modells getroffen werden. Daflir stehen zwei Mdéglichkeiten zur Verfligung:
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Zum einen die Anpassung der FLT3-Expressionstarke in der FLT3'™™"-Zelllinie und zum
anderen die Verwendung humaner AML-Zelllinien mit endogener FLT3-ITD Expression
(MV4-11; MUTZ-11) (Quentmeier et al., 2003). Eine funktionelle Nachbildung des
~hemizygoten“ und ,heterozygoten* Genotyps im Zellmodell ware von grofer Bedeutung flr

die praklinische Untersuchung therapeutischer Mallnahmen.

4.4 Vergleichende Untersuchung des onkogenen Potentials
verschiedener FLT3-Mutanten im murinen Knochenmark-

transplantationsmodell

Das murine Knochenmarktransplantationsmodell erméglicht die Untersuchung potentieller
Onkogene in vivo. Durch Transplantation myeloablativ bestrahlter Mause mit retroviral
transduzierten Knochenmarkzellen, kann der Einfluss des transduzierten Gens auf die
Hamatopoese untersucht werden. Mit diesem Modell konnte bereits die Induktion einer
myeloproliferativen Erkrankung durch FLT3-ITD nachgewiesen werden (Kelly et al., 2002b).
Das onkogene Potential von FLT3-Tyrosinkinasedomanemutanten wurde bislang noch nicht
im Mausmodell untersucht.

Die Ergebnisse klinischer Studien weisen auf unterschiedliche Eigenschaften von FLT3-ITD
und den TKD-Mutanten in hamatologischen Neoplasien hin. Zum Einen scheinen
Tyrosinkinasedomane-Mutationen im FLT3-Rezeptor im Gegensatz zu FLT3-ITD keinen
Einfluss auf die klinische Prognose von AML-Patienten zu haben (Frohling et al., 2002;
Thiede et al., 2002; Moreno et al., 2003; Thiede et al., 2003). Zum Anderen kénnen
FLT3 TKD Mutationen haufig bei Kindern mit MLL, einer Form der akut lymphatischen
Leukdmie (ALL), und hyperdiploider ALL sowie bei Patienten mit T-Zell-Leukdamie
nachgewiesen werden (Armstrong et al., 2004; Paietta et al., 2004; Taketani et al., 2004).
Dagegen wird FLT3-ITD in lymphatischen Leukdmien nur selten detektiert (Nakao et al.,
1996; Yokota et al., 1997; Xu et al., 1999; Xu et al., 2000; Brown und Small, 2004).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden diese potenziell unterschiedlichen Eigenschaften
von FLT3-ITD und FLT3 TKD-Mutanten im Mausmodell untersucht. Interessanterweise
spiegelt sich in den Ergebnissen das in Patienten beobachtete Bild wieder: Die Expression
der FLT3 TKD-Mutanten in murinen Knochenmarkzellen fuhrte 2zu lymphatischen
Erkrankungen, wahrend FLT3-ITD in Analogie zu den bereits publizierten Daten (Kelly et al.,
2002b) eine myeloproliferative Erkrankung hervorrief.

Die Expression der am haufigsten in hamatologischen Neoplasien nachgewiesenen FLT3-
Mutante (D838Y) (Gilliland und Griffin, 2002), induzierte in allen transplantierten Mausen
einen lymphatischen Phanotyp mit unterschiedlicher hamatologischer Manifestierung.

Hierbei trat sowohl eine T-Zell-Lymphom ahnliche Erkrankung, als auch eine akut
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lymphatische B-Zell-Leukdmie (B-ALL) auf. Das parallele Auftreten B- und T-lymphoider
Phanotypen in einem Transplantationsexperiment koénnte entweder durch die Infektion
multipotenter Progenitorzellen oder durch die Transduktion friiher lymphatischer Zellen
beider Reihen bedingt sein. Fir die Infektion multipotenter Progenitorzellen spricht die
Anwesenheit FLT3 D838Y (EGFP)-positiver, myeloischer Zellen im peripheren Blut dieser
Mause. Jedoch weisen B- und T-Zellphanotyp unterschiedliche retrovirale Integrationsmuster
auf, was eher auf eine Entwicklung aus verschiedenen leukédmischen Vorlaufern hinweist.
Neben FLT3 D838Y wurde das selten in Patienten detektierte FLT3 I839M+R (Thiede et al.,
2002) im Mausmodell untersucht. Die Transplantation von 240.000 FLT3 I839M+R-positiven
Zellen fihrte in allen Mausen zur Entwicklung einer T-Zell-Lymphom ahnlichen Erkrankung.
Im Gegensatz dazu waren 38.000 Zellen nicht ausreichend, um eine hamatologische
Neoplasie auszulésen. Diese Daten weisen darauf hin, dass die transformierenden
Eigenschaften von FLT3 I839M+R in vivo schwacher sind als die von FLT3 D838Y, womit
auch die geringere Frequenz dieser Mutation in Patienten erklart werden kénnte. Neben der
geringeren Penetranz der durch FLT3 I839M+R induzierten Erkrankung spricht auch die
langere Latenzzeit sowie die schwachere Organinfiltration mit malignen Zellen fir das
geringere onkogene Potential von FLT3 1839M+R im Vergleich zu FLT3 D838Y.

Ein wichtiges Merkmal der unterschiedlichen Eigenschaften von FLT3-ITD und den TKD-
Mutanten war die Latenzzeit der Erkrankungen. Das Uberleben der mit FLT3-ITD
transduziertem Knochenmark transplantierten Mause war signifikant kiirzer als das der
Mause, die mit FLT3 TKD-Mutanten infiziertem Knochenmark transplantiert wurden. Die
aquivalente FLT3-Proteinexpression im Knochenmark wurde vor Transplantation
nachgewiesen. Somit kann ausgeschlossen werden, dass Unterschiede in der FLT3-
Proteinexpressionsstarke fir die Induktion der verschiedenen Phanotypen bzw. die
unterschiedlichen Latenzzeiten verantwortlich waren. Die langere Latenz kann darauf
hinweisen, dass das onkogene Potential der FLT3 TKD-Mutanten alleine nicht ausreicht, um
eine hamatologische Erkrankung zu induzieren, sondern zusatzlich weitere, sekundare
Mutationen notwendig sind. Da ein direkter Nachweis sekundarer Mutationen nicht moglich
ist, wurde die Klonalitat der Erkrankungen untersucht. Poly- oder Oligoklonalitat deuten
darauf hin, dass mehrere Zellklone an der Entstehung der Erkrankung beteiligt waren. Somit
ist die Wahrscheinlichkeit sekundarer, fur die Erzeugung der Erkrankung zusatzlich
notwendiger Mutationen geringer als bei Monoklonalitat. Ist nur ein Klon beteiligt, spricht das
fur eine sekundare Mutation, durch die der Klon vollstandig transformiert wurde und somit als
alleinige maligne Stammzelle fungierte. Sowohl das FLT3 D838Y-induzierte T-Zell-Lymphom
als auch die durch das selbe Onkogen hervorgerufene B-ALL erwiesen sich als oligoklonale

Erkrankungen. Wie bereits in der Literatur beschrieben (Kelly et al., 2002b), war auch die



Diskussion 106

FLT3-ITD induzierte myeloproliferative Erkrankung oligoklonalen Ursprungs. Durch die
Oligoklonalitdt der FLT3 D838Y-induzierten Erkrankung ist jedoch die Méglichkeit
sekundarer Mutationen nicht vollstandig ausgeschlossen. Retroviren integrieren an zufalligen
Lokalisationen in das Zellgenom. Eine Induktion genetischer Alterationen in den
Knochenmarkzellen ist direkt nach der retroviralen Transduktion mdglich (retrovirale
Insertionsmutagenese). Da die retrovirale Integration zu veranderter Genexpression flihren
kann, ist eine Beeinflussung des Phanotyps durch kooperierende Onkogene denkbar. Gegen
diese Theorie spricht jedoch, dass durch FLT3 D838Y-Expression in allen Mausen eine
Erkrankung hervorgerufen wurde. Waren zur Induktion dieser Erkrankung sekundare
Mutationen notwendig, wirde sich das in einer geringeren Penetranz der Erkrankung

widerspiegeln.

Sowohl bei FLT3-ITD als auch bei FLT3 D838Y konnte eine direkte Korrelation zwischen
transplantierter Zellzahl und Latenzzeit der Erkrankung festgestellt werden. Die
Transplantation einer geringeren Anzahl FLT3-positiver Knochenmarkzellen hatte bei beiden
Mutanten eine Verlangerung der Latenzzeit zur Folge. AuRerdem wurde eine signifikant
langere Latenzzeit bei der Induktion einer myeloproliferativen Erkrankung durch FLT3-ITD
beobachtet, wenn im Knochenmark FLT3-ITD nur schwach exprimiert wurde.
Interessanterweise entwickelten Mause, die mit einer geringen Anzahl schwach FLT3-ITD
exprimierender Zellen transplantiert wurden, weder eine myeloproliferative noch eine
lymphatische Erkrankung. Diese Ergebnisse weisen auf eine 2zweifache Dosis-
Wirkungsbeziehung hin. Zum Einen scheint die Proteinexpressionsstarke eine wichtige Rolle
bei der Induktion der Erkrankung zu spielen, da durch schwache Expression des FLT3-ITD
Proteins die Latenz der myeloproliferativen Erkrankung signifikant verlangert war. Das ist
insofern wichtig, als eine langere Latenz nicht unbedingt die Notwendigkeit sekundarer
Mutationen einschlief3t. Zum Anderen lasst sich aus diesen Ergebnissen ableiten, dass sich
im Knochenmark nur eine limitierte Anzahl potentieller Leukamie-auslésender Zellen
befindet, welche durch den Retrovirus infiziert werden missen, um eine hamatologische
Neoplasie auszulésen. Dies wlrde auch erklaren, warum Mause, die mit einer geringen

Anzahl infizierter Zellen transplantiert wurden, keine maligne Erkrankung entwickelten.

Der durch die FLT3 TKD-Mutanten induzierte lymphatische Phanotyp sowie die langere
Latenzzeit bis zum Auftreten dieser Erkrankungen weisen auf Unterschiede bei der
Aktivierung von Signalkaskaden durch FLT3-ITD und die FLT3 TKD-Mutanten hin. Dafur
sprechen auch Studien, die fur FLT3 TKD-Mutanten im Gegensatz zu FLT3-ITD keinen
Einfluss auf die klinische Prognose von AML-Patienten zeigen (Frohling et al., 2002; Thiede
et al., 2002; Moreno et al., 2003; Thiede et al., 2003). Einen Hinweis auf Unterschiede in der



Diskussion 107

STAT5S-Aktivierung durch verschiedene FLT3-Mutanten gaben bereits die Ergebnisse des
ersten Teils dieser Arbeit (siehe auch Kapitel 4.1). Die Untersuchung der durch FLT3
aktivierten Signalmolekiile (Hayakawa et al., 2000; Mizuki et al., 2000; Stirewalt und Radich,
2003) in murinen Knochenmarkzellen zeigte ebenfalls eine wesentlich starkere Aktivierung
von STATS durch FLT3-ITD als durch die TKD-Mutanten. Die Vermutung liegt daher nahe,
dass eine starke Aktivierung von STAT5S eine malgebliche Rolle bei der Induktion einer
myeloproliferativen Erkrankung durch FLT3-ITD spielt. Auch wenn zellkontextspezifische
Unterschiede in den durch FLT3 aktivierten Signalwegen nicht ausgeschlossen werden
konnen, weisen diese Daten auf die Bedeutsamkeit des STAT5-Signalwegs bei der
Entwicklung verschiedener Phanotypen hin.

Das transformierende Potential der verschiedenen FLT3-Mutanten scheint auRerdem vom
Zellkontext abhangig zu sein. Obwohl es in TKD-Mausen zur Expansion FLT3-positiver
myeloischer Zellen kam, entwickelten diese Mause keine myeloproliferative Erkrankung. In
FLT3-ITD Mausen wurden auch bei geringer initialer Tumorlast keine lymphatischen
Erkrankungen beobachtet. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die TKD-Mutanten in der
Maus nur lymphatische Zellen vollstandig transformieren, wahrend FLT3-ITD sein
onkogenes Potential in myeloiden Zellen voll entfaltet. Diese Hypothese wird durch Studien
unterstutzt, die zeigen, dass FLT3-ITD wesentlich haufiger in akut myeloischen Leukamien
(AML) (Yokota et al., 1997; Thiede et al., 2002; Kottaridis et al., 2003) als in akut
lymphatischen Leukamien (ALL) (Nakao et al., 1996; Yokota et al., 1997; Xu et al., 1999; Xu
et al., 2000; Brown und Small, 2004) nachgewiesen werden kann, die FLT3 TKD-Mutanten
dagegen haufiger bei ALL auftreten (Armstrong et al., 2004; Taketani et al., 2004).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die aberrante Aktivierung von Signalkaskaden
durch FLT3 TKD-Mutanten moglicherweise zur Pathogenese der ALL und anderer
lymphatischer Erkrankungen beitragt. Deshalb ist das beschriebene Mausmodell ein
wichtiges Werkzeug flir die Untersuchung der molekularen Pathogenese FLT3-positiver
lymphatischer Neoplasien. Des Weiteren ist dieses Modell zur Untersuchung von
therapeutischen MalRBnahmen, insbesondere von neu entwickelten spezifischen

Kinaseinhibitoren fiir die Behandlung solcher Erkrankungen geeignet.
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5 Zusammenfassung

Aktivierende Mutationen in der Rezeptortyrosinkinase FLT3 stellen die haufigste genetische
Alteration bei der akut myeloischen Leukdmie (AML) dar. Sowohl ITD-Mutationen (internal
tandem duplications) der juxatmembrandren Domane, als auch Punktmutationen in der
zweiten Tyrosinkinasedomane (TKD) von FLT3 fuhren zur Kkonstitutiven, Liganden
unabhangigen Aktivierung des Rezeptors. Die deregulierte Kinaseaktivitdt des mutierten
FLT3-Rezeptors hat eine konstitutive Aktivierung promitogener Signalkaskaden zur Folge.
Das onkogene Potential der FLT3-Mutanten zeigt sich in deren Fahigkeit, myeloide und
lymphatische Zellen zu transformieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde das onkogene Potential der vor kurzem in AML-Patienten
nachgewiesenen FLT3 TKD-Mutanten FLT3 1836del und FLT3 I836M+R untersucht. Sowohl
nach Uberexpression in Phoenix E-Zellen als auch bei stabiler Expression in
hamatopoetischen Zelllinien (Ba/F3; 32D) lagen beide FLT3 TKD-Mutanten konstitutiv
phosphoryliert vor. Die Kinaseaktivitdt beider Mutanten flihrte zur Aktivierung der
promitogenen Signalmolekille AKT, ERK1/2 und STAT5. Die biologische Relevanz der
untersuchten FLT3-Mutanten konnte durch den Nachweis der transformierenden
Eigenschaften bestatigt werden. Beide Mutanten waren in der Lage sowohl lymphatische
(Ba/F3) als auch myeloische (32D) Zellen zur Faktorunabhangigkeit zu transformieren.

Des weiteren wurde die Sensitivitat von FLT3-ITD, FLT3 D835Y, FLT31836del und
FLT3 I836M+R gegenlber selektiven FLT3-Tyrosinkinaseinhibitoren untersucht. Hierbei
erwies sich die Empfindlichkeit der verschiedenen FLT3-Mutanten als stark abhangig von der
Art der Mutation im FLT3-Rezeptor. Fur den Einsatz selektiver FLT3-Kinaseinhibitoren bei
klinischen Studien ist dies von gro3er Bedeutung. Eine Identifikation der Mutation im FLT3-
Rezeptor und die exakte Bestimmung dessen Sensitivitdt gegenuber dem jeweiligen Inhibitor
sollte der Behandlung von Patienten mit Tyrosinkinaseinhibitoren vorangehen.

Die klinische Prognose fur AML-Patienten mit einer ITD-Mutation des FLT3-Rezeptors ist
signifikant schlechter als flr Patienten, die diesen genetischen Defekt nicht tragen. Der
zusatzliche Verlust des FLT3 Wildtyp-Allels hat eine weitere Verschlechterung der Prognose
zur Folge. Basierend auf diesen Daten wurde ein Zellmodell erstellt, das den ,heterozygoten®
FLT3™WT. und den ,hemizygoten® FLT3'™ -Genotyp imitiert. Die funktionelle
Charakterisierung dieser Zellen ergab, dass die Proliferation ,heterozygoter FLT3'™"WT.
Zellen noch teilweise durch den FLT3-Liganden reguliert ist, wahrend in ,hemizygoten®
FLT3'™"-Zellen keine Veranderung der proliferativen Aktivitat durch den FLT3-Liganden
beobachtet werden konnte.

Die Ergebnisse klinischer Studien weisen auf unterschiedliche Eigenschaften von FLT3-ITD

und den TKD-Mutanten in hamatologischen Neoplasien hin. Zum Einen scheinen
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Tyrosinkinasedomane-Mutationen im FLT3-Rezeptor im Gegensatz zu FLT3-ITD keinen
Einfluss auf die klinische Prognose von AML-Patienten zu haben. Zum Anderen kdnnen
FLT3 TKD Mutationen haufig bei Kindern mit MLL, einer Form der akut lymphatischen
Leukdmie (ALL), und hyperdiploider ALL sowie bei Patienten mit T-Zell-Leukdmie
nachgewiesen werden. Dagegen wird FLT3-ITD in lymphatischen Leukdmien nur selten
detektiert. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden diese potentiell unterschiedlichen
Eigenschaften von FLT3-ITD und FLT3 TKD-Mutanten in einem murinen Knochenmark-
transplantationsmodell untersucht. Interessanterweise spiegelt sich in den Ergebnissen das
in Patienten beobachtete Bild wider: Die Expression der FLT3 TKD-Mutanten in murinen
Knochenmarkzellen fiihrte zu lymphatischen Erkrankungen, wahrend FLT3-ITD in Analogie
zu den bereits publizierten Daten eine myeloproliferative Erkrankung hervorrief. Der
Phanotyp der Erkrankungen wurde hierbei weder durch die transplantierte Zellzahl noch
durch die FLT3-Proteinexpressionsstarke beeinflusst. Als mdgliche molekulare Ursache fir
die Induktion unterschiedlicher Phanotypen wurde eine starkere Aktivierung der STAT5-
Signalkaskade durch FLT3-ITD im Vergleich zu den TKD-Mutanten nachgewiesen. Die
Untersuchungen im Mausmodell weisen darauf hin, dass die aberrante Aktivierung von
Signalkaskaden durch FLT3 TKD-Mutanten moéglicherweise zur Pathogenese der ALL und
anderer lymphatischer Erkrankungen beitragt. Deshalb ist das beschriebene Tiermodell ein
wichtiges Werkzeug fur die Untersuchung der molekularen Pathogenese FLT3-positiver
lymphatischer Neoplasien. Des Weiteren ist dieses Modell zur Untersuchung von
therapeutischen MalRnahmen, insbesondere von neu entwickelten spezifischen

Kinaseinhibitoren fiir die Behandlung solcher Erkrankungen geeignet.
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