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Abkurzungsverzeichnis

ALL ............. Akute lymphoblastische Leukdmie

AML ............ Akute myeloische Leukdmie

AMLI ........... Akute-myeloische-Leukdmie-1-Gen

BCR ............ B-Zell-Rezeptor (B cell receptor)
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TGK ............ Zytokinkombination TNF-a, GM-CSE, Kit-Ligand (SCF)
TNF-a .......... Tumornekrosefaktor-a
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1 Einleitung

1.1 Hamatopoese

Die Hamatopoese umfasst den Prozess der Bildung und Reifung von Blutzellen. Aus pluripotenten
hidmatopoetischen Stammzellen entstehen durch differentielle Zellteilungen Progenitorzellen der
myeloischen und lymphatischen Zellreihe (Abbildung 1.1). In weiteren Reifungsschritten entstehen
die terminal differenzierten lymphozytiren und myelomonozytiren Zellen, die Erythrozyten und
die Thrombozyten (Orkin, 1996).

hamatopoetische
Stammzelle (HSC)

lymphatische myeloische
Stammzelle Stammzelle

MO, M1, M2
M4 lM7
L ]
]
T-Zelle B-Zelle NK-Zelle M3 M6 — e
i X Thrombozyten
'l...- /

D Monozyt Erythrozyt

Granulozyten

Abbildung 1.1 - Schematische Darstellung der Himatopoese. DC: dendritische Zelle; NK-Zelle:
natiirliche Killerzelle; M0-M7: Bezeichnung des AML-Subtyps, der dem Differenzierungs- und
Reifestadium in der Abbildung entspricht (FAB-Klassifikation, Kapitel 1.3.1.1). (Eigene Abbildung)
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1.2 Lymphozytopoese

Die Lymphozytopoese ist ein Teil der Himatopoese und umfasst die Bildung und Reifung der
Lymphozyten. Mit einem Durchmesser von 7 bis 12 pm sind sie die kleinsten Leukozyten. Sie sind
rund, gering beweglich und haben einen grofien, runden Zellkern. Sie leiten sich von lymphatischen
Progenitorzellen ab. Man unterteilt die Lymphozyten in T-Lymphozyten und B-Lymphozyten, die
grofle funktionelle Unterschiede aufweisen, aber lichtmikroskopisch nicht immer unterschieden
werden konnen. Durch die Rasterelektronenmikroskopie oder Immunphianotypisierung lasst sich

ihre Zugehorigkeit jedoch in der Regel feststellen.

Lymphozyten sind ein wichtiger Bestandteil des adaptiven Immunsystems. Sie versetzen den Or-
ganismus in die Lage, spezifisch auf bekannte und unbekannte Pathogene reagieren zu kénnen.
Zusitzlich wird tiber Gedachtnis-Lymphozyten ein immunologisches Geddchtnis unterhalten, damit

rekurrierende Pathogene schneller und zielgerichteter abgewehrt werden konnen.

Eine zelluldre adaptive Immunitét wird vor allem durch T-Lymphozyten vermittelt. Zu den T-Lym-
phozyten gehoren die naiven T-Zellen, die CD8+ T-Killerzellen, die CD4+ T-Helferzellen, die
T-Suppressorzellen und die Gedédchtnis-T-Zellen.

B-Lymphozyten sind Teil der humoralen adaptiven Immunitdt und damit in der Lage, spezifische An-
tikorper zu bilden. Zu den B-Lymphozyten gehoren die naiven B-Zellen, die aktivierten B-Zellen, die
Plasmazellen und die Gedichtnis-B-Zellen. Als gemeinsames Merkmal Tragen die B-Lymphozyten
das Oberflachen-Antigen CDI9.

Neben den B- und T-Lymphozyten gehen noch weitere Zelltypen aus den lymphatischen Proge-
nitorzellen hervor. Zu diesen gehoren die natiirlichen Killerzellen, die weder einen T-Zell- noch
einen B-Zell-Rezeptor tragen. Ein weiterer Zelltyp sind die lymphatischen dendritischen Zellen
(Banchereau et al., 2000).

Dendritische Zellen Dendritische Zellen (DC) sind die potentesten Antigen-préasentierenden
Zellen. Sie vermitteln die adaptive Immunitdt, indem sie Antigene phagozytieren, prozessieren
und den Zellen des adaptiven Immunsystems prasentieren. Dendritische Zellen kdnnen sich von
verschiedenen hamatopoetischen Stammzellen ableiten (Abbildung 1.1). Lymphatische dendritische
Zellen leiten sich von pluripotenten lymphatischen Stammzellen ab. Sie sind iiberwiegend in den

Lymphknoten lokalisiert (Merad und Manz, 2009). Myeloische dendritische Zellen hingegen leiten
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sich von pluripotenten myeloischen Stammzellen oder Monozyten ab (Palucka et al., 2007; Ban-
chereau et al., 2003). Sie sind in verschiedenen Korpergeweben lokalisiert, welche sie jedoch nach

Antigenkontakt verlassen konnen, um in das Lymphsystem zu migrieren.

Dendritische Zellen présentieren intrazelluldre Antigene zytotoxischen T-Zellen iiber MHC-I-
Molekiile!. Endozytotisch aufgenommene Antigene werden hingegen iiber MHC-II-Molekiile T-

Helferzellen présentiert (Banchereau und Steinman, 1998).

B-Lymphozyten kénnen nach B-Zell-Rezeptor-vermittelten Antigenkontakt auch ohne die Stimulati-
on von DC Antikorper bilden (Abbildung 1.2, Nr. 1). In der Regel benétigt der B-Lymphozyt aber
einen zweiten verstarkenden Stimulus, um ausreichend aktiviert zu werden. Dieser zweite Stimulus
kann durch T-Helferzellen vermittelt werden, die ihrerseits von dendritischen Zellen aktiviert wer-
den (Abbildung 1.2, Nr. 2a-2c). Daneben kénnen B-Lymphozyten auch direkt durch DC stimuliert
werden (Zhou et al., 2010). Die B-Zell-vermittelte humorale Immunitat steht somit wesentlich unter

der Kontrolle von dendritischen Zellen.

I DC

Abbildung 1.2 - B-Zell-Aktivierung. 1: Unprozessiertes Antigen wird {iber den B-Zell-Rezeptor gebun-
den, die B-Zelle wird nicht ausreichend aktiviert. 2a: Antigen wird von der dendritischen Zellen en-
dozytotisch aufgenommen und prozessiert. 2b: Prozessiertes Antigen wird iber MHC-II-Molekiile
der T-Helferzelle prasentiert (die im Gegensatz zur B-Zelle in der Regel nicht durch unprozessiertes
Antigen aktiviert werden kann). 2c: Die T-Zelle aktiviert die Antigen-prisentierende B-Zelle (Pfeil),
die ebenfalls prozessiertes Antigen tiber MHC-II-Molekiile prisentiert. BCR: B-Zell-Rezeptor; TCR:
T-Zell-Rezeptor; CD40L: CD40-Ligand. (Eigene Abbildung)

CD83 Das Glykoprotein CD83 ist einer der wichtigsten Marker fiir reife dendritische Zellen (Ban-
chereau und Steinman, 1998; Lechmann et al., 2002). Es handelt sich um ein Adhasionsmolekiil, dass
an ruhende Monozyten und an eine Untergruppe von aktivierten CD8+-T-Zellen bindet. Wahrend
der DC-Reifung wird CD83 zusammen mit kostimulatorischen Molekiilen hochreguliert (Lechmann
etal., 2002; Scholler et al., 2002). Es konnte gezeigt werden, dass CD83 transfizierte B-Lymphoblasten

T-Zellen effizienter stimulieren als untransfizierte B-Lymphoblasten, und auch zytotoxische T-Zellen

'MHC: Haupt-Histokompatibilititskomplex (major histocompatibility complex). MHC werden von Zellen exprimiert,
um Zellen des spezifischen Immunsystems Antigene zu prisentieren. Siehe auch Kapitel 4.1
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aktiviert werden konnten (Scholler et al., 2002). CD83 ist ein wichtiger funktioneller Marker fiir das
allostimulatorische Potential von leukamischen Zellen (Harrison et al., 2001; Moldenhauer et al.,
2004).

HLA-DR Das humane Leukozytenantigen DR (HLA-DR) ist ein Haupthistokompatibilitidtskom-
plex (major histocompatibility complex, MHC) der Klasse II. Haupthistokompatibilititskomplexe
wurden erstmals im Rahmen von Transplantationsinkompatibilititen (,,Histo-Inkompabilitaten®)
identifiziert und sind daher fiir diese Gruppe namensgebend. HLA-DR und weitere HL-Antigene
der Klasse II (DP und DQ) werden von Antigen-prasentierenden Zellen exprimiert, um den Zellen
des spezifischen Immunsystems Epitope phagozytierter Antigene zu prasentieren. Das HL-Antigen
bildet zusammen mit einer kurzen Peptidsequenz einen Liganden fiir den T-Zell-Rezeptor. Die
HL-Antigene der Klasse I (A, B und C) finden sich auf nahezu allen Kérperzellen. Sie unterscheiden
sich in ihrer Struktur und auch funktionell von den HL-Antigenen der Klasse II und dienen der

Préasentation von Selbst-Antigenen.

CD86 Das Glykoprotein CD86 gehort neben CD80 und CD40 zur Gruppe der kostimulatorischen
Molekiile. Es wird bei leukdmischen dendritischen Zellen hochreguliert und charakterisiert in Form
eines CD86+/CD80- Immunphianotyps leukdmische dendritischen Zellen (Maeda et al., 2000). CD86
wird auf der Zelloberfldche primdrer dendritischer Zellen exprimiert und vermittelt iiber die Bindung
an CD28 die Aktivierung von T-Zellen. Wird eine T-Zelle ohne begleitende kostimulatorische Signale
stimuliert, so fithrt dies in der Regel zu einer T-Zell-Anergie bzw. Immuntoleranz (Maeda et al., 2000).
T-Zellen benétigen folglich akzessorische kostimulatorische Signale, um ausreichend aktiviert zu
werden. Uber die Kostimulation erhalten T-Zellen wichtige Zusatzinformationen iiber die Herkunft
und Qualitét des prasentierten Antigens. Bei der B-Zell-vermittelten Antigenprésentation erfolgt die
Kostimulation tiber CD40, bei der DC-vermittelten Antigenpréasentation hingegen vor allem tiber
CD80 und CD86. Durch die gemeinsame Stimulation durch B-Zelle und dendritischer Zelle wird

die T-Zelle ausreichend aktiviert und immunreaktiv.

1.3 Leukamie

Die Leukdmie (griechisch von Aevkdg ,weild und aipa ,,das Blut®) ist ein Sammelbegrift fiir ver-
schiedene Neoplasien des hdmatopoetischen Systems, die durch die klonale Expansion pathologisch

transformierter Zellen gekennzeichnet sind. Die normale Zellregulation, und Zellfunktionen im

10
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Bereich Zellwachstum, Differenzierung, Apoptose und Selbsterneuerung konnen gestort sein. Es
gibt Hinweise dafiir, dass Leukdmien ihren Ursprung in genetischen Mutationen haben, die bereits

in unreifen hamatopoetischen Stammzellen auftreten (Greaves, 2003).

Zunichst als singuldre Krankheitsentitét gepragt wurde der Begrift Leukdmie im 19. Jahrhundert von
Rudolf Virchow; dieser konnte bei mehreren Patienten eine krankhafte Vermehrung der weifien
Blutbestandteile beobachten. Anfang des 20. Jahrhunderts wurde durch verbesserte Fiarbeverfah-
ren und Blutbilduntersuchungen die Abgrenzung der akuten lymphoblastischen Leukdmie von
der akuten myeloischen Leukdmie moglich. Seit 1976 werden nach den Vorschligen der French-
American-British (FAB) Co-operative Group die akute myeloische Leukdmie (AML) und die akute
lymphoblastische Leukdamie (ALL) durch morphologische und zytochemische Methoden in weitere
Subtypen unterteilt. In den folgenden Jahrzehnten konnte die zunidchst morphologisch gepragte
Subtypisierung durch immunzytometrische und molekularbiologische Verfahren prézisiert und
erweitert werden. Bei ein Drittel aller malignen pédiatrischen Neoplasien in Europa handelt es sich
um Leukdmien (Robert Koch-Institut, 2008).

1.3.1 Akute lymphoblastische Leukdamien

Die ALL ist eine klonale Erkrankung lymphozytirer Zellen, bei der sich pathologisch transformierte
Lymphozyten oder unreife Progenitorzellen stark vermehren. Die Expansion von leukdmischen
Zellen im Knochenmark verdriangt die gesunde Himatopoese, so dass als Folge Andmien, Throm-
bozytopenien und Granulozytopenien auftreten konnen. Charakteristische klinische Symptome
sind eine Andmie-bedingte Blasse und Leistungsabfall, eine Thrombozytopenie-bedingte sponta-
ne Himatombildung und petechiale Blutungen, und Granulozytopenie-bedingte Infektionen und
Fieberschiibe. Daneben konnen durch die Zellexpansion in verschiedenen Korperregionen und
Organen Leber-, Milz- und Lymphknotenvergrofierungen auftreten. Ohne spezifische Therapie fithrt
die ALL innerhalb weniger Wochen bis Monate zum Tod.

Die ALL ist eine Erkrankung aller Altersgruppen, zeigt aber einen Haufigkeitsgipfel im frithen
Kindesalter. Die Inzidenzrate im Kindesalter? liegt bei 4,1 (Robert Koch-Institut, 2008), womit
ungefihr jeder zweitausendste Mensch im Laufe seiner Kindheit an einer ALL erkrankt. Mit einem

Anteil von 80% ist sie die dominierende Leukiamieform in der Padiatrie.

bezogen auf 100.000 Kinder im Alter unter 15 Jahren, altersstandardisiert auf die westdeutsche Bevolkerung (Stand
1987)

11
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1.3.1.1 Diagnostik und Klassifikation

Die Unterscheidung verschiedener Leukdmieformen ist von prognostischer und therapeutischer Re-
levanz. Wegweisend ist die Knochenmarkuntersuchung, insbesondere, da bei etwa 20% der Patienten
bei Diagnose keine zirkulierenden leukdmischen Blasten nachgewiesen werden konnen (Pui, 2006).
Definitionsgeméafl muss der Blastenanteil der kernhaltigen Zellen bei akuten lymphoblastischen
Leukdmien mindestens 20% betragen und die Blasten der lymphatischen Reihe zugeordnet werden

konnen.

Die Diagnostik der akuten Leukdmien basiert auf folgenden drei Siulen: 1. Die zytomorphologische

und zytochemische Beurteilung. 2. Immunphéanotypisierung. 3. Zytogenetik und Molekularbiolo-

gie.

Zytomorphologie und Zytochemie Die FAB-Klassifikation (French-American-British) fir
akute Leukdmien wurde im Jahr 1976 von Bennett et al. vorgeschlagen (Bennett et al., 1976). Sie
basiert auf konventionellen zytomorphologischen und zytochemischen Methoden. Dabei werden
zundchst akute lymphoblastische und akute myeloische Leukdmien voneinander abgegrenzt. Die
Leukdmieformen werden anschliefiend weiter untergliedert, wobei die drei Subtypen der akuten
lymphoblastischen Leukdmie (L1, L2 und L3) durch das Auftreten bestimmter zytologischer Eigen-
schaften und durch die Heterogenitit in der Verteilung dieser Muster definiert sind (Tabelle 1.1). Die

FAB-Klassifikation hat aufgrund neuerer diagnostischer Verfahren an Bedeutung verloren.

FAB-Klassifikation der ALL
FAB-Typ zytologische Eigenschaften

L1 Kleine Zellen mit homogenem Chromatin. Meist regulére Zellkerne mit unauffalligen
Nucleoli. Sparliches Zytoplasma.

L2 Grol3e, heterogene Zellen mit variablem, heterogenem Chromatin. Die irregularen
Zellkerne weisen gelegentlich gréBBere Nucleoli auf. Gelegentlich deutliche Basophilie.

L3 Grof3e, homogene Zellen mit homogenem, fein getiipfeltem Chromatin. Der Zellkern

ist regular konfiguriert und kann prominente Nucleoli aufweisen. Charakteristisch ist
eine ausgepragte Basophilie und multiple zytoplasmatische Vesikel.

Tabelle 1.1 - Die FAB-Klassifikation unterteilt die lymphoblastische Leukdmie nach den Vorschlagen
von Bennett et al. (1976) in drei Subtypen (L1, L2, L3). Die Einteilung erfolgt anhand zytomorpholo-
gischer und zytochemischer Kriterien. Typisch fiir die ALL ist eine negative Peroxidase-Reaktion
und eine positive PAS(Periodsdure-Schift)-Reaktion (Munker et al., 2006). (Nach Bennett et al.
(1976))

12
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Immunphéanotypisierung Bei der Inmunphiénotypisierung wird mit Hilfe von markierten An-
tikorpern die Expression membranstidndiger und intrazelluldrer Antigene auf Leukdmiezellen durch-
flusszytometrisch untersucht (Erklarung des Verfahrens in Kapitel 2.3). Das Antigen-Expressions-
muster ergdnzt die morphologisch gestiitzte Liniendeterminierung und erméglicht auch in unklaren
Fdllen eine Zuordnung zu einer der Zellreihen (Béné et al., 1995). Dariiber hinaus ermoglicht die
Immunphinotypisierung auch die Zuordnung zu einem Differenzierungsstadium innerhalb der
T-Zell-, B-Zell- und myeloischen Reihe.

Fiir die Subtypisierung der ALL existieren mehrere Klassifikationen, wobei die EGIL?> und SJCRH*

Klassifikationen am weitesten verbreitet sind (Tabelle 1.2).

B-ALL* T-ALLT

pro-B common pra-B reife pro-T pra-T  kortikale  reife

Vorldufer-Antigene
TdT + + + - + + + +/—
HLA-DR + + + + +/- - - -
CD10 +/— +/- +/— +/— +/— -

B-Antigene
CD19
CD79a
cyCD22
cylgM

mig

|
+

I+ + +
I+ + +
I+ + +
|
|
|
|

+ + + +

|

|

|
+

+

|

|

|

|

T-Antigene
cyCD3 - - - -
mCD3 - - - - -
CD7 - - - - + + +
CD1a - - - - - - +

+
|

I+ + +

*Mindestens zwei der drei B-Zell-Marker CD19, CD79a und CD22 miissen positiv sein.
TDer T-Zell-Marker CD3 muss zytoplasmatisch oder membranstindig nachweisbar sein.
*Selten mlg—, dann ist aber der Nachweis von intrazelluldren Leichtketten (Typ x oder 1) erforderlich.

Tabelle 1.2 - Einteilung der akuten lymphoblastischen Leukdmien nach der EGIL-Klassifikation. Der
Nachweis eines Oberflachen-Antigens gilt als positiv, wenn die Expression des Antigens auf >20%
der Blasten nachweisbar ist. Aufgrund ihrer hohen Spezifitit bilden CD3, CD79a und TdT eine
Ausnahme, sie werden bereits ab 10% als positiv gewertet. TdT: terminale Desoxyribonukleotidyl-
transferase; cy: zytoplasmatisch; m: membransténdig; Ig: Immunglobulin. (Nach Pui (2006) und
Béné et al. (1995))

Entsprechend der EGIL-Klassifikation erfolgt die Unterteilung der B-Zell-ALL anhand ihres Reifesta-

*European Group for the Immunological Characterization of Leukemias (Béné et al., 1995)
4St. Jude Children’s Research Hospital (Memphis, Tennessee, USA)
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diums in eine pro-B-ALL (B-I), common-B-ALL (B-II), pra-B-ALL (B-III) und reife B-ALL (B-IV).
Grundsatzliche Voraussetzung fiir die Zuordnung zur B-Vorlauferzell-ALL (BVZ-ALL) ist, dass
mindestens zwei der drei B-Zell-Rezeptor-assoziierten Antigene CD19, CD22 und CD79a positiv
sind. Die Unterscheidung der verschiedenen BVZ-ALL Subgruppen erfolgt anschlief}end durch
CD10 und Immunglobuline.

Die frithe pro-B-ALL (B-I) ist CD10 und IgM negativ. Die common-B-ALL (B-II) als nachste Reifungs-
stufe ist dagegen CDI10 positiv. CD10 wird aufgrund seiner Spezifitit auch als common-ALL-Antigen
(CALLA) bezeichnet und ist bei padiatrischen B-ALL mit einer relativ guten Prognose assoziiert
(Pezzutto et al., 2006).

Die reiferen B-ALL (B-III und B-IV) exprimieren bereits die fiir B-Zellen charakteristischen Im-
munglobuline, wobei dies mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist (Pezzutto et al., 2006). Bei
der pra-B-ALL (B-III) ist das Immunglobulin vom Typ M zunédchst im Zytoplasma lokalisiert. Erst
die reife-B-ALL (B-1V) ist als Zeichen der fast abgeschlossenen Ausreifung auch fiir membranstandig

gelegene Immunglobuline positiv (mit begleitender x- oder A- Leichtkettenrestriktion?).

Weitere typische B-Zell-assoziierte Oberflaichenmarker konnen auf einem Grof3teil der B-ALL nach-
gewiesen werden. Dazu gehoren zum Beispiel HLA-DR (humanes Leukozytenantigen DR) und das
Enzym TdT (terminale Desoxyribonukleotidyltransferase). T-Zell-Marker sind nur ausnahmsweise

positiv.

Analog zur B-ALL wird auch die T-ALL anhand ihres Expressionsmusters einem Reifungsgrad
zugeordnet (Tabelle 1.2). Charakteristisch fiir die T-Zellreihe ist das Vorhandensein des T-Zell-
Rezeptor-assoziierten Antigens CD3 (Pezzutto et al., 2006). Selten konnen ALL auch ein B-/T-Zell-
biphenotypisches Expressionsmuster aufweisen. Sie werden im Rahmen der EGIL-Klassifikation als
eigenstandige ALL-Entitét beriicksichtigt. Ebenso sind undifferenzierte lymphoblastische Leukédmien
selten. Sie weisen keine B- und T-Zell-spezifischen Antigene auf, sind aber fiir den unspezifischen
lymphozytischen Marker TdT positiv (Pezzutto et al., 2006).

Die immunphénotypische Subtypisierung ist zwar von therapeutischer und prognostischer Relevanz,

Sie wird jedoch zunehmend durch Genotypisierungen ersetzt (Pui, 2006).

Molekulargenetik Im Gegensatz zu soliden Tumoren weisen Leukdmien hdufig balancierte
oder reziproke Translokationen auf (Rowley, 1998; Pezzutto et al., 2006; Pui, 2006). Durch chro-

mosomale Translokationen konnen Gene verschiedener Chromosomen fusionieren. Die hierbei

>Bei der Leichtkettenrestriktion sind die leichten Ketten der Immunglobuline nicht variabel, sondern durch die
Monoklonalitit der Ig-bildenden Zelle auf einen Leichtkettentyp festgelegt.
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entstehenden Fusionsgene kodieren Fusionsproteine, die sich von ihren Wildtyp-Proteinen durch
eine verdnderte Proteinstruktur oder ein verdndertes Expressionsmuster unterscheiden (Rabbitts,
1994; Look, 1997; Zelent et al., 2004). Héaufig sind Genabschnitte betroffen, die wichtig fiir die
Stammzell-Differenzierung und die Zelllinien-spezifische Ausreifung sind. Durch die Beeinflussung
regulatorischer Zellprozesse kann die Zelle ihre physiologischen Eigenschaften verlieren, Apoptose-
resistent werden, die Fahigkeit zur Differenzierung verlieren oder sich unkontrolliert vermehren (Pui
et al., 2004). Die haufigsten ALL-Fusionsgene und die korrespondierenden Translokationen sind
in Tabelle 1.3 aufgelistet. Neben diesen Translokationen weisen B-ALL meistens weitere komplexe

numerische und strukturelle chromosomale Verdnderungen auf.

Fusionsgen A-B

Abbildung 1.3 - Mechanismus der Fusionsgenbildung. Die Gene A und B befinden sich auf unter-
schiedlichen Chromosomen. Kommt es zu einer Translokation, deren Bruchpunkte im Bereich der
beiden Gene liegen, fusionieren diese zu einem Fusionsgen A-B und einem reziproken Fusions-
gen B-A (nicht dargestellt). Das Fusionsgen wird durch die Promotorsequenz des 5’-nahen Gens
reguliert. (Eigene Abbildung)

Die Klassifikation molekulargenetischer Mutationen ist von grofler therapeutischer und prognosti-
scher Bedeutung, insbesondere durch die Fortschritte im Bereich des rational drug designs. So konnte
durch die Entwicklung des Tyrosinkinase-Inhibitors Imatinib erstmals eine leukdmische Mutation
(BCR-ABL, Tabelle 1.3) zielgerichtet und spezifisch durch eine spezifische Pharmakotherapie antago-
nisiert werden. Weil molekulargenetische Verdanderungen nur ausnahmsweise ein morphologisches
Korrelat haben, ist die molekulargenetische Analyse zu einem unverzichtbaren Werkzeug in der

Klassifizierung der Leukdmien geworden.

1.4 Das Fusionsgen TEL-AML1

Die Translokation t(12;21)(p13;q22) ist die hdufigste Translokation bei padiatrischen Leukdmien

(Tabelle 1.3). Durch die Translokation fusionieren die Gene TEL und AMLI zu einem gemeinsamen
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Fusionsgene bei ALL

Fusionsgen Translokation

Haufigkeit (%)

Kinder Erwachsene Typ

TEL-AML1
BCR-ABL 9;22)
MLL-AF4
E2A-HLF

t(12;21)(p13;922)
t( (a34;911)
E2A-PBX1  1(1;19)(923;p13)
t(4;11)(g21;923)
t(17;19)(g22;p13)

20-25
3-5
5-6

2
<1

B-ALL

Ph+ B-ALL
pra-B-ALL
pro-B-ALL
pra-B-ALL

Tabelle 1.3 - Rekurrierende Genfusionen bei padiatrischen und adulten ALL. BCR: breakpoint cluster
region; ABL: Abelson; PBXI: pre-B-Zell Leukdmie Homeobox 1; MLL: myeloid/lymphoid or mixed
lineage leukemia; AF4: ALL Fusionsgen von Chromosom 4:; HLF: hepatischer Leukdmiefaktor; Ph:
Philadelphia-Chromosom (bezeichnet das verkiirzte Chromosom 22 nach der Translokation mit

Chromosom 9). (Nach Pui (2006))

TEL-AMLI-Fusionsgen. Es kodiert fiir einen Transkriptionsfaktor, der onkogene Eigenschaften

besitzt und B-Vorlduferzellen prileukdmisch transformiert.

1.4.1 TEL

TEL (Translocation-ETS-Leukemia), auch ETV6 genannt, ist ein nukledrer Transkriptionsfaktor,

dessen Gen sich auf dem kurzen Arm von Chromosom 12 befindet (12p13). Er gehort zur Gruppe

der ETS-Transkriptionsfaktoren (E-26 transforming specific), die als gemeinsames Merkmal eine

ETS-Domaéne besitzen, durch die eine sequenzspezifische DNA-Bindung vermittelt wird (Leprince
et al., 1983; Nunn et al., 1983; Poirel et al., 1997). Das TEL-Gen umfasst 240 Kilo-Basenpaare DNA

und setzt sich aus 8 Exons und 7 Introns zusammen.

452

mSin3A UBC9 N-CoR
1 } } }
REPRESSION ETS

TEL PD

Abbildung 1.4 - Schematische Darstellung des TEL-Proteins. Es besteht aus 452 Aminosduren und
umfasst drei funktionelle Domanen. Proteininteraktionen mit mSin3A, UBC9 und N-CoR sind
eingezeichnet. Auf sie wird im Text néher eingegangen. PD: Pointed Doméne; UBC9: ubiquitin-
conjugating enzyme 9; N-CoR: nuclear corepressor. (Nach Loh und Rubnitz (2002); Zelent et al.

(2004))

TEL wurde erstmals aus Zellen eines Patienten mit chronisch myelomonozytarer Leukdmie (CMML)
kloniert (Golub et al., 1994). Bei dem Patienten lag die Translokation t(5;12)(q33;p13) vor, bei der
TEL mit der Tyrosin-Kinase Domidne des PDGF-Rezeptors (platelet-derived growth factor) zu

16



1 Einleitung

einem dominanten Onkogen fusioniert ist (Carroll et al., 1996; Jousset et al., 1997). Weitere TEL-
Rearrangements lief3en sich in verschiedenen hamatologischen Neoplasien nachweisen (Tabelle 1.4),
wobei es sich bei den Fusionspartnern sowohl um Transkriptionsfaktoren, als auch um Proteinkinasen
handelt. Zusitzlich konnte hdufig eine weitere TEL-Deletion beobachtet werden. Man nimmt daher
an, dass ein Loss-of-function® von TEL zur Genese oder Progression der TEL-AMLI-positiven
Leukédmie beitrdgt (Agape et al., 1997).

TEL-Fusionsgene

Fusionsgen Translokation Literaturverweis

TEL-AML1 t(12;21)(p13;g22) Romana et al. (1995a); Shurtleff et al. (1995)
TEL-PDGF-R 1(5;12)(g33;p13)  Golub et al. (1994)

TEL-JAK2 1(9;12)(p24;p13)  Lacronique et al. (1997); Peeters et al. (1997)
TEL-EVI1 (3;12)(g26;p13) Raynaud et al. (1996b)

TEL-ABL 1(9;12)(q34;p13) Papadopoulos et al. (1995)

Tabelle 1.4 - Fusionspartner von TEL bei chromosomalen Translokationen. PDGF-R: platelet-derived
growth factor receptor; ABL: Abelson; JAK2: Janus Kinase 2; AMLI: Akute myeloische Leukdmie 1;
EVII1: Ecotropic viral integration site 1. (Nach Golub et al. (1997))

Der Transkriptionsfaktor TEL besteht aus drei funktionellen Doménen: 1. die Pointed Doméne (PD),
2. die Repressionsdomine und 3. die ETS-Domaine. In Abbildung 1.4 ist die Proteinstruktur von TEL

schematisch dargestellt.

ETS-Doméane Die ETS-Domine ist eine DNA-Bindungsdomaéne. Sie besteht aus einer hoch
konservierten Aminosduresequenz, die die DNA-Sequenz GGAA/T binden kann (Nye et al., 1992;
Wasylyk et al., 1992; Thompson et al., 1991; Watson et al., 1988; Boyle et al., 1986). Die Sekundérstruktur
der ETS-Domine bildet ein Helix-Turn-Helix (HTH)-Motiv.

Zunachst wurde in vitro demonstriert, dass TEL an ETS-spezifische Bindungsstellen der DNA binden
kann (Poirel et al., 1997). Jousset et al. (1997) konnten jedoch zeigen, dass TEL in vivo als Homodi-
mer oder Oligomer vorliegt und in diesem Zustand nicht mit den reguldren ETS-Bindungsstellen

assoziieren kann.

Pointed Doméane Die Pointed Domaine, auch als B-Domine bezeichnet (Boulukos et al., 1989),

tibernimmt bei TEL die Funktion einer Oligomerisierungsdomane (Jousset et al., 1997). Damit

5Bei einer Loss-of-function Mutation wird ein Gen funktionslos, weil beide Allele eines Gens in eine funktionslose
Form mutiert sind.
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unterscheidet sich TEL von anderen ETS-Proteinen, die in der Regel als Monomere vorliegen,
da sie keine Oligomerisierungseingeschaften aufweisen (Jousset et al., 1997; Wasylyk et al., 1993).
Bemerkenswert ist, dass die Oligomerisierungseigenschaft vom tibrigen Proteinkontext unabhéngig

zu sein scheint (Jousset et al., 1997).

Ausgehend von Gensequenz-Analysen wurde fiir die Pointed Domiane zunidchst ein Helix-Loop-
Helix(HLH)- oder Helix-Turn-Helix(HTH)-Motiv als Sekundéarstruktur vermutet (Seth und Papas,
1990; Reddy und Rao, 1991; Wang et al., 1992). Dies stellte sich aber nach einer multiplen-Alignment

Analyse von Jousset et al. (1997) als unwahrscheinlich heraus.

Die Pointed Doméne kann mit mehreren Proteinen interagieren. So konnten Chakrabarti et al.
eine Interaktion mit dem Enzym UBC9 (Ubiquitin-conjugating enzyme) nachweisen (Chakrabarti
et al., 1999). UBC9 gehort zu den Ubiquitin-konjugierenden Enzymen. Bei der Ubiquitinierung von
Zielproteinen handelt es sich um reversible posttranslationale Modifikationen, die die Halbwertzeit,
Eigenschaften und Verteilung von Proteinen beeinflussen kénnen, wobei besonders der proteosoma-
len Degradation eine wichtige Rolle zukommt. Die UBC9-Bindung mit TEL fiihrt jedoch nicht zu

einer TEL-Degradation, sondern zu einer Modulation der transkriptionalen Aktivitat von TEL.

Eine weitere Proteininteraktion findet mit dem Corepressor mSin3A statt (Fenrick et al., 1999). Uber
mSin3A wird die Ausbildung eines Repressionskomplexes, bestehend aus dem Transkriptionsfaktor
TEL, den Corepressoren mSin3A und SMRT und den Histondeacetylasen 1 bis 3, vermittelt. In
Verbindung mit der Repressionsdoméne von TEL wird dadurch die Transkription von bestimmten

Genabschnitten reprimiert.

Repressions-Doméane Die zentral gelegene Repressionsdoméne bindet den Corepressor N-
CoR (Wang und Hiebert, 2001). Uber N-CoR werden Histondeacetylasen rekrutiert, die zusammen
mit dem iiber die Pointed Domine rekrutierten Repressionskomplex die transkriptionale Repression
von TEL vermitteln (Loh und Rubnitz, 2002; Wasylyk et al., 1992). Ohne die Rekrutierung von
N-CoR verliert TEL einen Grofiteil seiner repressiven Eigenschaften (Chakrabarti und Nucifora,
1999; Loh und Rubnitz, 2002).

Funktionen von TEL TEL ist ein vorwiegend repressiver Transkriptionsfaktor. Durch TEL
werden Histondeacetylasen rekrutiert, die durch Histon-Deacetylierungen die Chromatinstruktur
verdichten und dadurch die Transkription benachbarter Genabschnitte erschweren. Im menschlichen
Organismus wird TEL ubiquitér exprimiert (Golub et al., 1994), wobei er in verschiedenen Geweben

als anti-apoptotischer Faktor wirken kann (Wang et al., 1997). In der adulten Himatopoese wird
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durch TEL ein normaler Pool an lymphatischen Progenitorzellen aufrechterhalten (Wang et al.,
1998).

1.4.2 AML1

AMLI (akute myeloische Leukdmie 1), auch CBFa2 (core binding factor) genannt, ist ein Transkripti-
onsfaktor, dessen Gen sich auf dem langen Arm von Chromosom 21 (21q22) befindet (Levanon et al.,
1994). Er gehort zur Gruppe der RUNX-Proteine (runt-related gene x), die als gemeinsames Merkmal
eine DNA-bindende RUNT-homologe Domine (RHD) tragen (Abbildung 1.5). Erstmals identifiziert
wurde das AMLI-Gen bei einer AML vom Typ FAB M2 mit der Translokation t(8;21)(q22;q22),
bei der AMLI mit dem ETO-Gen fusioniert ist (Miyoshi et al., 1991; Erickson et al., 1992; Nisson
et al., 1992; Miyoshi et al., 1993). In den folgenden Jahren wurde die Beteiligung von AMLI auch bei

anderen leukdmischen Translokationen nachgewiesen (Tabelle 1.5).

CBFB p300/CBP
mSin3A
1 | , | 479
AMLA1 RUNT TRANSAKTIVIERUNG

Abbildung 1.5 - Schematische Darstellung des AMLI-Proteins. Es besteht aus 479 Aminoséuren.
Die RUNT-homologe Doméne (RUNT) besitzt DNA bindende Eigenschaften, die durch CBF
verstirkt werden. Uber die Transaktivierungsdomine wird die Aktivitit des Transkriptionsfaktors
tiber Cofaktoren (p300/CBP) reguliert. CBF: core binding factor; CBP: CREB-bindendes Protein.
(Nach Zelent et al. (2004))

Als a-Untereinheit bildet AMLI iiber die RH-Domine zusammen mit dem Protein CBFp als f3-
Untereinheit einen als CBF (core binding factor) bezeichneten heterodimeren Transkriptionsfak-
torenkomplex (Tenen et al., 1997). CBFp bindet jedoch nicht direkt die DNA, sondern verstarkt
lediglich die Affinitat der a-Untereinheit zu der DNA (Lopez et al., 1999; Jousset et al., 1997). Neben
AMLI kann die a-Untereinheit auch durch die Transkriptionsfaktoren AML2 (CBFa3) und AML3
(CBFal) gebildet werden.

AMLI besitzt eine C-terminal gelegene Transaktivierungsdoméne (Abbildung 1.5), iiber die verschie-
dene Coaktivatoren die transkriptionelle Aktivitit von AMLI regulieren. Wesentliche Aktivatoren
der Transkription sind die Cofaktoren p300 und CBP (CREB-bindendes Protein) (Kitabayashi et al.,
1998). Diese bilden einen Histon-Acetyl-Transferase (HAT) Komplex mit PCAF’, der im Bindungs-

bereich von AMLI die Chromatinstruktur durch Histon-Acetylierungen auflockert und damit eine

7PCAF: P300/CBP-assoziierter Faktor
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AML1-Fusionsgene

Fusionsgen Translokation Literaturverweis

TEL-AML1 t(12;21)(p13;922) Golub et al. (1995); Romana et al. (1994, 1995a)
AML1-ETO (8;21)(g22;022)  Miyoshi et al. (1991)

AML1-EVI1 1(3;21)(926;022)  Mitani et al. (1994)

AML1-MTG16 1(16;21)(g24;022) Gamou et al. (1998)

Tabelle 1.5 - Fusionspartner von AMLI bei chromosomalen Translokationen. ETO: eight twenty-one;
EVII: Ecotropic viral integration site 1; MTGI16: myeloid transforming gene.

Transkription der DNA ermdoglicht (Kitabayashi et al., 1998; Yang et al., 1996). Transkriptionell akti-
viert werden unter anderem Gene, die fiir IL-3 (Taylor et al., 1996), GM-CSF (Cockerill et al., 1996)
und den T-Zell-Rezeptor (Erman et al., 1998) kodieren. Uber die Regulation von Homeobox(HOX)-
Genen?® werden viele weitere regulatorische Gene der Himatopoese beeinflusst (Ichikawa et al., 2004;
Look, 1997).

Auf der anderen Seite kann AMLI auch als transkriptionaler Repressor wirken (Imai et al., 1998).
Dazu kann AMLI iiber ein C-terminales VWRPY Motiv mit dem Corepressor TLEI (transducin-like
enhancer of split) interagieren und als transkriptionaler Repressor wirken (Imai et al., 1998; Aronson
et al., 1997). Auflerdem konnte demonstriert werden, dass AML] mit dem Corepressor mSin3A
assoziieren kann (Fenrick et al., 1999), wobei die Assoziation iiber Phosphorylierungen reguliert
wird (Imai et al., 2004). In der Regel wirkt AMLI jedoch als transkriptionaler Aktivator.

Von AMLI existieren drei Spleifivarianten (AMLIla, AML1b, AMLIc), wobei AML1b und AMLIlc
alle funktionellen Dominen besitzen (Miyoshi et al., 1995). Bei der Spleifivariante AMLIa fehlt die
Transaktivierungsdoméne. AMLIa scheint vor allem regulatorische Effekte auf AMLIb auszuiiben
(Zhang et al., 2005; Tanaka et al., 1997).

1.4.3 TEL-AML1

Bei der Translokation t(12;21)(p13;q22) fusioniert das TEL-Gen von Chromosom 12 mit dem AMLI-
Gen auf Chromosom 21. Die Bruchstellen liegen meist im Intron 5 von TEL und breit verteilt im
groflen Intron 1 von AMLI (Wiemels und Greaves, 1999; Romana et al., 1995b).

Das Fusionsprotein TEL-AMLI wird iiber den TEL-Promotor exprimiert (Romana et al., 1995a). Es

beinhaltet die 336 N-terminalen Aminosduren von TEL und beinahe die gesamte Proteinstruktur und

$HOX-Gene tragen eine phylogenetisch hoch konservierte Homeobox-Sequenz. Sie kodieren fiir Transkriptionsfakto-
ren, die die Zelldiversifikation und Musterbildung in der Embryonalentwicklung steuern.
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alle funktionellen Doméanen von AMLI (Golub et al., 1995; Romana et al., 1995b; Shurtleff et al., 1995;
McLean et al., 1996; Raynaud et al., 1996a). Von TEL sind die Pointed Doméne und ein grof3er Teil der
Repressionsdoméne erhalten, die DNA-bindende ETS-Domaéne hingegen fehlt (Golub et al., 1996).
Das reziproke AMLI-TEL-Fusionsprotein wird nur inkonstant exprimiert und scheint von geringer
biologischer Bedeutung zu sein (McLean et al., 1996). Eine Ubersicht der TEL-AMLI Proteinstruktur
gibt Abbildung 1.6.

t(12;21)

1 452
TEL I PD I REPRESSION I ETS I
1 479
AMLA1 I RUNT I l TRANSAKTIVIERUNG
mSin3A  UBC9 N-CoR CBFB _ p300/CBP
1 } | | 336 } mSin3A | 796
TEL-AMLA1 l PD l REPRESSION [ RUNT l l TRANSAKTIVIERUNG

Abbildung 1.6 - Schematische Darstellung der Proteine TEL, AML] und TEL-AMLI. Bei TEL und
AMLL ist der Bruchstellenbereich der Translokation t(12;21) eingezeichnet. Fiir TEL-AMLI sind
zusatzlich die Proteininteraktionen eingezeichnet. (Nach Loh und Rubnitz (2002); Zelent et al.
(2004))

Entstehung Chromosomale Translokationen entstehen durch die fehlerhafte Reparatur von
DNA-Doppelstrangbriichen (Wiemels und Greaves, 1999; Zucman-Rossi et al., 1998; Gillert et al.,
1999). Ursache ist eine nicht-homologe Rekombination zweier Chromosomenarme. Befinden sich in
beiden Bruchstellenbereichen Gene, so fusionieren diese infolge der Translokation. Es entstehen

Fusionsgene mit verdnderten Eigenschaften oder veranderten Expressionsmustern.

Fiir B-Vorlduferzellen konnte gezeigt werden, dass durch die Anwendung von subletalen apoptoti-
schen Stimuli, Etoposid, H,O, oder Salicylsaure Doppelstrangbriiche im Intron 5 von TEL und im
Intron 1 von AMLI gehauft beobachtet werden konnten. Nach Serum-Entzug und Aminophyllin-
Behandlung konnten auch TEL-AMLI-Fusionstranskripte nachgewiesen werden (Eguchi-Ishimae
et al., 2001). Bei TEL waren die Bruchstellen haufig in der Nihe einer fiir DNA-Schédden anfilligen
hoch polymorphen Repeat-Region mit paranemischer” DNA-Struktur lokalisiert (Wiemels und
Greaves, 1999). Unabhingig davon sind beide Gene in B-Vorlduferzellen stark aktiviert und aufgrund

der damit verbundenen relativ lockeren Chromatinstruktur anfilliger fiir DNA-Schéaden.

9Bei einer paranemischen DNA-Struktur kénnen die Einzelstringe ohne gegenseitige Auseinanderrotation voneinander
getrennt werden (Yagil, 1991).
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Neben spezifischen priadisponierenden Faktoren fiir Entstehung einer TEL-AMLI Genfusion gibt
es noch allgemeine Risikofaktoren, die generell die Entstehung einer Leukdmie begiinstigen. Dazu
zdhlen ionisierende Strahlen, Alkylantien, Topoisomerase II-bindende Substanzen, Virusinfektionen,

pradisponierende Genotypen und nutritive Faktoren, wie etwa Folsduremangel (Pui, 2006).

Pathophysiologie Der Transkriptionsfaktor AMLI bindet iiber die RH-Domane sequenzspezi-
fisch DNA-Abschnitte. Uber die Transaktivierungsdomine wird dabei die transkriptionale Aktivitét
von AMLI reguliert. Er kann kontextabhangig als transkriptionaler Aktivator oder Repressor wirken,
wobei er jedoch meist als transkriptionaler Aktivator fungiert. Die transkriptionale Aktivierung
basiert auf einer Histon-Acetyl-Transferasen (HAT) vermittelten Histon-Acetylierung, durch die die
Bindung der DNA an die Histone abgeschwicht wird. Die Folge ist eine Auflockerung der Chromatin-
struktur im Bindungsbereich von AMLI, wodurch die Transkription der AMLI-Zielgene erméglicht
wird (Abbildung 1.7a).

Das Fusionsprotein TEL-AMLI ist ebenfalls ein Transkriptionsfaktor. Uber die RH-Domine reguliert
er die gleichen Zielgene wie AMLI. Im Gegensatz zu AMLI wirkt TEL-AMLI aber aufgrund seiner
veranderten Eigenschaften als dysregulierter, konstitutiver Repressor (Hiebert et al., 1996; Fears et al.,
1997). Die Zielgene von AMLI1 werden durch TEL-AMLI kontextunabhéngig reprimiert (Abbildung
1.7b). Dies fiihrt dazu, dass TEL-AMLI-positive B-Vorlauferzellen prialeukdmisch transformieren

und die Anzahl pluripotenter himatopoetischer Vorlduferzellen zunimmt.

Es konnte gezeigt werden, dass die Genrepression von TEL-AMLI vor allem durch das TEL-Frag-
ment vermittelt wird. Ohne die Pointed Domiane von TEL verliert TEL-AMLI seine konstitutiv
reprimierenden Eigenschaften (Fischer et al., 2005). Durch die Assoziation mit den Corepressoren
mSin3A, N-CoR und SMRT werden Histondeacetylasen rekrutiert, die eine konstitutive Transkrip-
tionsrepression bewirken (Nagy et al., 1997; Chakrabarti und Nucifora, 1999; Fenrick et al., 1999;
Guidez et al., 2000). Histondeacetylasen reprimieren die Transkription, indem sie die DNA-Bindung
an Histone durch Histon-Deacetylierungen verstirken. Infolgedessen wird die Chromatinstruktur
verdichtet und die Initiation der Transkription benachbarter Genabschnitte verhindert. Aufgrund
dieses Pathomechanismus kann die TEL-AMLI-abhdngige Genrepression maf3geblich durch Histon-
deacetylase-Inhibitoren (HdI), wie zum Beispiel Trichostatin A, antagonisiert werden (Chakrabarti
und Nucifora, 1999).

Uber die Pointed Domine bildet TEL-AMLI1 Dimere mit TEL oder TEL-AML], wodurch die Inter-
aktion mit Corepressoren moglicherweise verstarkt wird (Fischer et al., 2005). Uber die Pointed
Doméne findet zudem eine Interaktion mit dem Enzym UBC9 (Ubiquitin-conjugating enzyme)

statt. Normalerweise steuert UBC9 durch SUMO-1 Konjugationen das nukleoldre Verteilungsmuster
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(a) AMLI bindet sequenzspezifisch DNA-Abschnitte und wirkt als
transkriptionaler Aktivator, indem durch HAT die Chromatin-
struktur aufgelockert wird. Der DNA-Abschnitt kann durch
Polymerasen (griin dargestellt) transkribiert werden.

m
—

HDAC

DNA

(b) TEL-AMLI bindet die gleichen DNA-Abschnitte wie AMLL,
wirkt aber als transkriptionaler Repressor. Durch Histonde-
acetylasen (HDAC) wird die Chromatinstruktur verdichtet
und die Transkription der Genabschnitte blockiert.

1 Einleitung

Abbildung 1.7 - Schematische Darstellung der AMLI- (a) und TEL-AMLI-Funktion (b). HAT: Histon-

Acetyl-Transferasen; HDAC: Histondeacetylasen. (Eigene Abbildung)
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des Wildtyp-TEL. Durch die UBC9-Interaktion mit der Pointed Doméne wird aber auch TEL-
AMLI SUMO-1 konjugiert. Als Folge weist TEL-AMLI das gleiche nukleoldre Verteilungsmuster
wie Wildtyp-TEL auf, wohingegen die sequenzspezifische DNA-Bindung weiterhin tiber das AMLI-

Fragment vermittelt wird.

TEL-Deletion Nach derzeitigem Kenntnisstand reicht die Expression des TEL-AMLI-Fusions-
proteins alleine nicht aus, um eine Leukdmie zu induzieren. Fischer et al. (2005) konnten im Maus-
modell zeigen, dass durch die Expression von TEL-AMLI die Ausdifferenzierung des pro-B-Zell-
Kompartiments behindert wird, und im Knochenmark multipotente himatopoetische Vorldufer-
zellen akkumulieren. Uber den Beobachtungszeitraum von einem Jahr kam es jedoch nicht zur
Ausbildung einer Leukdmie. Diese Studie deckt sich mit den Ergebnissen von Mori et al. (2002), die
das TEL-AMLI-Fusionsprotein bei ungefihr 1% aller Neugeborenen im Nabelschnurblut nachwei-
sen konnten. Damit war es tiber 100-mal haufiger, als es die Rate TEL-AMLI-positiver Leukdmien
vermuten lasst. Deswegen wird angenommen, dass die TEL-AMLI Genfusion eine pradisponierende
praleukdmische Initialmutation ist und bereits prianatal entsteht (Maia et al., 2001). Entsprechend
einer two- oder multi-hit Hypothese (Knudsonhypothese) wiren weitere Mutationen nétig, um eine
Leukdmie zu induzieren (Greaves, 2003; Knudson, 1992). Diese Annahme wird durch die Beobach-
tung gestiitzt, dass nach dem Nachweis von TEL-AMLI in himatopoetischen Zellen iiber zehn Jahre

vergehen konnen, bis eine Leukdmie auftritt (Wiemels et al., 1999).

Als zweites Mutationsereignis kommt vor allem eine TEL-Deletion infrage. Bei den meisten TEL-
AMLI-positiven Leukdmien lasst sich eine TEL-Deletion auf dem zytogenetisch intakten Chromosom
12 nachweisen. Die TEL-Deletion betriftt hierbei nur eine Subpopulation der TEL-AMLI-positiven
Zellklone (Romana et al., 1996). Weiterhin berichteten Ford et al. (2001), dass bei zwei untersuchten
Leukdmiepatienten die TEL-Mutation zum Zeitpunkt des ersten Rezidivs von der urspriinglich
dokumentierten TEL-Mutation abwich. Es wird diskutiert, ob in diesen beiden Fillen das Rezidiv
durch eine erneute Mutation im TEL-Gen in tibriggebliebenen TEL-AMLI-positiven préaleukdmi-
schen Zellklonen entstanden ist (Kim et al., 1996). Die Bedeutung der TEL-Deletion ist jedoch
nicht abschliefSend geklart. McLean et al. (1996) konnten zeigen, dass TEL-AMLI sowohl mit sich
selbst als auch mit dem Wildtyp-TEL dimerisieren kann. Durch eine TEL-Deletion wiirde TEL
als Dimerisierungspartner wegfallen und dadurch eine Homodimerisierung von TEL-AMLI be-
glinstigen. Moglicherweise wird so die onkogenen Aktivitit von TEL-AMLI verstirkt (Golub et al.,
1995). Zusitzlich konnte der Funktionsverlust von TEL die leukamische Transformation zusatzlich

begiinstigen.
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Klinische Aspekte der TEL-AML1-positiven Leukamie Die kurative Therapie der ALL
beginnt in der Regel mit einer intensiven Polychemotherapie als sogenannte Induktionsphase, wih-
rend der eine vollstindige Riickbildung (Remission) der Erkrankung angestrebt wird. Es folgen
Konsolidierungs- und Erhaltungsphase mit dem Ziel einer anhaltenden Remission. Bei gesicher-
tem ZNS-Befall kann zusitzlich eine ZNS-Bestrahlung erforderlich sein. Bei Patienten mit einer
hohen Rezidivwahrscheinlichkeit oder einem schlechten Ansprechen der Therapie kann, wenn ein
immungenetisch passender Spender zur Verfiigung steht, zusitzlich eine allogene Stammzell- bzw.
Knochenmarktransplantation durchgefiihrt werden, der eine Hochdosis-Chemotherapie vorangeht
(Gadner et al., 2005).

Erste Therapiebeobachtungsstudien haben ergeben, dass TEL-AMLI-positive Leukdmien ein beson-
ders gutes Therapieergebnis zeigen (Loh und Rubnitz, 2002). Uber 92% der TEL-AMLI-positiven
Patienten tiberlebten nach Therapie eine mittlere Beobachtungszeit von 5 bzw. 8 Jahren (Shurtleft
et al., 1995; McLean et al., 1996). Auch wurde eine gegeniiber TEL-AMLI-negativen Leukdmien
signifikant niedrigere Rezidivrate beschrieben (McLean et al., 1996). Vor diesem Hintergrund wurde
der TEL-AMLI-Status als méglicher positiv-pradiktiver Marker fiir die Risikostratifizierung und den
Therapieerfolg diskutiert.

Die in den darauffolgenden Jahren publizierten Studien zeigten zum Teil deutlich abweichende
Ergebnisse (Nakao et al., 1996; Harbott et al., 1997; Seeger et al., 1998; Pui, 2000). Seeger et al. (1998)
konnten zeigen, dass von 146 B-Vorlaufer-ALL-Patienten, die alle nach dem gleichen Studienprotokoll
behandelt wurden (BEM-Protokoll), 24% im Stadium des 1. Rezidivs TEL-AMLI positiv waren.
Dieser Prozentsatz entspricht dem Anteil TEL-AMLI-positiver Leukdmien bei Diagnosestellung,
was gegen eine seltenere Rezidivrate spricht. Allerdings konnte bestétigt werden, dass die rezidivreie
Zeit signifikant verldngert war (Seeger et al.,, 1999). Vor diesem Hintergrund reevaluierten Loh
et al. ihre vormals publizierten Studienergebnisse. Dabei zeigte sich, dass das ereignisfreie 5-Jahres-
Uberleben und das Gesamtiiberleben im TEL-AMLI-positiven Patientenkollektiv etwa 8-9% hoher
als in der Kontrollgruppe war (p = 0,03 und 0,05). In einer multivariaten Regressionsanalyse war
der TEL-AMLI-Status jedoch kein unabhidngiger pradiktiver Faktor. Als unabhingige Faktoren
wurden hingegen die Variablen Risikogruppenzuordnung' (p = 0,009) und Asparaginasebehandlung
(p = 0,04) identifiziert (Loh et al., 2006).

Trotz der verbesserten Therapie ist die Leukdmie eine ernsthafte Erkrankung mit potenziell todli-
chem Ausgang. Auch unter optimalen Therapiebedingungen sterben iiber 10% der Patienten. Auf
der anderen Seite wird durch die medikamentdse Behandlung und durch die Strahlentherapie das

Auftreten von Zweittumoren signifikant begiinstigt. Bei der ALL wird ein 14-facher Anstieg von

'"Die Risikogruppenzuordnung erfolgte iiber die Variablen Alter und Leukozytenzahl bei Diagnosestellung.
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malignen Tumorerkrankungen beobachtet. Das kumulative Risiko betragt nach 15 Jahren bereits
3,3% (Borgmann et al., 2008; Loning et al., 2000). Vor allem hohe Dosen von Etoposid und Cyclo-
phosphamid im Rahmen der Konditionierung vor Knochenmarktransplantation werden fiir das
Auftreten sekundérer Neoplasien verantwortlich gemacht (Borgmann et al., 2008). Insbesondere
fiir junge Patienten ist der Anstieg sekunddrer Neoplasien ein Problem, da ihr kumulatives Risi-
ko aufgrund der ferneren Lebenserwartung verhéltnismaflig hoch ist. Es werden daher weiterhin
grofe Anstrengungen unternommen, die vorhandenen Therapieregime zu optimieren und neue
Therapiemoglichkeiten zu entwickeln. Die zelluldren Immuntherapien zéhlen zu diesen neuartigen

Therapieformen.
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1.5 Aufgabenstellung der Arbeit

Die therapeutischen Optionen zur Behandlung der Rezidiv-ALL sind eingeschrinkt. Daher kénnten
immuntherapeutische Ansétze interessante Alternativen bieten. Die Entwicklung einer dendritischen
Zellvakzine ist hierbei eine vielversprechende Méglichkeit, wobei eine Strategie die Induktion einer
spezifischen Immunantwort gegen leukdmiespezifische Fusionsproteine ist. So konnten zum Beispiel
leukdmische dendritische Zellen im Rahmen neuer Therapiestrategien genutzt werden, um eine
antileukdmische Immunreaktion zu induzieren, indem leukdmieassoziierte Selbst-Antigene oder
Fusionsproteine préasentiert werden (Yun et al., 1999). Voraussetzung ist jedoch, dass die leukdmischen

Selbst-Antigene weiterhin exprimiert werden.

Die chromosomale Translokation t(12;21)(p13;q22) ist die haufigste Translokation bei péadiatrischen
Leukdmien. Die Gene TEL und AMLI fusionieren zu einem TEL-AMLI-Fusionsgen, das fiir einen
onkogenen Transkriptionsfaktor kodiert. Dieser fehlreguliert die Zielgene von AMLI, indem er
als konstitutiver Repressor wirkt und B-Vorlduferzellen préileukdamisch transformiert. Vermittelt
wird die TEL-AMLI-abhéngige Repression durch mehrere Corepressoren, die Histondeacetylasen
rekrutieren. Histondeacetylase-Inhibitoren (HdI) konnen die repressive Wirkung von TEL-AMLI

antagonisieren, indem sie Histondeacetylasen hemmen.

In Vorarbeiten wurde bereits der positive Einfluss des HdI Trichostatin A auf die ex vivo Produktion
leukdmischer DC nachgewiesen (Moldenhauer et al., 2004; Insinga et al., 2005). In dieser Arbeit
sollen Kulturbedingungen erarbeitet werden, um aus TEL-AMLI-positiven leukdmischen Blasten
dendritische Zellen als mégliche Zellvakzine zu generieren. Insbesondere soll untersucht werden,
ob analog zu Trichostatin A auch die HdI Valproat, Isobutyrat und Suberoylanilid-Hydroxamsaure

(Saha) die Differenzierung zu dendritischen Zellen signifikant beeinflussen konnen.

Weiterhin soll untersucht werden, ob leukdmische dendritische Zellen weiterhin das Fusionson-
koprotein TEL-AMLI exprimieren. Erst durch die fortgesetzte Expression von TEL-AMLI wiren
leukdmische dendritische Zellen in der Lage, TEL-AMLI zu présentieren um damit eine TEL-AMLI

spezifische Immunreaktion auszulosen.
Folgende konkrete Fragestellungen sollen im Rahmen dieser Arbeit behandelt werden:

1. Welchen Einfluss haben die HdI Valproat, Isobutyrat und Saha auf die Differenzierung zu leukami-

schen dendritischen Zellen?

2. Fithren HdI in den eingesetzten Konzentrationen zu einer gesteigerten Histon-Acetylierung?
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3. Verdndert sich durch die Behandlung mit HdI die Expression von TEL-AMLI? Ist die TEL-AMLI-

Expression in leukdmischen dendritischen Zellen verdndert?

4. Lassen sich die Ergebnisse des Zelllinien-Modells auf ALL-Zellen von Patienten {ibertragen? Fithrt
die Behandlung mit HdI bei TEL-AMLI-positiven Patientenzellen zu einer veranderten Expression
von TEL-AMLI?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zellen

Patientenzellen Die Knochenmarkbiopsien von 136 Kindern mit diagnostizierter ALL wurden
aufbereitet und der TEL-AMLI-Status bestimmt (Schmidt et al., 2009). Insgesamt standen 25 TEL-
AMLI-positive Patientenproben zur weiteren experimentellen Analyse zur Verfiigung, von denen
sechs im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden. Fiir die Studie an Patientenzellen lag ein posi-
tives Ethikvotum der Ethikkommission der Charité vor. Fiir jeden Patienten lag eine schriftliche

Einwilligungserklarung der Erziehungsberechtigten vor.

Zelllinien Die Zelllinie REH wurde 1973 aus dem peripheren Blut eines 15-jahrigen nordafrikani-
schen Méddchens mit akuter lymphoblastischer Leukdmie im Stadium des ersten Rezidivs gewonnen.
Die Zelllinie tragt die Translokation t(12;21)(p13;q22) und exprimiert das Fusionsgen TEL-AMLI
(Poirel et al., 1997). Das zweite TEL Allel ist deletiert. Der immunologische Phanotyp entspricht
einer common B-ALL (B-II) und ist negativ fiir CD80, CD86 und positiv fiir HLA-DR (Matsuo und
Drexler, 1998). Die Zelllinie HL-60 wurde 1976 aus dem peripheren Blut einer 35-jahrien Frau mit
akuter myeloischer Leukdmie (FAB Typ AML-M2) gewonnen (Gallagher et al., 1979). Die Zelllinie
NALM-6 wurde 1976 aus dem peripheren Blut eines 19-jahrigen Mannes mit pra-B-ALL (B-III) im
Stadium des ersten Rezidivs gewonnen. Sie tragt die Translokation t(5;12)(q3L;p12) ohne Beteiligung
des TEL-Gens (Wlodarska et al., 1997). Die Zelllinie MOLT-16 wurde 1984 aus dem peripheren Blut

eines 5-jahrigen Madchens mit T-ALL im Stadium des ersten Rezidivs gewonnen.

Die Zelllinie REH wurde von der ATCC! bezogen. Alle anderen Zelllinien wurden von der DSMZ?

bezogen.

! American Type Culture Collection, USA
*Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
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2.1.2 Reagenzien

2.1.2.1 Chemikalien und Reagenzien

Agarose

Biocoll

Bovines Serum-Albumin (BSA)
Bromphenolblau

Chloroform
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatrium-EDTA3
Dinatriumhydrogenphosphat

Elektrochemilumineszenz (ECL) Reagenz

Elektrochemilumineszenz (ECL) Reagenz

Essigsaure

Ethanol
Ethidiumbromid
Glycerin

HEPES

Isobutyrat

Isopropanol
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Magnesiumchlorid
Methanol

Milchpulver

MOPS* SDS® Laufpuffer
Natriumchlorid
Natriumhydroxid

Penicillin-Streptomycin

Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)

Reduzierendes Agens (NuPAGE)

SEDTA: Ethylendiamintetraessigsiure
#MOPS: 3-(N-Morpholino)-propansulfonsiure
>SDS: Natriumlaurylsulfat

2 Material und Methoden

Promega, USA

Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Mallinckrodt Baker, Niederlande
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Amersham, USA

Invitrogen, USA

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Promega, USA

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Mallinckrodt Baker, Niederlande
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Bioline, Grof$britannien
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Invitrogen, USA

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

PAA Laboratories, Osterreich
Sigma-Aldrich, USA
Invitrogen, USA
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RLT (RNAlater) Puffer
RNase AWAY

RPE Puffer

RW1 Puffer

Suberoylanilid-Hydroxamsdure (Saha)

Salzsdure

Transferpuffer (NuPAGE)

Tris®

Tris-Acetat SDS Laufpufter
TRItidy G

Trypanblau

Tween 20

Valproat

Wasser fiir die Molekularbiologie

2.1.2.2 Zellkulturmedien und Zytokine

2 Material und Methoden

Qiagen, Niederlande
VWR International, Darmstadt
Qiagen, Niederlande
Qiagen, Niederlande
Sigma-Aldrich, USA
Carl Roth, Karlsruhe
Invitrogen, USA

Carl Roth, Karlsruhe
Invitrogen, USA
AppliChem, Gatersleben
Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Carl Roth, Karlsruhe

c-KIT-Ligand (SCF) (spezifische Aktivitat 5 x 10° U/mg) PeproTech, Hamburg

Fetales Kéilberserum (FBS)

Biochrom, Berlin

Flt3-Ligand (spezifische Aktivitdt 1 x 10° U/mg)
GM-CSF (spezifische Aktivitat 2,5 x 107 U/mg)
Interleukin-3 (spezifische Aktivitat 1 x 107 U/mg)
Interleukin-4 (spezifische Aktivitét 1 x 107 U/mg)
L-Glutamin

RPMI-16407

StemSpan H3000

TNF-a (spezifische Aktivitit 1 x 103 U/mg)

®Tris: Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
7RPMI: benannt nach dem Roswell Park Memorial Institute, USA

PeproTech, Hamburg
PeproTech, Hamburg
PeproTech, Hamburg
PeproTech, Hamburg
Invitrogen, USA

Biochrom, Berlin

StemCell Technologies, Kanada
PeproTech, Hamburg
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2.1.2.3 Puffer und Lésungen

PBS-Puffer (1x)*
Verbindung Konz. (g/l)

NaCl 8
KCI 0,2
Na2HP04 1,44
KH2POy4 0,24

*pH 7,4 (add. HCI)

Tabelle 2.1 — NaCl: Natriumchlorid, KCl: Ka-
liumchlorid, Na,HPO,: Natriumhydrogen-
phosphat, KH,PO4: Kaliumdihydrogenphos-

phat
TAE-Puffer (50x)
Verbindung Konz.
Tris 242 g/l
Essigsaure 57,1 ml/l

Na,EDTA (0,5 M, pH 8) 100 ml/l

Tabelle 2.3

2 Material und Methoden

PBST-Puffer (1x)*
Verbindung Konz.
NaCl 8 g/l
KClI 0,2 g/l

Na,HPO, 1,44 g/l
KH>PO4 0,24 g/l
Tween-20 0,1%

*pH 7,4 (add. HCI)

Tabelle 2.2 - NaCl: Natriumchlorid, KCl: Ka-
liumchlorid, Na,HPOy: Natriumhydrogen-
phosphat, KH,PO,: Kaliumdihydrogenphos-
phat

Agarose-Gel (1%)

Verbindung Konz. (g/l)

Agarose Pulver 0,39

Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE) 30 mL

Ethidiumbromid 3ul
Tabelle 2.4

Lysepuffer (Saureextraktion)

Lysepuffer (Ultraschall)

Reagenz Konz. (mM) Reagenz Konz. Substanzgruppe
N NaCl 150 mM/I

:\_EEFS 112 Tris HCI 100 mM/I Puffersystem

2 ) Na-Deoxycholat 0,50 % Detergens
KCI 10 N
DTT 05 SDS 0,50 % Detergens
PMSF 1’5 NP-40 0,50 % Detergens

’ EDTA 5 mM/ Protease-Inhibitor

*pH 7.9 (add. NaOH) Pefabloc SC 1mM/  Protease-Inhibitor

Tabelle 2.5 - HEPES: 2-(4-(2-

Natriumfluorid 10 mM/I  Phosphatase-Inhibitor

Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)- Tabelle 2.6 - NaCl: Natriumchlorid, HCL: Salzsiu-

ethansulfonsdure, MgCl,: Magne-
siumchlorid, KCl: Kaliumchlorid,
DTT: Dithiothreitol, PMSF:
Phenylmethylsulfonylfluorid

re,

EDTA: Ethylendiamintetraessigsaure, Tris:
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, SDS:  Natri-
umdodecylsulfat, NP-40: Nonoxynol-40, Pefabloc:
4-(2-Aminoethyl)-benzensulfonylfluorid
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2.1.2.4 Nukleinsauren, Primer und Enzyme

Beta-Aktin Primer (TagMan)

DNA Leiter (100 bp)

dNTP (Desoxyribonukleosidtriphosphate)
Hexanukleotide

MagicMark XP

PCR Mastermix (TagMan)

Rainbow Marker

Reverse Transkriptase (SuperScript II)
Riickwarts-Primer (Aex3)

Sonde (TEL)

Vorwirts-Primer (TEL S)

2.1.2.5 Antikoérper

Anti-Acetyl-Histon-H4 (Rabbit)
Anti-AML1/RHD (Rabbit, IgG)
Anti-CD14 (FITC)

Anti-CDla (PE)

Anti-CD80 (FITC)

Anti-CD83 (PE)

Anti-CD86 (PE)

Anti-IgG1 (FITC)

Anti-IgG1 (PE)

Anti-Mouse-IgG (HRP konjugiert)
Anti-NTEL (Mouse, IgG)
Anti-Rabbit-IgG (HRP konjugiert)

2.1.2.6 Kits

2 Material und Methoden

Applied Biosystems, USA
Promega, USA

Promega, USA

Roche Diagnostics, Schweiz
Invitrogen, USA

Applied Biosystems, USA
GE Healthcare, Grofbrittanien
Invitrogen, USA

TIB Molbiol, Berlin

TIB Molbiol, Berlin

TIB Molbiol, Berlin

Upstate, USA
Calbiochem, USA

Becton Dickinson, USA
Becton Dickinson, USA
Becton Dickinson, USA
Beckman Coulter, Krefeld
Becton Dickinson, USA
ImmunoTools, Friesoythe
ImmunoTools, Friesoythe
Promega, USA

AG Seeger

Promega, USA

BCA Protein Assay Thermo Scientific, USA

DiffQuick
RNeasy Mini
QIAshredder

Siemens Health Care, Berlin
Qiagen, Niederlande
Qiagen, Niederlande
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BioPhotometer

Brutschrank

Durchflusszytometer (FACScan)
Elektrophorese-Gerit

Gel-Kamm grof3

Gel-Kamm klein

Gel-Schiene grof3

Gel-Schiene klein

Gelkammer (Sub-Cell 96)
GeneAmp PCR 9700 Thermocycler
Haemacytometer Neubauer-improved
Mikroskop (M20)

Pipette Easypet

Pipette Research 10

Pipette Research 200

Pipette Research 20

Pipette Research 1000
RTq-PCR-Gerit (iCycler MyiQ)
Sonopuls Ultraschallgerit

2 Material und Methoden

Eppendorf, Hamburg
Thermo Scientific, USA
Becton Dickinson, USA
Bio-Rad, USA

Bio-Rad, USA

Bio-Rad, USA

Bio-Rad, USA

Bio-Rad, USA

Bio-Rad, USA

Applied Biosystems
Optik Labor, Friedrichshofen
Wild Heerbrugg, Schweiz
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Bio-Rad, USA

Bandelin, Berlin

Stromquelle fiir Gel-Elektrophorese (PowerPac HC) Bio-Rad, USA

Tischzentrifuge (Biofuge 13)
Vortex (Genie 2)

Versadoc MP 4000

Werkbank (LaminAir HB 2472)

Thermo Electron, USA
Scientific Industries, USA
Bio-Rad, USA

Thermo Scientific, USA

Western Blot Kammer (XCell SureLock) Invitrogen, USA

Zentrifuge (Megafuge 1.0)

2.1.4 Plastikwaren

Deckglaser (22 x 22 mm)
Eppendorf-Gefifle

FACS Tubes

Kaniile (Microlance 3, 20G)

Thermo Electron, USA

G. Menzel Glasbearbeitungswerk, Braunschweig
Eppendorf, Hamburg

Becton Dickinson, USA

Becton Dickinson, USA
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Microplatte 96 well Greiner Bio-One, Austria
Multiwell Platte (Falcon, 24-well) Becton Dickinson, USA
Multiwell Platte (Falcon, 6-well) Becton Dickinson, USA
Pipettenspitzen 10 Greiner Bio-One, Austria
Pipettenspitzen 1000 Greiner Bio-One, Austria
Pipettenspitzen 200 Greiner Bio-One, Austria
Reagenzgefafl (FALCON, 15 ml) Becton Dickinson, USA
ReagenzgetafS (FALCON, 50 ml) Becton Dickinson, USA
Spritze (Discardit II, 20ml) Becton Dickinson, USA
Sterilfilter Becton Dickinson, USA

Zellkulturflasche (Falcon 25 cm, beliiftet) Becton Dickinson, USA
Zellkulturflasche (Falcon 75 cm, beliiftet) Becton Dickinson, USA

2.1.5 Software

BD CellQuest Becton Dickinson, USA
Excel 2003 Microsoft, USA

Gene Expression Analysis Software 1.1  Bio-Rad, USA

Quantity One Bio-Rad, USA

REST-MCS 2.0 Pfaftl et al., 2002

SPOT advanced 3.5.5 Diagnostic instruments, USA
SPSS 12 SPSS, USA

2.2 Zellkultur Methoden

Alle Zellkulturarbeiten wurden an einer Reinraum-Werkbank mit Laminar-Airflow-Verfahren durch-
gefiihrt. Fiir die Herstellung von Zellkultur-Vollmedium wurde das Grundmedium RPMI-1640 mit
fetalem Kélberserum (FBS) oder Humanserum und 10 pg/ml L-Glutamin versetzt. Das Vollmedium
wurde mit 10 I.E./ml Penicillin und 10 pg/ml Streptomycin gemischt und tiber einen Filter mit einem
Porendurchmesser von 0,2 um sterilfiltriert. Vollmedium wurde fiir maximal 2 Wochen bei 4 °C
gelagert und vor Gebrauch im Wasserbad bei 37 °C erwarmt. Alle Zentrifugationsschritte wurden,
soweit nicht explizit anders angegeben, bei 1600 rpm fiir 7 Minuten in einer Heraeus Megafuge 1.0
(Thermo Scientific) durchgefiihrt. Fiir die Herstellung von Losungen und Puffergemischen wur-

de Reinstwasser vom Typ I, 18,2 MQ-cm (Millipore) verwendet, PBS-Puffer wurde zusétzlich vor
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2 Material und Methoden

Gebrauch autoklaviert.

2.2.1 Kulturbedingungen
2.2.1.1 Kultivierung

Die kryokonservierten Zellsuspensionen wurden zum Auftauen zunédchst im Wasserbad bei 37 °C
erwarmt, bis im Kryoréhrchen Fliissigkeit sichtbar wurde. Der Inhalt des Kryordhrchens wurde
anschliefSend mit 15 ml frischem Medium versetzt, um das DMSO auszuwaschen. AnschliefSend
wurden die Zellen zentrifugiert, in frischem Medium resuspendiert und gezihlt. Die Kultivierung
der Zelllinien REH, NALM-6 und MOLT-16 erfolgte im Grundmedium RPMI-1640 mit 10% FBS.
Die Zellkultur wurde mit einer Zellzahl von 10/ul gestartet und in 25 cm? groflen Zellkulturflaschen
bei 37 °C unter Frischluftzufuhr und einem konstant gehaltenen CO,-Anteil von 5% im Inkubator
kultiviert. Die Zellzahl wurde im Verlaufbei etwa 0,5-1 x10%/ul gehalten. Bedarfsgerecht wurde in zwei-
bis dreitigigem Abstand die Halfte der Zellsuspension verworfen oder in eine neue Zellkulturflasche
tiberfiithrt und durch frisches Vollmedium ersetzt. In regelmiafligen Abstinden wurde ein kompletter
Mediumwechsel durchgefiihrt. Dazu wurde die Zellsuspension in 50 ml Schraubdeckelrohrchen
tiberfithrt und zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden anschlieflend resuspendiert und in neue
Zellkulturflaschen tiberfiihrt.

Die Kultivierung leukdmischer Patientenzellen erfolgte im Grundmedium StemSpan H3000 mit
10% gepooltem Humanserum. Im Gegensatz zu herkdmmlichen Kulturmedien enthélt StemSpan
keine tierischen Proteine, sondern setzt sich aus humanen oder humanen rekombinanten Proteinen
zusammen. Dieses Medium hat sich fiir die Kultivierung und Differenzierung leukdmischer Patien-
tenzellen bewéhrt (Schmidt et al., 2009). Das Knochenmarkmaterial wurde zunachst im Verhaltnis
1:2 in RPMI-1640 mit 5% Humanserum verdiinnt. Zwei 15 ml Schraubdeckelrohrchen wurden mit
jeweils 5 ml Ficoll befiillt und die Knochenmarksuspension in gleichen Teilen vorsichtig auf das
Ficoll geschichtet. Nach Dichtegradientenzentrifugation der Rohrchen (1800 rpm, 35 min, ohne
Bremse) wurden die Interphasen in ein frisches Schraubdeckelrohrchen iiberfithrt und mit PBS-
Puffer aufgefiillt und zweimal zentrifugiert (1x 2000 rpm, 1x 1000 rpm, 10 min) und das Pellet in 1 ml
Medium resuspendiert. Anschlieflend wurde die Zellzahl und Viabilitat bestimmt. Die Zellkultur
wurde mit 1-3 x10° Zellen gestartet und fiir sieben Tage in einer 6-Well-Zellkulturplatte kultiviert.
Bedarfsgerecht wurde in zwei- bis dreitdgigem Abstand 200 ul der Zellsuspension verworfen und

durch frisches Medium ersetzt.
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2.2.2 Zellzahlbestimmung und Viabilitat

Die Anzahl und Viabilitit der Zellen wurde im Hamocytometer (Typ Neubauer improved) bestimmt.
Jeweils 10 ul der Zellsuspension wurden im Verhiltnis 1:2 mit Trypanblau verdiinnt und in das
Hamocytometer iiberfithrt. Unter dem Mikroskop wurden 4 Grofiquadrate mit einem Volumen von
je 6,25 nl ausgezahlt und die Zellzahl anhand der folgenden Formel berechnet:

Gezéhlte Zellen

Zellzahl (/ml) = 1 x Verdiinnungsfaktor x 10*

Zur Bestimmung der Viabilitat wurden die Zellen mit dem Diazofarbstoff Trypanblau getérbt. Der
Farbstoff dringt in die geschidigte Zelle ein und farbt diese blau, vitale Zellen bleiben hingegen
ungefarbt und erscheinen lichtmikroskopisch hell-leuchtend. Die Viabilitdt wurde aus dem Verhéltnis

der intakten, ungefarbten Zellen gegeniiber der Gesamtzellzahl berechnet.

2.2.3 Behandlung mit Zytokinen und Histondeacetylase-Inhibitoren

Die Zellen wurden mit den Histondeacetylase-Inhibitoren (HdI) Valproat, Isobutyrat und Sub-
eroylanilid-Hydroxamséure (Saha) in den Konzentrationsstufen 128 nM, 256 nM, 512 nM und 1024
nM behandelt. Daneben wurden entsprechend Tabelle 2.7 unterschiedliche Zytokinkombinationen

eingesetzt.

Fiir Versuche mit der Zelllinie REH wurde die unbehandelte Zellkultur zentrifugiert, in frischem
Medium resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Anschlieflend wurden auf einer 24-Well-Zell-
kulturplatte jeweils 3 x 10° Zellen in 2 ml RPMI-1640 Medium mit 10% FBS eingesetzt und mit der
Zytokinkombination TGK (Tabelle 2.7a) und unterschiedlichen Hdi in unterschiedlichen Konzen-
trationen kultiviert. Alle 48 Stunden wurden 300 pl der Zellsuspension vorsichtig abpipettiert und

durch 1 ml frisches Medium ersetzt.

Fiir Versuche mit Patientenblasten wurden die Proben zentrifugiert (1200 rpm, 7 min, mit Bremse),
in frischem Medium resuspendiert und anschlieflend die Zellzahl bestimmt. Jeweils 1-3 x 10° Zellen

wurden auf einer 24-Well-Platte in StemSpan-Medium mit 10% Humanserum kultiviert.

Fiir Generierung leukdmischer dendritischer Zellen aus Patientenblasten wurde der Zytokincocktail
TGKFI314 (Tabelle 2.7b) eingesetzt, die sich in unserer Arbeitsgruppe fiir die Kultivierung von ALL-
Patientenblasten bewdhrt hat. Nach jeweils zwei bis drei Tagen wurden 200 pl der Zellsuspension

vorsichtig von der Oberfliche abpipettiert und durch frisches Medium ersetzt.
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TGKFI314

TGK Reagenz Konz. (ng/ml)
Reagenz Konz. (ng/ml) TNF-a 50
TNF-a 100 GM-CSF 25
SCF 50

GM-CSF 100 .
SCF 20 FIt3-Ligand 50
Interleukin-3 20
(a) Interleukin-4 50

(b)

Tabelle 2.7 - Zytokinkombinationen. TNF-a: Tumornekrosefaktor-a, GM-CSF: Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor, SCF: stem cell factor (KIT-Ligand). Flt3-Ligand:
FMS-like tyrosine kinase 3 ligand

2.3 Durchflusszytometrische Analyse von
Zelloberflachenantigenen

Theoretischer Hintergrund Das Durchflusszytometer ist ein optisches Messsystem, um Streu-
licht und Fluoreszenzsignale von Zellen innerhalb einer Suspension zu analysieren. Die Zellsuspen-
sion wird tiber eine Kapillare angesaugt und innerhalb einer Messkiivette an einem fokussierten
Lichtstrahl und an einem Laser vorbeigeleitet. Fiir jede Zelle werden Streulicht und Fluoreszenzsi-
gnale iiber Photodetektoren registriert. Durch die erfassten Daten konnen die analysierten Zellen

physikalisch und biochemisch charakterisiert werden.

Das Durchflusszytometer arbeitet nach dem Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung. Die
langsam einflief}ende Zellsuspension wird innerhalb der Messkiivette von einem schneller flieBenden
laminaren Hiillstrom umspiilt. Aufgrund der héheren und laminaren Stromung bleiben Hiillstroms
und Zellsuspension voneinander getrennt, sodass die Zellen nur einzeln aneinandergereiht und in
der Mitte zentriert die Messkiivette passieren konnen (hydrodynamisch fokussiert). Die Messkiivette
kann so grofier als der normale Zelldurchmesser sein. Das macht sie stabiler und weniger anfillig

fiir Verstopfungen.

Die Streuung des Lichtstrahls wird fiir jede Zelle als Einzelereignis von Photodetektoren registriert.
Das im Strahlengang gestreute Vorwdrtsstreulicht (Forward Scatter, FSC) ist ein Maf3 fiir die Zellgro-
L3e; das in einem Winkel von 90° gestreute Seitwartsstreulicht (Sideward Scatter, SSC) korreliert mit

der Zellgranularitit.

Neben dem Streulichtverhalten konnen auch Zelloberflachen-Antigene detektiert und quantifiziert
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werden. Die Zellen werden zunéchst mit Antigen-spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikorpern
inkubiert und anschlieflend durchflusszytometrisch analysiert. Durch einen Laserstrahl werden die
Fluoreszenzfarbstoffe angeregt und das emittierte Licht spezifischer Wellenldnge durch Photodetek-

toren registriert.

Das genutzte Durchflusszytometer FACScan (Becton Dickinson) erméglicht neben einer 2-Winkel-
Streulichtmessung die gleichzeitige Analyse von drei verschiedenen Fluoreszenz-Wellenldngen
()LFL—I = 537 nm, /\FL—Z =597 nm, AFL—3 =650 nm).

Praktisches Vorgehen Die frisch kultivierten Zellsuspensionen wurden nach Bestimmung der
Zellzahl und Vitalitdt in 5 ml FACS-Rohrchen iiberfiithrt und zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml
PBS-Puffer resuspendiert und das vorhandene Restmedium entfernt. Die Zellen wurden anschlie-
fend in 100 pl PBS resuspendiert und mit 1,4 ul eines Fluoresceinisothiocyanat (FITC)- und eines
Phycoerythrin (PE)-markierten monoklonalen Antikorpers versetzt und fiir 30 Minuten bei 4 °C
bei Dunkelheit inkubiert. Anschlieflend wurden die doppelgetarbten Proben mit 1 ml PBS-Puffer
versetzt, zentrifugiert und das Pellet in 200 ul PBS-Puffer resuspendiert. Die immunfluoreszenzmar-
kierten Zellsuspensionen wurden am FACScan (Becton Dickinson) gemessen und mit der Software

BD Cellquest ausgewertet.

Das FSC/SSC-Streubild wurde am Computer auf die charakteristische Zellpopulation eingegrenzt,
um Artefakte und Zelldetritus aus der Messung auszuschlieflen. Eine Differenzierung dendritischer
Zellen von leukdamischen Blasten war im FSC/SSC-Streubild nicht méglich. Fiir die eingegrenzte
Zellpopulation wurden die PE- und die FITC-Fluoreszenzintensitdten im Dotplot gegeneinander
aufgetragen. Die Festlegung des fluoreszenznegativen Bereichs erfolgte durch vorherige Messung
der unspezifischen Antikorperbindung durch Isotypen-Antikorper (IgG1l-FITC und IgGl-PE). Der
fluoreszenznegative Bereich wurde so gewéhlt, dass in der Kontrolle mehr als 99% aller Zellen
fluoreszenznegativ waren. Die Einstellungen wurden fiir die Probenmessung nicht verdndert. Pro
Messvorgang wurden insgesamt 10.000 Einzelereignisse erfasst und der Anteil fluoreszenzpositiver

Zellen in Prozent dokumentiert.

39



2 Material und Methoden

2.4 Zellsortierung

2.4.1 Durchflusszytometrische Zellsortierung

Theoretischer Hintergrund Bei der durchflusszytometrischen Zellsortierung werden die Zel-
len in gewohnter Weise mit Fluorchromen markiert und anschlief}end in einem speziellen Durchfluss-
zytometer analysiert. Anders als bei der konventionellen Durchflusszytometrie wird der Zellstrom
anschlieflend aufgetrennt. Entspricht die Analyse der Einzelzelle zuvor definierten Sortiervorgaben,
wird der Fliissigkeitsstrom elektrisch geladen, bis sich die mit Fliissigkeit umhiillte Einzelzelle vom
restlichen Strom abscheidet. Der nur noch von Luft umgebene Tropfen bleibt elektrisch geladen und

kann durch elektrostatische Ablenkung vom restlichen Strom getrennt gesammelt werden.

Praktisches Vorgehen Die kultivierten Zellsuspensionen wurden in 5 ml FACS-Roéhrchen
tiberfithrt und fiir jede Probe die Zellzahl und Vitalitdt bestimmt. Die Probenaufbereitung entspricht
dem Vorgehen bei konventioneller Durchflusszytometrie (Kapitel 2.3). Die Antikdrpermarkierung
erfolgte mit je 2,5 pl Anti-HLA-DR (FITC) und Anti-CD83 (PE). Die Zellsortierung wurde am
FACSAria Durchflusszytometer der Flow Cytometry Core Facility (FCCF) des Deutschen Rheuma-
Forschungszentrums Berlin durchgefiihrt. Konfiguration und Auswertung erfolgten mit der FACS-
DiVa Software. Die Reinheit der Proben wurde anschlieflend durchflusszytometrisch am FACScan

bestimmt.

2.5 Molekularbiologische Methoden

Fiir molekularbiologische Arbeiten wurde grundsatzlich Nuklease- und Protease-freies Reinstwas-
ser verwendet. Fiir die Arbeit mit RNA wurden zusitzliche Mafinahmen getroffen, um Kontami-
nationen durch RNasen (Ribonukleasen) zu vermeiden. RNasen sind im Gegensatz zu DNasen
duflerst stabil und benoétigen keine divalenten Kationen als Kofaktoren. Auflerdem ist RNA durch
die 2’-Hydroxylgruppe der Ribose unter alkalischen Bedingungen relativ instabil (alkalische Spal-
tung). Deswegen ist RNA besonders anfillig fiir Kontaminationen durch Nukleasen und vorzeitige
Degradation. Zur Inaktivierung von RNasen wurde stets Diethyldicarbonat(DEPC)-behandeltes
Reinstwasser verwendet. DEPC bindet kovalent an primére und sekunddre Amine wie zum Beispiel
der Histidin-Seitenkette und inaktiviert dadurch RNasen. Alle Versuchsschritte, die die Arbeit mit
RNA betrafen, wurden auflerdem unter streng RNase-freien Laborbedingungen und mit RNase-

freien Verbrauchsmaterialien durchgefiihrt.
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Die Methodik der Genexpressions-Analyse auf RNA-Ebene erfolgte in mehreren Schritten, da
eine direkte RNA-Amplifikation derzeit nicht praktikabel ist. Zundchst wurde die Gesamt-RNA
aus den Zellproben extrahiert und quantifiziert. Anschlielend wurde die RNA in komplementére
DNA umgeschrieben. Als letzter Schritt wird das Zielgen-Transkript selektiv durch die Real-Time
quantitative PCR (RTq-PCR) amplifiziert und quantifiziert.

2.5.1 RNA Isolation

Die Isolation von Zelllinen-RNA erfolgte mit dem Saulenzentrifugationssystem RNeasy Mini der
Firma Qiagen. Fiir Patientenproben wurde auf die saure Guanidinthiocyanat-Phenol-Chloroform
Extraktion zuriickgegriffen, die sich in Etablierungsversuchen durch héhere RNA-Ausbeuten aus-
zeichnete. Zusitzlich kann diese Methode wiederholt werden, um die RNA-Ausbeute nochmals zu

steigern.

2.5.1.1 Saure Guanidinthiocyanat-Phenol-Chloroform Extraktion

Theoretischer Hintergrund Dieses Verfahren basiert auf der Einzelschritt-RNA-Isolierungs-
methode von Chomczynski und Sacchi (1987) und wird in Anlehnung an die Reagenz TRIzol
(Invitrogen) auch als Trizol-Extraktion bezeichnet. Durch Guanidinthiocyanat werden selektiv
Proteine und RNasen denaturiert, wahrend die Integritit der RNA erhalten bleibt. Durch die Addition
von Phenol entsteht ein zweiphasiges Gemisch, in dem sich die polare RNA nach voriibergehender
Emulsion in der wéssrigen Phase 16st. Proteine und Lipide hingegen werden in der Phenol-Phase
gel6st und damit rdumlich von der RNA getrennt. Auch DNA ist vollstindig in der Phenol-Phase
gelost, da DNA im Gegensatz zu RNA eine pH-abhéngige Loslichkeitsverteilung aufweist und bei
pH 4,0 vollstindig in der Phenol-Phase gel6st ist. Die Zugabe von Chloroform erhoht zusitzlich die

Phasendichte von Phenol und stabilisiert dadurch die Phasengrenzschicht.

Praktisches Vorgehen Die Zellproben wurden zunéchst pelletiert und in 1 ml TRIzol-Reagenz
resuspendiert. AnschlieBend wurden die Proben fiir 5 Minuten inkubiert, um eine komplette Dis-
soziation der Nukleoproteine zu gewihrleisten. Nach Addition von 200 pl Chloroform wurden
die Proben fiir 15 Sekunden kriftig geschiittelt und fiir weitere 2 Minuten inkubiert. Die Phasen-
auftrennung erfolgte anschlieflend durch Zentrifugation (12.000 rpm, 15 min). Die wéssrige obere
Phase wurde vorsichtig abpipettiert und mit 500 pl 2-Propanol gemischt, wodurch RNA prazipitiert.
Nach 10-miniitiger Inkubation wurde das RNA-Prizipitat pelletiert (12.000 rpm, 10 min) und der
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Uberstand vorsichtig abpipettiert. Das kaum sichtbare RNA-Pellet wurde mit 1 ml 75%igem Ethanol
gemischt und erneut zentrifugiert (7500 rpm, 5 min). Der Ethanol-Uberstand wurde mit grofler
Sorgfalt abpipettiert und das verbliebene RNA-Pellet fiir etwa 15-30 Minuten luftgetrocknet. Die RNA
wurde anschliefiend in 20 ul RNAse-freiem Wasser gelost. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten in

einer vorgekiihlten Tischzentrifuge bei 4 °C.

2.5.1.2 Saulenzentrifugations-Extraktion

Das Saulensystem RNeasy der Firma Qiagen kombiniert die Einzelschritt RNA-Isolierungsmethode
(Chomczynski und Sacchi, 1987) mit der Nutzung von Siliziummebranen mit selektiven Bindungsei-

genschaften.

Die Zellen wurden zunéchst in PBS-Puffer gewaschen und anschliefSend in 600 pl denaturierendem
Guanidinthiocyanat/{3-Mercaptoethanol Puffer (RLT-Puffer) lysiert. Hierdurch wurden RNasen
inaktiviert, ohne die Integritdt der RNA zu zerstoéren. Nach kurzer Inkubation wurde das Zelllysat
auf eine QIAshredder-Saule tiberfithrt und fiir zwei Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die
QIAshredder-Saule homogenisiert das Lysat und trennt unerwiinschte Zellbestandteile von der
RNA. Anschlieflend wurde dem Lysat ein Volumen 70%igen Ethanols hinzugegeben und 600 ul
auf eine siliziumtragende Zentrifugationssaule (RNeasy Mini) aufgetragen und fiir 30 Sekunden
bei 10.000 rpm zentrifugiert. Dieser Schritt wurde fiir das iibriggebliebene Lysat mit der gleichen
Saule wiederholt. In diesem Schritt wurde die RNA an die Siliziummembran der Sdule gebunden,
so dass diesmal das Durchflussvolumen verworfen werden konnte. Die Sdule wurde nun viermal
mit 500 pl RW1-Puffer bei 10.000 rpm gewaschen um Kontaminationen von der Siliziummebran
zu entfernen. Zwischen den ersten beiden Waschschritten wurde die Séule fiir 15 Minuten mit 25
Kunitz® Einheiten DNase I inkubiert. Um die Membran zu trocknen, wurde die Sdule anschlieflend
bei 10.000 rpm fiir eine Minute ohne Medium zentrifugiert und anschliefend die RNA mit 20 pl

RNase-freiem Wasser eluiert und bei 10.000 rpm fiir eine Minute abzentrifugiert.

2.5.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung und
Qualitatskontrolle der RNA

Theoretischer Hintergrund Die photometrische Konzentrationbestimmung der RNA-Proben
erfolgte durch Messung der Extinktion bei der Wellenlange A = 260nm. Die Extinktion Eys = 1

8Eine Kunitz Einheit ist definiert als die Menge DNase I, die benétigt wird, um in hochpolymerisierter DNA bei 25 °C
und pH 5,0 einen Anstieg der A260 von 0,001/ml/min zu bewirken (Kunitz, 1950a,b).
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entspricht 40 ng/ul einzelstrangiger RNA, sodass sich die Konzentration der RNA nach folgender

Formel berechnen lasst:
Konzentration [ng/ul] = E»s x Verdiinnung x 40

Fiir RNA liegt das Absorptionsmaximum bei 260 nm, fiir Proteine und aromatische Verbindungen
hingegen bei 280 nm. Die Bildung des Extinktions-Quotienten E,sy/E,g0 lasst daher Riickschliisse
tiber die Reinheit der RNA zu. Liegt der Quotient zwischen 1,8 und 2,1, gilt die RNA als rein.

Niedrigere Werte weisen auf Proteinkontamination hin.

Praktisches Vorgehen Nach Bestimmung des Glaskiivetten-Leerwerts mit RNAse-freiem Was-
ser wurde 1 ul des RNA-Eluats mit 75 pl RNAse-freiem Wasser verdiinnt und die Extinktion bei
260 nm und bei 280 nm bestimmt. Die Konzentration und Reinheit der RNA wurde errechnet und

dokumentiert.

2.5.3 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Kontrolle der Integritdt der isolierten RNA wurde eine horizontale Agarose-Gelelektrophorese
durchgefiihrt.

Theoretischer Hintergrund Elektrophorese bezeichnet das Auftrennen elektrisch geladener
Teilchen in einem durch Gleichspannung erzeugten elektrischen Feld. Bei der Gelelektrophorese
wird die Wanderungsgeschwindigkeit nicht nur durch die Ladung der einzelnen Teilchen, sondern
zusitzlich durch das Gel als Tragermaterial beeinflusst. Das Gel wirkt dabei als Molekularsieb,

weshalb kleine Molekiile schneller durch das Gel wandern kénnen als grofie Molekiile.

Die Auftrennung von Nukleinsduren erfolgt typischerweise in Agarose-Gelen. Bei angelegter Span-
nung wandern die Nukleinsduren in Richtung Anode, wobei sie ihrer Grofle nach aufgetrennt
werden. Anschliefend werden durch den interkalierenden Fluoreszenz-Farbstoff Ethidiumbromid
die Nukleinsdure-Banden unter UV-Licht sichtbar gemacht. Durch standardisierte Marker (DNA-

Leitern) konnen die Fragmentgrof3en bestimmt werden.

Praktisches Vorgehen Zur Herstellung des Gels wurden 30 ml einer 1%igen Agaroselosung
(gelost in Tris-Acetat-EDTA) in der Mikrowelle aufgekocht, bis keine Schlieren mehr sichtbar waren.

Nach dem Abkiihlen (handwarm) wurden 3 pl Ethidiumbromid addiert, die Agaroselosung in einen
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Abbildung 2.1 - Visualisierung eines Agaro-
segels nach Elektrophorese. Die Spuren 3,
4, 6 und 7 sind mit Proben-RNA beladen.
Spur 1 ist mit einer DNA-Leiter beladen.
Die Spuren 2,5 und 8 wurden nicht bela-
den. In allen Probenspuren kommen die
zwei typischen ribosomalen RNA Banden
zur Darstellung. Die Proben sind nicht
»verschmiert®. Es handelt sich um nicht
degradierte, hochwertige RNA. S: Sved-
berg. (Eigene Abbildung)

28 S—»

18 S—>»

Gelschlitten gegossen und ein Taschenkamm eingesetzt. Nach etwa einer halben Stunde wurde das
Gel in die Elektrophoresekammer gelegt, der Taschenkamm entfernt und mit TAE-Puffer bedeckt.
2 ul der RNA-Proben wurden mit 8 pul RNAse-freiem Wasser und 5 ul 3x Probenpuffer versetzt und
zusammen in die Geltaschen pipettiert. Die RNA-Leiter wurde in eine separate Tasche pipettiert.
Nach der Elektrophorese (85 V, 45 min) wurde das Gel zur Dokumentation der RNA-Banden auf

einem UV-Transilluminator bei einer Anregungs-Wellenlange von A = 290-365 nm visualisiert.

Typische 18 §° und 28 S rRNA-Banden deuten auf eine nicht degradierte, qualitativ hochwertige
RNA hin.

2.5.4 Reverse Transkription

Theoretischer Hintergrund Bei der reversen Transkription (RT) wird RNA zu komplementérer
DNA (cDNA) umgeschrieben. Katalysiert wird dieser Prozess durch das Enzym Reverse Transkrip-
tase. Es handelt sich um eine RNA-abhingige DNA-Polymerase, die in der Lage ist, kurze an RNA
gebundene Oligonukleotide (Primer) an ihrem 3’-Ende mit Desoxyribonukleosidtriphosphaten

(dNTP) zu verlangern, bis ein komplementdrer mRNA-cDNA-Doppelstrang entsteht.

Praktisches Vorgehen Zur Umschreibung von RNA in cDNA wurde die gentechnisch modi-
fizierte Variante der Reversen Transkriptase des Moloney Murinen Leukdmievirus (M-MLV RT)
mit reduzierter intrinsischer RNase H-Aktivitit und verbesserter Thermostabilitét eingesetzt (Super-
Script II, Invitrogen). Als Primer dienten randomisierte Nukleotid-Hexamere. Zunachst wurde 1
pg der RNA in 10 pl RNAse-freiem Wasser gelost und fiir 10 Minuten bei 70 °C inkubiert, um die

?S: Svedberg (Einheit des Sedimentationskoeffizienten)
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Entfaltung von Sekundérstrukturen zu gewéhrleisten. Anschliefend wurden 4 ul RT-Puffer (5x),
1 ul ANTP (20 nM), 2 pl Hexamere (1x), 2 ul Dithiothreitol (0,1 M) und 1 pl SuperScript IT (200 U/ul)
addiert.

Der Reaktionsansatz wurde zunichst fiir 10 Minuten bei 25 °C inkubiert, um ein Priming der Hexame-
re zu ermoglichen. Fiir die reverse Transkription wurden die Proben anschliefend fiir 45 Minuten bei
42 °C inkubiert. AbschliefSend wurde fiir 3 Minuten die Reverse Transkriptase bei 99 °C inaktiviert.

Die synthetisierte cDNA wurde bis zur Weiterverwendung bei -20 °C zwischengelagert.

2.5.5 Real-Time quantitative PCR und cDNA Quantifizierung

Die Real-Time quantitative PCR (RTq-PCR) ist eine Methode zur Vervielféltigung und Quantifi-
zierung von DNA. Im Gegensatz zur klassischen PCR findet bei der RTq-PCR bereits wiahrend der
Amplifikation eine Messung des PCR-Produkts statt (Real-Time), wodurch eine genauere Quantifi-
zierung der DNA maoglich wird.

Konventionelle PCR Bei der konventionellen PCR wird durch eine wiarmestabile DNA-Poly-
merase und spezifische Primer ein definierter Abschnitt der DNA amplifiziert. Die neu syntheti-
sierte Doppelstrang-DNA dient in nachfolgenden Amplifikationszyklen neben der Ausgangs-DNA
ebenfalls als PCR-Matrize. Theoretisch steigt daher in jedem Amplifikationszyklus die Menge der
Ziel-DNA exponentiell zur Anzahl n der durchlaufenen Zyklen (2"). Die PCR durchlauft tiblicher-
weise 20-40 Zyklen, wobei jeder Zyklus aus drei Einzelschritten besteht: 1. Denaturierung: Das
Reaktionsvolumen wird auf 95 °C erhitzt, wodurch Wasserstoftbriickenbindungen gelst werden
und die dsDNA in ihre Einzelstrange aufgetrennt wird. 2. Primerhybridisierung: Die Temperatur
wird primerspezifisch auf 50-65 °C abgekiihlt, damit die Primer an die Einzelstrang-DNA binden
konnen. 3. Amplifikation: Die spezifische Ziel-DNA amplifiziert, indem DNA-Polymerasen an
DNA-gebundenen Primer binden und die Ziel-DNA vom 5’- in Richtung 3’-Ende synthetisieren.
Die notwendige Temperatur ist von der eingesetzten Polymerase abhidngig und betrégt bei der

Taq-Polymerase 72 °C.

Am Ende der PCR wird die gewonnene DNA durch eine Agarose-Gelelektrophorese ihrer Grofle
nach aufgetrennt und die Ziel-DNA-Bande anhand ihrer Grofle identifiziert. Die Konzentration der
Ziel-DNA (c,) wird mithilfe eines DNA-bindenden Farbstoffs bestimmt. Unter der Annahme einer
ideal exponentiellen PCR-Kinetik (2") lasst sich daraus die Ausgangskonzentration (c,) berechnen:
o = c./2". Weil aber die Reaktionskinetik nur in der ersten Phase der PCR exponentiell verlduft, ist

diese Berechnung ungenau. Tatsdchlich verlangsamt sich in spateren Phasen die Reaktionskinetik
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durch veranderte Reaktionsbedingungen. Eine streng exponentielle Amplifikation findet nicht mehr
statt.

Real-Time quantitative PCR Im Gegensatz zur klassischen PCR wird bei der Real-Time quan-
titativen PCR (RTq-PCR) das PCR-Produkt bereits wihrend der DNA-Amplifikation gemessen.
Dies erlaubt eine sehr viel prézisere Quantifizierung der Ausgangskonzentration. Fiir dieses Ver-
fahren werden Gerite eingesetzt, die neben einer Thermocycler-Funktionalitét tiber ein optisches
Anregungs- und Detektionssystem verfiigen.

Da verfahrensbedingt eine rdumliche Auftrennung des PCR-Produkts nicht méglich ist, wird eine
Ziel-DNA-spezifische Farbstoffsonde benétigt. Sie verhindert, dass unspezifisch gebildete PCR-
Produkte das Messergebnis verfédlschen. Bei der DNA-Sonde handelt es sich um ein kurzes Stiick
DNA, das komplementidr zur Ziel-DNA ist und an ihren Enden kovalent mit zwei verschiedenen
Fluoreszenzfarbsoffen markiert ist. Durch die raumliche Nahe der beiden Farbstoffe (< 10 nm)
kommt es zum Phianomen der Fluoreszenzloschung (Quenching) (Abbildung 2.2, FRET). Wird die
DNA-Sonde durch die 5’-Exonuklease-Funktion der Taq-Polymerase gespalten, trennen sich die
Farbstoffe raumlich voneinander und es kann kein Energietransfer mehr stattfinden. Der initial
angeregte Farbstoff emittiert in seiner spezifischen Wellenldnge (Abbildung 2.2, ohne FRET). Der
Anstieg der Fluoreszenzintensitit dieser Wellenldnge ist proportional zur spezifisch synthetisierten

DNA und wird iiber ein Detektionssystem gemessen.

FRET: \
@ Farbstoff A —al> Farbstoff A*

(b) Farbstoff A* + Farbstoff B TRET> Farbstoff A + Farbstoff B*

(c) Farbstoff B* — Farbstoff B + )\52
Ohne FRET: \

(@) Farbstoff A —2ls Farbstoff A*

(b) Farbstoff A* —— Farbstoff A + )\A2

Abbildung 2.2 - Farbstoff A wird durch ein Photon mit der spezifischer Wellenldnge 14, angeregt
und tbertragt anschlieflend seine Anregungsenergie durch Resonanzeffekte auf einen rdumlich
naheliegenden Farbstoff B. Dieser Farbstoff fluoresziert nun mit der spezifischen Wellenldnge Ag,.
Farbstoff A hingegen zeigt keine Fluoreszenz mit der Wellenldnge 14, (Fluoreszenz Resonanz Ener-
gie Transfer, FRET). Wird die DNA-Sonde durch die 5’-Exonuklease-Funktion der Taq-Polymerase
gespalten, trennen sich die Farbstoffe raumlich voneinander und es kann kein Energietransfer mehr
stattfinden. Der angeregte Farbstoff A emittiert in seiner spezifischen Wellenldnge A 4, .
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Quantifizierung Nach Abschluss der RTq-PCR wird fiir jede Probe die gemessene Fluoreszenzin-
tensitit gegen die Zeit aufgetragen. Man erhalt Sigmoidfunktionen, die deskriptiv in eine Anlaufphase,
lineare Phase und Plateauphase unterteilt werden koénnen. Eine exponentielle Amplifikation fin-
det nur in der Anlaufphase statt. Anschlielend wird ein Fluoreszenzschwellenwert festgelegt, bei
dem sich alle Probenfunktionen in einer exponentiellen Phase befinden. In halblogarithmischer
Auftragung entspricht dieser Bereich einer Geraden (Abbildung 2.3). Fiir jede Probe wird der Zy-
klus bestimmt, in dem der Fluoreszenzschwellenwert iiberschritten wurde. Dieser Zyklus wird als

Schwellenwert-Zyklus (threshhold cycle, C;) dokumentiert.

1000 T 1000
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Abbildung 2.3 - RTq-PCR. Fiir jede Probe wurde die gemessene Fluoreszenzintensitit (CF RFU)
gegen die Zeit (cycle) aufgetragen. In halblogarithmischer Darstellung zeigen die Proben fiir die
exponentielle Phase einen annihernd geradlinigen Verlauf. In diesen Bereich wird der Fluoreszenz-
schwellenwert gelegt (rote horizontale Linie). Fiir jede Probe ldsst sich nun der Schwellenwert-Zyklus
ablesen, bei dem der Fluoreszenzschwellenwert tiberschritten wurde. CF RFU: curve fit relative
fluorescence units. (Eigene Abbildung)

Neben der Zielgen-PCR wird fiir alle Proben parallel eine RTq-PCR fiir ein konstitutiv exprimiertes
Referenzgen (Housekeeping-Gen) durchgefiihrt. So kann anschliefSend die Ziel-DNA-Quantitét
bzgl. des Referenz-Gens normalisiert werden:

2Ct(Ziel—Gen)

Zlelgen—Expressmn = m
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Durch Umformung des Terms kann die Zielgen-Expression vereinfacht als AC, angegeben werden:

2C[(Ziel-Gen)
— 2C[(Ziel-Gen)—C[(Kontroll-Gen) — 2AC¢

2Ct(K0ntroll-Gen)
Zwischen zwei Proben kann nun die relative Zielgen-Expression wie folgt berechnet werden:

2ACtProbe A
n—fache EXPI’ESSiOI’l — — 2AC[PmbeA—AC[PmbeB — Z—AACt(ProbeA - Probe B)
2ACtPr0be B
Diese Methode wird als —AAC;-Methode bezeichnet. Sie ist die einfachste Methode zur relativen
Gen-Quantifizierung, erweist sich aber oft als ungenau, da fiir die exponentielle Phase der PCR eine

exakte Verdoppelung der DNA angenommen wird (2").

Diese Methode wurde unter Beriicksichtigung der tatsdchlichen Exponentialfunktion erweitert
(Pfaffl, 2001).

ACy(z; Probe A - Probe B
(EZielgen) t(Zielgen) ( )

-fache Expression =
n-fache Expressio )Act(Kontm“gen)(ProbeA-ProbeB)

( Exontrollgen
Die Basis der Exponentialfunktion wird als Effizienz (E) bezeichnet. Sie wird durch die RTq-PCR
einer cONA-Verdiinnungsreihe bestimmt. C;-Werte und Verdiinnungsstufen werden gegeneinander
aufgetragen und durch die Koordinaten wird eine Gerade gelegt. Die Effizienz (E) berechnet sich

dann nach der Formel E = 10(-/Steigung)

Praktisches Vorgehen Auf einer 6-Well-Zellkulturplatte wurden jeweils 1 x 106 Zellen in 2 ml
RPMI-Vollmedium eingesetzt. Eine Zellkultur wurde mit dem Zytokincocktail TGK versetzt, weitere
Zellkulturen wurden mit Valproat, Isobutyrat oder Saha in Kombination mit TGK angesetzt. Als
Negativkontrolle diente eine in Vollmedium angesetzte Zellkultur ohne HdI und Zytokinzusatze.
Nach jeweils 48 Stunden wurden 300 pl der Zellkultursuspensionen vorsichtig abpipettiert und

durch Vollmedium und gegebenenfalls TGK ersetzt.

Nach einer Woche wurden die Zellen durchflusszytometrisch analysiert, und die relative Expressi-
on von TEL-AMLI durch eine RTq-PCR quantifiziert. Die Normalisierung von TEL-AMLI erfolg-
te durch das konsekutiv exprimierte Referenzgen Beta-Aktin. Die Amplifikation von TEL-AMLI
und Beta-Aktin erfolgte fiir jede Probe getrennt in Triplikaten auf einer 96-Well-PCR-Platte. Die
TEL-AMLI-Sonde wurde am 5’-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff FAM (6-Carboxy-fluorescein-
Phosphoramidit, Reporter) und am 3’-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff TAMRA (6-Carboxy-
Tetramethyl-Rhodamin, Quencher) markiert (TIB Molbiol, Berlin). Die Beta-Aktin-PCR erfolgte mit
dem TagMan-Kit (Applied Biosystems). Zur Berechnung der Effizienz diente eine Verdiinnungsreihe
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der Zelllinie Reh (10° - 10~* pl cDNA).

for-Primer: 5’-gAAgggAAgCCCATCAACCTC-3’ (TEL S, 21 mer)
rev-Primer: 5-TgAAgCggCggCTCgT-’3 (Aex3, 16 mer)
DNA-Sonde: 5’-TCTCCCCgCCTgAAgAgCACgCCA-"3 (TEL)

Um die TEL-AMLI-RTq-PCR gegeniiber einem Referenzgen zu normalisieren, wurde fiir alle Proben
parallel eine RTq-PCR fiir das konstitutiv exprimierte Referenzgen Beta-Aktin durchgefiihrt. Die Beta-
Aktin-RTq-PCR wurde etwa ab dem 16. Zyklus positiv und war bis mindestens 10~* pg eingesetzter
cDNA sensitiv. Die Effizienzen und die Korrelationskoeffizienten wurden fiir die RTq-PCR durch
Verdiinnungsreihen der Zelllinie Reh (10° - 10~* ug cDNA) bestimmt (Abbildung 2.4). Die Effizienz
E lag fiir beide RTq-PCR im Bereich von 2,00 (+5%), wobei die Effizienzen in der Regel um weniger

als 0,1 Punkte voneinander abwichen.

38,727

&) @
I o
) ©
= N
1 1

Schwellenwert-Zyklus (Ct)
3
[
1

26,737

T T T T T
-4 -3 2 -1 0

cDNA Ausgangskonzentration (log)

Abbildung 2.4 - Standardkurve einer TEL-AMLI-PCR: Der Korrelationskoeflizient der Einzelwerte
liegt bei 0,995. Die Steigung von -3,124 entspricht einer PCR-Effizienz von 2,09. (Eigene Abbildung)

Das PCR-Gerit iCycler MyiQ (Bio-Rad) wurde zum Vorheizen des Anregungssystems eingeschaltet
und die PCR-Plattenbelegung definiert. Anschlieflend wurde entsprechend der Anzahl der Pro-
ben der TEL-AMLI-Mastermix zusammengestellt (Tabelle 2.8). Der Beta-Aktin-Mastermix wurde
nach Herstellerangaben angesetzt (TagMan PCR Mastermix (2x) und Beta-Aktin-TagMan-Mix im

Verdiinnungsverhaltnis 10:1).

Entsprechend der vordefinierten Plattenbelegung wurde in jedes verwendete Reaktions-Well der

96-Well-Platte 10 ul des jeweiligen Mastermix vorgelegt.

Jeweils 1 pl der Proben-cDNA wurde mit 9 pl H,O verdiinnt (1:10) und zu den einzelnen Reaktions-

gefaflen hinzupipettiert. Anschliefend wurde die Probenverdiinnungsreihe hinzupipettiert.
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TEL-AML1-Mastermix

Reagenz Konz. (ul)
Tag-Platinum (5 U/ul) 0,2
dNTP (2 mM) 2
TEL S (10 pM) 0,5
Aex3 (10 pM) 0,5
TEL-AML1-Sonde (10 puM) 0,2
Platinum PCR Puffer (10x) 2
MgCl, 3
H.O 1,6

Tabelle 2.8 - Fiir jedes Reaktions-Well werden 10 pl des TEL-AMLI1-Mastermix mit 10 ul einer 1:10
verdiinnten Proben-cDNA versetzt. Taq-Platinum: DNA-Polymerase, dNTP: Desoxyribonukleosid-
triphosphate, MgCl,: Magnesiumchlorid, H,O: Reinstwasser

iCycler PCR Protokoll

Zyklus 1 2 3
Wiederholung 1x 45x 1x
Einzelschritt 1. 1. 2. 3. 1.
Dauer (min) 8:00 0:15 0:15 0:10 5:00
Temperatur 95 °C 60°C 72°C 95<C 14 °C

Tabelle 2.9 - Jeder PCR-Zyklus besteht aus einem oder mehreren Einzelschritten, die durch die
Probentemperatur und die Dauer definiert sind.

Die PCR-Platte wurde mit Deckelstreifen verschlossen und bei 3000 min~! impulszentrifugiert. Die
Proben wurden in das PCR-Gerit gesetzt und der PCR-Lauf entsprechend dem Protokoll aus Tabelle
2.9 gestartet.

Die Spezifitit der TEL-AMLI-PCR wurde durch die Austestung verschiedener Zellproben bestatigt.
Die TEL-AMLI-positive Zelllinie REH zeigte bei 1 ug eingesetzter cDNA ab Zyklus 26 eine exponenti-
elle Amplifikation. Bis zu einer cDNA Menge von 10~* pg war die RTq-PCR sensitiv (Abbildung 2.4).
Zelllinien ohne die Translokation t(12;21) wie K562 blieben iiber alle PCR-Zyklen hinweg negativ.

Die Versuchsaufbereitung und Auswertung erfolgte mit der iCycler iQ Optical System Software
(Version 3.1, Bio-Rad). Die weitere statistische Auswertung erfolgte mit der Gene Expression Analysis
Software 1.1 (Bio-Rad) und der REST-MCS Software 2.0 (Pfafil et al., 2002).
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2.6 Protein-biochemische Methoden

2.6.1 Zelllyse und Proteinaufreinigung

Die Analyse von intrazelluldren und membrangebundenen Proteinen erfordert die Zerstorung
von Biomembranen durch chemische oder physikalische Methoden. Durch diesen als Zelllyse
bezeichneten Vorgang werden Proteine freigelegt, die anschliefSend aufgereinigt und analysiert

werden konnen.

Fiir den Nachweis von TEL-AMLI1 im Western Blot wurden Gesamtproteinlysate von REH-Zellen
hergestellt. Dazu wurden die Zellen mit einem auf Detergenzien basierenden Lysepufter und an-
schlieflender Ultraschallbehandlung aufgeschlossen (Kapitel 2.6.1.1).

Fiir den Nachweis von Histonproteinen im Western Blot wurden die basischen Histonproteine durch
Sdureprazipitation von den nicht-basischen Proteinen getrennt und durch Dialyse aufkonzentriert
(Kapitel 2.6.1.2).

2.6.1.1 Ultraschallgestiitzte Proteinextraktion

Praktisches Vorgehen Der Lysepuffer wurde entsprechend Tabelle 2.6 hergestellt. Anschlie-
Bend wurde der Lysepufter in Eppendorfrohrchen aliquotiert und bis zum weiteren Gebrauch bei
-20 °C gelagert.

Fiir die Proteinextraktion wurde der Lysepufter aufgetaut und mit PIC (peptidase and phosphatase
inhibitor cocktail) und Natriumvanadat (Na;VO,) versetzt. Die Zellsuspension wurde zweimal in
einem 15 ml Schraubdeckelrohrchen mit kaltem PBS-Puffer gewaschen, gezahlt und in 100 ul Lyse-
puffer (je 1 x 107 Zellen) griindlich resuspendiert. Das Zellgemisch wurde mit Ultraschall behandelt
(Intensitit 50%, 12 Pulse) und anschlieflend zentrifugiert (1800 rpm, 10 min, 4 °C). Der Uberstand

wurde vorsichtig abgetragen und zur Weiterverwendung in ein neues Rohrchen iiberfiihrt.

2.6.1.2 Saure Proteinextraktion und Dialyse

Theoretischer Hintergrund Bei der sauren Proteinextraktion prazipitieren Proteine durch die
Addition einer starken Sdure. Sehr basische Proteine, wie etwa Histone, bleiben jedoch in Lésung
und konnen nach Zentrifugation als Uberstand in ein neues Reagenzgefifl tiberfiithrt werden. Das

Proteinlysat kann anschlieflend in mehreren Dialyseschritten aufkonzentriert und von der Séure
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befreit werden. Dieses Verfahren findet insbesondere Anwendung bei der Histonprotein-Extraktion,
um das sonst tibliche unsaubere Bandenprofil mit hoher Hintergrundfluoreszenz im Western Blot
zu vermeiden (Shechter et al., 2007).

Praktisches Vorgehen Der Lysepuffer wurde entsprechend der Tabelle 2.5 zusammengestellt,
wobei DTT und PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) erst direkt vor der Anwendung hinzugefiigt
wurden. Fiir die Dialyse wurden préparierte Eppendorf-Reaktionsgefdfie (1,5 ml) genutzt: In die
Deckel wurden mit einem erhitzten Skalpell runde, glatt berandete Offnungen geschnitten. Die

Reaktionsgefafie wurden von Plastikresten befreit und autoklaviert.

Insgesamt 5 x 10% Zellen wurden in 200 pl Lysepuffer resuspendiert und mit 40 ul einer 1 molaren
Salzsdure versetzt. Die Proben wurden fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieflend in einer
Tischzentrifuge zentrifugiert (11.000 rpm, 10 Min, 4 °C). Der Uberstand wurde in die Dialyse-Geféf3e
transferiert, die Deckel6ffnung von innen mit einem Stiick feuchter Dialysemembran verdeckt und

verschlossen.

Die Dialyse erfolgte zunachst zweimal gegen Essigsdure (200 mM/1) fiir je 2 Stunden und anschlieflend
dreimal gegen Reinstwasser fiir 1, 8 und 16 Stunden. Das Zelllysat wurde in ein neues Eppendorfgefaf3

tiberfiithrt und bis zur Weiterverwendung bei -20 °C gelagert.

2.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Theoretischer Hintergrund Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte quantita-
tiv photometrisch nach der BCA-(Bicinchoninsédure)-Reaktion. Grundlage der BCA-Reaktion ist
die Fahigkeit von Proteinen im alkalischen Milieu zweiwertige Kupferionen zu reduzieren (Biuret-
Reaktion). Einwertige Kupferionen werden anschliefSend durch BCA komplexiert, wodurch ein vio-
letter Farbstoff entsteht. Die photometrisch gemessene Absorption korreliert mit der Konzentration

der Kupfer-reduzierenden Gruppen und entspricht in Naherung der Gesamtproteinkonzentration.

Praktisches Vorgehen Von den Proteinlysate wurden 25 pl in Duplikaten auf eine 96-Well-
Flachbodenplatte ausplattiert. Als Standard diente eine ebenfalls in Duplikaten angelegte Verdiin-
nungsreihe mit bovinen Serumalbumin (BSA). Die BCA Reagenzien A und B (BCA Protein Assays,

Pierce) wurden im Verhiltnis 50 + 1 gemischt und 200 pl dieser Arbeitsreagenz jeder Proteinprobe
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hinzupipettiert. Anschlieflend wurden die Proben fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Quantifi-
zierung der Farbstoffabsorption erfolgte am Mikroplatten-Absorptionslesegerit bei der Wellenlange

von 590 nm.

2.6.3 SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese

Die Funktionsweise der Gelelektrophorese wurde in Kapitel 2.5.3 dargestellt.

Die Auftrennung von denaturierten Proteinen anhand ihres Molekulargewichtes erfolgte durch
eine vertikale SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese (XCell SureLock, Invitrogen). Hierzu wurden
jeweils 13 ul des Proteinlysats in 5 ul LDS Puffer (4x) und 2 ul reduzierendem Agens (10x) aufge-
nommen und anschlief}end fiir 10 Minuten bei 70 °C inkubiert. Jeweils 20 pl der Proben wurden
nun versuchsabhingig entweder auf 10% Bis-Tris-Gele oder auf 3-8% Tris-Acetat-Gradientengele
aufgetragen. Neben den Proteinproben wurde auch ein Marker (Protein-Leiter) aufgetragen, um
eine Groflenbestimmung der Proteinbanden zu ermdglichen. Die elektrophoretische Auftrennung
der Proteine erfolgte entweder in Tris-Acetat SDS Laufpuffer oder MOPS SDS Laufpuffer mit 0,25%
Antioxidans fiir 75 Minuten bei 150 V bzw. 30 Minuten bei 200 V fiir die Histonproteine.

2.6.4 Western blot Analyse

Der Immunoblot erfolgte mit dem nassen tank-blot System XCell SureLock (Invitrogen). Die aufge-
trennten Proteine wurden fiir 1 Stunde bei 35 V in Transferpuffer, 10% Methanol und 1% Antioxidans
vom SDS Polyacrylamid Gel auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Anschlieflend wurde
die Nitrocellulosemembran fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur mit 5% Milchpulver in PBST-Puffer
inkubiert, um unspezifische Antikdrperbindungen zu reduzieren. Der Primarantikdrper wurde
verdiinnt (Anti-N-Tel 1:1000, Anti-AMLI-RHD 1:40, Anti-Histon-H4 1:40) und tiber Nacht bei 4 °C

auf einem Schittler mit der Membran inkubiert.

Am nichsten Morgen wurde die Membran fiir 3 x 5 Minuten mit 5% Milchpulverldsung in PBST-
Puffer gewaschen und anschlieflend mit einem Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten Sekundéranti-
korper fiir 35 Minuten inkubiert. Es folgten drei Waschschritte mit PBST-Puffer mit 5% Milchpulver,
PBST-Puffer und PBS-Puffer.

AnschlieSend wurde durch das Auftragen des Meerrettich-Peroxidase-Substrats (ECL Substrat)

der membranstindige Sekundérantikorpers sichtbar gemacht (Luminol-Reaktion). Danach wurde
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lichtempfindlicher Film in der Dunkelkammer durch die Chemolumineszenz der Membran belichtet

und entwickelt.

Der Nachweis des TEL-AMLI-Fusionsproteins erfolgte im Western Blot durch Antisera gegen die
RH-Domine von AML1 (AMLI-RHD) und die N-terminale Region von TEL (N-TEL). Sowohl der
N-terminale Teil von TEL als auch die RH-Doméne von AMLI bleiben im TEL-AMLI-Fusionsprotein
erhalten womit sie in Kombination geeignet sind, um TEL-AMLI nachzuweisen. Ein fusionsstellen-
spezifisches Antiserum ist nicht verfiigbar. Die Zelllysate wurden elektrophoretisch aufgetrennt, auf
eine Nitrozellulosemembran transferiert und das Anti-AML1-RHD Bandenprofil durch Antikorpe-
rinkubation sichtbar gemacht.
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2.7 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software SPSS Version 14, Microsoft Excel Version 2003,
der Gene Expression Analysis Software Version 1.1 (Bio-Rad) und der REST-MCS Software Version
2.0 (Pfaffl et al., 2002).

2.7.1 Deskriptive Statistik

Aus den einzelnen Proben der verschiedenen Konditionen wurden Mittelwert (MW) und Standard-
abweichung (SD) der untersuchten Parameter bestimmt. Die Berechnung erfolgte softwaregestiitzt

nach folgenden Formeln:

R Qe
arithmetischer Mittelwert: ¥ = — Z X;
n g

Standardabweichung: s = /s? = \l L > (xi - %)?
=143

Die grafische Darstellung der Messergebnisse erfolgte im Boxplot-Diagramm (Abbildung 2.5). In
einem Boxplot werden fiinf statistische Variablen zusammengefasst, anhand derer sich die Streuung

der Einzelwerte und die Schiefe der Verteilung besonders gut ablesen lésst.

Abbildung 2.5 - Boxplot. Durch ein
2] / 97,5% Quantil Rechteck (Box) werden die 25% und
75% Quantile begrenzt. Es enthalt
50% der Einzelwerte. Durch zwei wei-
~ 75% Quantil tere vertikal verbundene horizontale
Linien (Whisker) werden die 2,5%
16 und 97,5% Quantile begrenzt. Zwi-
95% < 50% < Median schen ihnen liegen 95% der Einzel-
werte. Werte auflerhalb dieses Be-
reichs werden als Kreise dargestellt.
L _ Innerhalb der Box ist der Median
25% Quantil e .

1o als waagerechte Linie eingezeichnet.
Durch den Boxplot werden damit
\_ fiinf statistische Werte in einer Grafik
— ~—— 2.5% Quanti zusammenfassend dargestellt. (Eige-

ne Abbildung)

Einzelwerte
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2.7.2 Mathematische Statistik

Statistische Signifikanz Die maximale Irrtumswahrscheinlichkeit (Signifikanzniveau «) wur-
de fiir alle statistischen Tests a priori auf 0,05 (5%) festgelegt. Ein Unterschied zwischen zwei Kondi-
tionen wurde als signifikant bezeichnet und die Nullhypothese verworfen, wenn der p-Wert eines

statistischen Tests kleiner als das festgelegte Signifikanzniveau « war.

Statistische Tests Fiir die statistische Testung der immunphanotypischen Messergebnisse wur-
de ein zweiseitiger t-Test durchgefiihrt. Fiir die statistische Testung der RTq-PCR Messergebnisse
wurde der Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Algorithmus von Pfaffl et al. angewandt, wobei
tiir die Schatzung des p-Werts 2000 Randomisierungen durchgefiithrt wurden. Der Algorithmus
basiert auf einem von der Normalverteilung unabhédngigen Randomisierungstest und nutzt dabei
die Paarbildungsmethode (Pfaffl, 2001; Pfaffl et al., 2002).
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3 Ergebnisse

3.1 Differenzierung von TEL-AML 1-positiven
leukamischen Blasten zu dendritischen Zellen

Fiir verschiedene Leukdmieformen konnte gezeigt werden, dass aus leukamischen Blasten in vitro
leukdmische dendritische Zellen generiert werden konnen (Choudhury et al., 1998). In der Literatur
sind hierfiir verschiedene Protokolle beschrieben (Woiciechowsky et al., 2001; Joshi et al., 2002;
Pospisilova et al., 2002), wobei insbesondere Zytokinkombinationen aus GM-CSF, TNF-a, c-KIT-
Ligand, IL-3 und IL-4 eingesetzt werden (Oehler et al., 2000; Hagihara et al., 2001; Tsuchiya et al.,
2002; Panoskaltsis et al., 2002).

Fir die TEL-AMLI-positive BVZ-ALL-Zelllinie REH konnte gezeigt werden, dass durch die Addition
des Histondeacetylase-Inhibitors (HdI) Trichostatin A deutlich mehr dendritische Zellen generiert
werden konnen, als durch alleinige Zytokinstimulation (Moldenhauer et al., 2004). Zudem waren nur
die mit Trichostatin A vorbehandelten REH-DC in der Lage, eine Blasten-spezifische zytotoxische
Immunreaktion zu induzieren. Dieser positiv-proliferative Effekt begriindet sich wahrscheinlich
darin, dass ein Teil der leukdmischen Wirkung von TEL-AMLI durch HdI antagonisiert werden

kann.

Um den Effekt verschiedener HdI auf die Generierung leukdmischer dendritischer Zellen zu unter-
suchen, wurden t(12;21)-positive REH-Zellen mit den HdI Valproat, Isobutyrat oder Suberoylanilid-
Hydroxamséure (Saha) und dem DC-induzierenden Zytokincocktail TGK (Tabelle 2.7a, Seite 38)
behandelt. Trichostatin A wurde aufgrund der hohen Zytotoxizitit in dieser Arbeit nicht eingesetzt.
Untersucht wurde die Wirkung auf die Expression DC-typischer Oberflaichenmarker, die Zellzahl,
die Viabilitat und die Zytomorphologie. Dariiber hinaus wurde die Persistenz des Fusionsproteins

TEL-AMLI in den differenzierten Zellen nachgewiesen.
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3.1.1 Durchflusszytometrische Immunphanotypisierung

Die Zelllinie REH wurde mit Valproat, Isobutyrat oder Saha in den Konzentrationen 128 nM, 256 nM,
512 nM und 1024 nM versetzt und anschliefend fiir drei bis neun Tage mit dem DC-induzierenden
Zytokincocktail TGK behandelt (Moldenhauer et al., 2003, 2004). Als Negativkontrolle diente eine
in Vollmedium kultivierte REH-Kultur ohne HdI- und Zytokinzusitze.

An den Tagen drei, fiinf, sieben und neun wurde die Expression der Oberflachenantigene CD83, HLA-
DR und CD86 auf behandelten REH-Zellen durchflusszytometrisch untersucht und die Zellzahl und
Viabilitdt bestimmt. Zur Ergdnzung des immunphanotypischen Profils wurden ebenfalls die Oberfla-
chenantigene CD80, CDla und CD14 untersucht. Die Ergebnisse der Imnmunphénotypisierung sind
in den Abbildungen 3.1 bis 3.6 und in den Tabellen 3.1 und 3.2 zusammengefasst. Mithilfe des t-Tests
wurde gepriift, ob sich die Mittelwerte der HdI-Konditionen signifikant von der Zytokinkondition
(TGK) unterschieden. Nur die Zytokinkondition TGK wurde gegen die Negativkontrolle getestet.

Am dritten Tag war der Mittelwert der prozentualen CD83+/HLA-DR+ Expression in der TGK-
Kondition mit 5,77% (+ 3,03) im Vergleich zur Negativkontrolle (1,54% + 1,55) signifikant erhoht (p =
0,003). Auch die CD86+/CD80— Expression war mit 10,03% (+ 4,45) gegeniiber der Negativkontrolle
(4,59% =+ 3,58) erhoht (p = 0,01). In den HdI Konditionen zeigte sich bis auf eine Ausnahme keine
Steigerung der CD83+/HLA-DR+ und CD86+/CD80— Expression. Nur Isobutyrat 512 nM zeigte
mit 11,47 % (& 8,29) eine gegeniiber der Zytokinkondition gesteigerte CD83+/HLA-DR+ Expression
(p =0,04).

Am fiinften Tag war die Expression von CD83+ und HLA-DR+ in der Zytokinkondition TGK
mit 7,79% (+ 4,92) weiterhin gesteigert (p = 0,003). Von den HdI zeigte nur Valproat 1024 nM
eine gegeniiber der Zytokinkondition erhohte CD83+/HLA-DR+ Expression, alle anderen HdI
unterschieden sich von der Zytokinkondition nicht signifikant. Die CD86+/CD80— Expression
war in der Zytokinkondition mit 10,09% (+ 2,70) gegeniiber der Negativkontrolle (2,85% + 10,09)
hochsignifikant gesteigert. In den HdI Konditionen lief3 sich die CD86+/CD80— Expression weiter
steigern, wobei Valproat 512 nM mit 16,29% (+ 4,65) und Saha 1024 nM mit 20,97% (= 6,77) die
hochste Frequenz CD86+/CD80— Zellen aufwiesen.

Am siebten Tag war die CD83+/HLA-DR+ Expression in der Zytokinkondition mit 9,09% (+ 1,63)
gegeniiber der Kontrolle (3,90% =+ 2,11) hochsignifikant erhoht. Valproat fithrte dariiber hinaus ab
einer Konzentration von 256 nM zu einer nochmals gesteigerten Frequenz der CD83 und HLA-DR
positiven Zellen. So zeigte Valproat 512 nM eine CD83+/HLA-DR+ Expression von 25,83% (+3,64),
und in der Konzentration 1024 nM 64,71% (+9,66). In den Saha Konditionen 256 nM und 512 nM
war die Frequenz CD83/HLA-DR positiver Zellen mit 19,15% (+8,33) und 20,17% (+8,17) ebenfalls
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erhoht, Isobutyrat hingegen war nur in der Kondition 512 nM besser als die Zytokinkondition,
bei jedoch grofler Standardabweichung (18,31% +9,39, p = 0,04). Beziiglich der CD86+/CD80-
Expression waren alle Valproat Konditionen ab 256 nM gegentiber der Zytokinkondition erhoht,
wobei die Valproat 256 nM und 512 nM mit 18,60% (+1,81) und 26,22% (+7,53) hochsignifikante
Werte aufwiesen. Saha war in allen Konditionen besser als die Zytokinkondition, erreichte jedoch mit
9,18-17,04% (+1,43-8,39) nicht die hohen Werte von Valproat. Isobutyrat war nur in der Konzentration
512 nM mit 8,10 % + 2,88 erhoht.

Am neunten Tag war die Zytokinkondition TGK mit 10,40% (+3,59) HLA-DR/CD83 positiven Zellen
hochsignifikant gegeniiber der Negativkontrolle erhoht. Nur mit Valproat 512 nM und 1024 nm konnte
eine noch dariiber hinausgehende signifikante Steigerung erzielt werden. In den iibrigen Konditionen
war die HLA-DR/CD83 Expression eher riicklaufig. Ahnlich verhielt es sich mit der CD86+/CD80-
Expression. Die Zytokinkondition war mit 9,01% (+4,89) gegeniiber der Negativkontrolle (2,77% +
1,19) signifikant erhoht. Nur die Valproat-Konditionen fithrten noch zu einer weiteren Steigerung
der CD86+/CD80— Expression (14,34-25,40% + 3,99-8,9). Die anderen HdI waren gegeniiber der
Zytokinkondition nicht signifikant erhoht.
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Valproat (CD83+/HLA-DR+)
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Abbildung 3.1 - Frequenz CD83/HLA-DR positiver REH-Zellen nach Behandlung mit dem Zytokin-
cocktail TGK und Valproat in verschiedenen Konzentrationen (Val). Dargestellt sind die Ergebnisse
nach drei, fiinf, sieben und neun Kultivierungstagen. Durch Kreise und Sternchen werden Ausreifler
einzeln dargestellt, wobei die Werte iiber dem 1,5-fachen (o) bzw. 3-fachen (*) Interquartilabstand
des jeweiligen Boxplots liegen. Die mathematische Statistik ist in Tabelle 3.1 zusammengefasst. TGK:
Zytokinkondition (TNF-a, GM-CSF und c-KIT-Ligand).
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Isobutyrat (CD83+/HLA-DR+)
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Abbildung 3.2 - Frequenz CD83/HLA-DR positiver REH-Zellen nach Behandlung mit dem Zytokin-

cocktail TGK und Isobutyrat in verschiedenen Konzentrationen (Iso). Dargestellt sind die Ergebnisse
nach drei, fiinf, sieben und neun Kultivierungstagen. Durch Kreise und Sternchen werden Ausreifler
einzeln dargestellt, wobei die Werte iiber dem 1,5-fachen (o) bzw. 3-fachen (*) Interquartilabstand
des jeweiligen Boxplots liegen. Die mathematische Statistik ist in Tabelle 3.1 zusammengefasst. TGK:
Zytokinkondition (TNF-a, GM-CSF und c-KIT-Ligand).
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Saha (CD83+/HLA-DR+)
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Abbildung 3.3 - Frequenz CD83/HLA-DR positiver REH-Zellen nach Behandlung mit dem Zytokin-
cocktail TGK und Saha in verschiedenen Konzentrationen (Saha). Dargestellt sind die Ergebnisse
nach drei, fiinf, sieben und neun Kultivierungstagen. Durch Kreise und Sternchen werden Ausreifler
einzeln dargestellt, wobei die Werte iiber dem 1,5-fachen (o) bzw. 3-fachen (*) Interquartilabstand
des jeweiligen Boxplots liegen. Die mathematische Statistik ist in Tabelle 3.1 zusammengefasst. TGK:
Zytokinkondition (TNF-a, GM-CSF und c-KIT-Ligand).
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CD83+/HLA-DR+ (%)

3 Ergebnisse

Tag 3 Tag 5
Kondition MW SA p-Wert N Kondition MW SA p-Wert N
Kontrolle 1,54 1,55 0,003 8 Kontrolle 1,75 1,65 0,003 9
TGK 5,77 3,03 8 TGK 7,79 4,92 9
Val 128 nM 2,58 1,19 0,01 7 Val 128 nM 5,80 1,97 0,15 7
Val 256 nM 2,91 1,51 0,02 7 Val 256 nM 7,48 6,05 0,46 6
Val 512 nM 4,22 2,49 0,15 7 Val 512 nM 11,10 4,51 0,09 7
Val 1024 nM 2,70 1,24 0,01 7 Val 1024 nM 15,63 3,40 0,001 7
Iso 128 nM 5,20 4,85 0,40 7 Iso 128 nM 6,21 4,25 0,25 7
Iso 256 nM 10,00 8,22 0,09 9 Iso 256 nM 6,23 2,24 0,20 9
Iso 512 nM 11,47 8,29 0,04 9 Iso 512 nM 9,60 7,41 0,28 9
Iso 1024 nM 7,05 4,51 0,27 7 Iso 1024 nM 6,90 7,14 0,39 7
Saha 128 nM 9,52 9,37 0,17 7 Saha 128 nM 3,41 2,17 0,02 7
Saha 256 nM 8,39 8,23 0,22 7 Saha 256 nM 6,03 3,34 0,21 7
Saha 512 nM 6,48 6,58 0,40 7 Saha 512 nM 7,97 4,82 0,47 7
Saha 1024 nM 6,91 5,32 0,31 7 Saha 1024 nM 10,95 4,62 0,11 7
(a) (b)
Tag 7 Tag 9
Kondition MW SA p-Wert N Kondition MW SA p-Wert N
Kontrolle 3,90 2,11 <0,001 7 Kontrolle 2,20 1,92 <0,001 7
TGK 9,09 1,63 7 TGK 10,40 3,59 7
Val 128 nM 10,37 2,55 0,5 7 Val 128 nM 11,68 6,19 0,32 7
Val 256 nM 16,63 2,69 0,02 7 Val 256 nM 14,66 7,25 0,10 7
Val 512 nM 25,83 3,64 0,003 7 Val 512 nM 29,42 942 0,001 7
Val 1024 nM 64,71 9,66 <0,001 7 Val 1024 nM 61,54 1535 <0,001 7
Iso 128 nM 9,24 434 0,31 7 Iso 128 nM 8,55 5,74 0,24 7
Iso 256 nM 13,69 7,80 0,16 8 Iso 256 nM 14,94 9,07 0,13 7
Iso 512 nM 18,31 9,39 0,04 8 Iso 512 nM 9,42 7,58 0,38 7
Iso 1024 nM 13,58 7,19 0,19 7 Iso 1024 nM 8,03 5,54 0,17 8
Saha128nM 20,30 8,87 0,30 7 Saha 128 nM 13,53 7,13 0,16 7
Saha 256 nM 19,15 8,33 0,04 7 Saha 256 nM 13,98 8,04 0,16 7
Saha512nM 20,17 8,17 0,03 7 Saha 512 nM 15,18 6,87 0,07 7
Saha 1024 nM 27,56 21,70 0,05 7 Saha 1024 nM 29,02 34,29 0,18 4

(0)

(d)

Tabelle 3.1 - Frequenz CD83/HLA-DR positiver REH-Zellen nach Behandlung mit dem Zytokin-
cocktail TGK und Valproat, Isobutyrat oder Saha in verschiedenen Konzentrationen. Fiir jede
Kondition sind Mittelwert (MW), Standardabweichung (SA) und die Anzahl der Einzelexperi-
mente (N) tabellarisch aufgelistet. Dargestellt sind die Werte fiir den dritten, fiinften, siebten und
neunten Zellkulturtag. Val: Valproat; Iso: Isobutyrat; Saha: Suberoylanilid-Hydroxamsaure; TGK:
Zytokinkondition (TNF-a, GM-CSF und KIT-Ligand).
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Valproat (CD86+/CD80-)
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Abbildung 3.4 - Frequenz der CD86+/CD80— Expression von REH-Zellen nach Behandlung mit dem
Zytokincocktail TGK und Valproat in verschiedenen Konzentrationen (Val). Dargestellt sind die
Ergebnisse nach drei, fiinf, sieben und neun Kultivierungstagen. Die mathematische Statistik ist in
Tabelle 3.2 zusammengefasst. TGK: Zytokinkondition (TNF-a, GM-CSF und c-KIT-Ligand).
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Isobutyrat (CD86+/CD80-)
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Abbildung 3.5 - Frequenz der CD86+/CD80— Expression von REH-Zellen nach Behandlung mit dem

Zytokincocktail TGK und Isobutyrat in verschiedenen Konzentrationen (Iso). Dargestellt sind die

Ergebnisse nach drei, fiinf, sieben und neun Kultivierungstagen. Die mathematische Statistik ist in
Tabelle 3.2 zusammengefasst. TGK: Zytokinkondition (TNF-a, GM-CSF und c-KIT-Ligand).
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Saha (CD86+/CD80-)
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Abbildung 3.6 - Frequenz der CD86+/CD80— Expression von REH-Zellen nach Behandlung mit

dem Zytokincocktail TGK und Saha in verschiedenen Konzentrationen (Saha). Dargestellt sind die

Ergebnisse nach drei, fiinf, sieben und neun Kultivierungstagen. Die mathematische Statistik ist in
Tabelle 3.2 zusammengefasst. TGK: Zytokinkondition (TNF-a, GM-CSF und c-KIT-Ligand).
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CD86+/CD80- (%)

3 Ergebnisse

Tag 3 Tag 5
Kondition MW SA p-Wert N Kondition MW SA p-Wert N
Kontrolle 4,59 3,58 0,01 8 Kontrolle 2,85 1,47 <0,001 7
TGK 10,03 4,45 8 TGK 10,09 2,70 7
Val 128 nM 9,20 1,13 0,31 7 Val 128 nM 11,69 2,21 0,12 7
Val 256 nM 11,08 2,90 0,30 7 Val 256 nM 12,66 2,41 0,04 7
Val 512 nM 12,08 3,88 0,18 7 Val 512 nM 16,29 4,65 0,01 7
Val 1024 nM 10,62 4,49 0,40 7 Val 1024 nM 14,64 7,23 0,08 7
Iso 128 nM 10,11 7,43 0,49 7 Iso 128 nM 9,28 4,78 0,35 7
Iso 256 nM 1450 7,29 0,07 9 Iso 256 nM 12,12 3,65 0,11 9
Iso 512 nM 14,78 6,41 0,05 9 Iso 512 nM 13,29 2,53, 0,02 9
Iso 1024 nM 14,39 6,37 0,08 7 Iso 1024 nM 11,17 1,50 0,19 7
Saha 128 nM 13,26 7,68 0,18 7 Saha 128 nM 10,30 4,11 0,46 7
Saha 256 nM 15,54 10,87 0,12 7 Saha 256 nM 12,58 2,79 0,06 7
Saha 512 nM 18,55 14,41 0,09 7 Saha 512 nM 15,62 5,37 0,02 7
Saha 1024 nM 2299 17,58 0,05 7 Saha 1024 nM 20,97 6,77 0,002 7
(a) (b)
Tag 7 Tag 9
Kondition MW SA p-Wert N Kondition MW SA p-Wert N
Kontrolle 410 3,20 0,19 7 Kontrolle 2,77 1,19 0,01 7
TGK 5,37 1,77 7 TGK 9,01 4,89 7
Val 128 nM 8,31 5,06 0,14 5 Val 128 nM 14,34 3,99 0,02 7
Val 256 nM 1860 1,81 <0,001 7 Val 256 nM 22,73 571 <0,001 7
Val 512 nM 26,22 7,53 <0,001 7 Val 512 nM 25,40 7,92 <0,001 7
Val 1024 nM 29,14 14,73 0,008 7 Val 1024 nM 21,87 8,90 0,004 7
Iso 128 nM 574 2,85 0,39 7 Iso 128 nM 9,21 4,07 0,47 7
Iso 256 nM 7,35 3,11 0,08 8 Iso 256 nM 8,29 448 0,39 7
Iso 512 nM 8,10 2,88 0,02 8 Iso 512 nM 6,85 2,49 0,16 7
Iso 1024 nM 7,24 1,46 0,03 7 Iso 1024 nM 8,37 3,20 0,39 7
Saha 128 nM 9,18 1,70 0,001 7 Saha 128 nM 6,73 1,70 0,14 8
Saha 256 nM 1247 1,43 <0,001 7 Saha 256 nM 9,66 3,65 0,39 8
Saha 512 nM 1247 2,08 <0,001 7 Saha 512 nM 10,13 3,83 0,32 8
Saha 1024 nM 17,04 8,39 0,01 7 Saha 1024 nM 12,31 4,00 0,09 8

(0)

(d)

Tabelle 3.2 - Frequenz der CD86+/CD80— Expression von REH-Zellen nach Behandlung mit dem
Zytokincocktail TGK und Valproat, Isobutyrat oder Saha in verschiedenen Konzentrationen. Fiir
jede Kondition sind Mittelwert (MW), Standardabweichung (SA) und die Anzahl der Einzelexperi-
mente (N) tabellarisch aufgelistet. Dargestellt sind die Werte fiir den dritten, fiinften, siebten und
neunten Zellkulturtag. Val: Valproat; Iso: Isobutyrat; Saha: Suberoylanilid-Hydroxamsaure; TGK:
Zytokinkondition (TNF-a, GM-CSF und KIT-Ligand).
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Abbildung 3.7 - HLA-DR+/CD83+ und CD86+/CD80— Expression bezogen auf die absolute Zellzahl.
Fiir ausgewiéhlte Probenkonditionen ist die Zahl der HLA-DR+/CD83+ und CD86+/CD80- Zellen
fiir den siebten Zellkulturtag dargestellt. Die Fehlerbalken représentieren +1 Standardabweichung.
Val: Valproat; Iso: Isobutyrat; Saha: Suberoylanilid-Hydroxamséure; TGK: Zytokinkondition.

Kontrolle
TGK

Val 256 nM
Val 512 nM
Iso 256 nM
Iso 512 nM
Saha 256 nM
Saha 512 nM

CD83+/HLA-DR+ CD86+/CD80-

MW % MW x 10*  p-Wert MW % MW x 10*  p-Wert
3,90 (2,11)  7,05(4,43) 0,006 4,10(3,20) 7,38 (4,96) 0,31
9,09 (1,63) 14,56 (4,98) 5,37 (1,77) 8,73 (4,88)

16,63 (2,69) 21,98 (6,15) 0,02 18,60 (1,81) 24,84 (7,11) < 0,001
25,83 (3,64) 26,41 (10,31) 0,01 26,22(7,53) 28,18 (13,40) 0,004
13,69 (7,80) 20,92 (16,06) 0,22  7,35(3,11) 12,30(7,79) 0,20
18,31 (9,39) 28,54 (20,32) 0,10 8,10(2,88) 15,40(13,09) 0,16
19,15 (8,33) 37,82 (16,41) 0,01 12,47 (1,43) 24,96 (11,87) 0,01
20,17 (8,17) 30,72 (11,50) 0,004 12,47 (2,08) 23,00 (14,42) 0,02

Tabelle 3.3 - HLA-DR+/CD83+ und CD86+/CD80— Expression bezogen auf die absolute Zellzahl.
Die p-Werte beziehen sich auf die absolute Zellzahl. Angegeben ist jeweils der Mittelwert (MW)
und in Klammern die Standardabweichung. Val: Valproat; Iso: Isobutyrat; Saha: Suberoylanilid-
Hydroxamséure; TGK: Zytokinkondition (TNF-a, GM-CSF und KIT-Ligand).



3 Ergebnisse

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass am siebten und neunten Tag die hochste Expression
CD83+/HLA-DR+ und CD86+/CD80- positiver Zellen beobachtet werden konnten. Die hochsten
Werte wurden dabei durch den Einsatz von Valproat und Saha erreicht. Durch Isobutyrat konnten
nur vereinzelt signifikante Expressionssteigerungen erreicht werden, wobei die Einzelwerte iiber den
Beobachtungszeitraum deutlich inkonsistenter waren. Die reine Zytokinkondition TGK zeigte an
allen untersuchten Tagen eine gegeniiber der Negativkontrolle signifikante Expressionssteigerung
von CD83+ und HLA-DR+. An den Tagen 3, 5 und 9 war zudem die Expression von CD86+/CD80—
ebenfalls signifikant erhoht.

Die hochsten absoluten Zellzahlen immunphénotypischer dendritischer Zellen konnten am sieb-
ten Tag durch die HdI-Konditionen Valproat 512 nM und Saha 256 nM erreicht werden. Nach
Addition von Valproat 512 nM waren am siebten Tag 26,4 x 10* der Zellen HLA-DR/CD83 positiv
und 28,2 x 10* der Zellen wiesen ein CD86+/CD80— Expressionsmuster auf. Fiir die Kondition
Saha 256 nM waren 37,8 x 10* der Zellen HLA-DR/CDS83 positiv, 25 x 10* der Zellen zeigten ein
CD86+/CD80- Expressionsmuster. Isobutyrat fithrte zu keiner gegeniiber der Zytokinkondition
erhohten absoluten Zellzahl. In der reinen Zytokinkondition TGK waren am siebten Tag 14,6 x 10*
der Zellen CD83+/HLA-DR+ positiv und damit gegeniiber der Negativkontrolle signifikant erhoht,
bezogen auf die Zahl CD86+/CD80- positiver Zellen war am siebten Kultivierungstag jedoch ge-
geniiber der Negativkontrolle kein signifikanter Unterschied festzustellen. In Tabelle 3.3 sind die
absoluten Zellzahlen fiir ausgewdhlte Konditionen dargestellt und der prozentualen Expression

gegeniibergestellt.

Insbesondere durch die HdI Valproat und Saha konnte die Frequenz und die absolute Zellzahl
immunphénotypischer dendritischer Zellen gegeniiber der Zytokinkondition TGK signifikant ge-
steigert werden. Nach sieben Kultivierungstagen waren in der Kondition Valproat 512 nM die Zahl
CD83+/HLA-DR+ und CD86+/CD80- positiver Zellen um das 1,8- bzw. 3,2-fache gesteigert. In der
Kondition Saha 256 nM war die Zahl CD83+/HLA-DR+ und CD86+/CD80- positiver Zellen um
das 2,6- bzw. 2,8-fache gesteigert.
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3.2 Einfluss von Histondeacetylase-Inhibitoren auf die
Histon-Acetylierung

Histonproteine konnen posttranslational durch Methylierungen und Acetylierungen modifiziert
werden. Der onkogene Transkriptionsfaktor TEL-AMLI fiihrt durch die tiberméflige Rekrutierung
von Histondeacetylasen zu einer verstarkten Deacetylierung der Histone. Dieser Pathomechanismus

kann durch Histondeacetylase-Inhibitoren (HdI) teilweise antagonisiert werden.
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Abbildung 3.8 - Western Blot von acetylierten Histonen des Typs H3 und H4. Auf den Spuren zwei
bis sechs sind die Bandenprofile verschiedener Probenkonditionen zu sehen. Spur eins ist mit
einem in Chemilumineszenz nicht sichtbaren Gréflenmarker beladen (Rainbow Mark). Spur sieben
zeigt den Grofienmarker Magic Mark XP. Die gleiche Proteinbeladung der Spuren wurde durch
Beta-Aktin- und Ponceau-S-Firbungen dokumentiert. TGK: Zytokinkondition (TNF-a, GM-CSF
und ¢-KIT-Ligand).

Um zu zeigen, dass die in dieser Arbeit eingesetzten HdI die Histon-Acetylierung beeinflussen, wur-
den fiir verschiedene Probenkonditionen acetylierte Histone im Western Blot dargestellt. REH-Zellen
wurden fiir 24 Stunden mit Zytokinen (TGK), Valproat 512 nM, Isobutyrat 512 nM oder Saha 512 nM
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inkubiert. Die Konzentrationsstufe von 512 nM wurde gewdhlt, da alle untersuchten HdI in dieser
Konzentration bereits am dritten Kultivierungstag zu einer signifikanten Expressionssteigerung der
CD83+/HLA-DR+ und CD86+/CD80—- positiven Zellen fithrten und damit ein deutlicher Effekt auf
die Histonacetylierung zu erwarten war. Anschlieflend wurden die Histonproteine durch eine saure
Proteinextraktion und Dialyse isoliert und autkonzentriert (Shechter et al., 2007). Die Histonpro-
teine wurden elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und das
Anti-Acetyl-Histon-H4 Bandenprofil durch Antikérperinkubation sichtbar gemacht (Abbildung
3.8). Der polyklonale Antikorper reagiert dabei nicht nur mit Acetyl-Histonen vom Typ H4 bei 10
kDa, sondern weist eine zusitzliche Kreuzreaktivitit mit dem Acetyl-Histon des Typs H3 bei 14 kDa

auf.

Die Spuren vier, fiinf und sechs der Abbildung 3.8 zeigen die HdI behandelten Zellproben. Gegeniiber
der unbehandelten Negativkontrolle und der Zytokinkondition TGK auf den Spuren zwei und
drei zeigen die HdI-behandelten Proben eine gesteigerte Intensitat der Acetyl-Histon-Banden. Die
hochsten Intensitétssteigerungen wurden bei Valproat und Saha beobachtet, bei Isobutyrat fiel diese
etwas geringer aus. Damit konnte gezeigt werden, dass die HdI Valproat, Isobutyrat und Saha nach

24 Stunden zu einer gesteigerten Histonacetylierung in TEL-AMLI-positiven REH-Zellen fiithren.

3.3 TEL-AML1-Expression

Die Translokation t(12;21)(p13;q22) fiihrt zu einer Fusion der Gene TEL und AMLI auf dem Chromo-
som 21 (Romana et al., 1995a; Golub et al., 1995). Die Genexpression des Fusionsproteins TEL-AML1
verlduft in mehreren Schritten. Zunachst wird am codogenen Strang der DNA ausgehend vom 3’-
Ende in Richtung 5’-Ende ein zum Gen komplementdrer mRNA-Strang synthetisiert. Dieser Vorgang
wird als Transkription bezeichnet. Anschlieflend wird die mRNA im Rahmen der Translation in
eine Proteinstruktur umgeschrieben. Experimentell kann die Genexpression deshalb sowohl auf
Transkriptionsebene (mRNA-Ebene) als auch auf Translationsebene (Proteinebene) nachgewiesen
werden, wobei der mRNA-Nachweis besonders sensitiv ist und eine sehr prazise Quantifizierung der

Genexpression erlaubt.

Um die Expression des Fusionsgens TEL-AMLI auf mRNA-Ebene nachzuweisen und zu quantifi-
zieren, wurde eine Real-Time quantitative PCR (RTq-PCR) durchgefiihrt. Auf Proteinebene wurde
TEL-AMLI durch Western Blots nachgewiesen.
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3.3.1 TEL-AML1-Expression auf mRNA-Ebene

Es wurde untersucht, ob dendritische Zellen, die aus TEL-AMLI-positiven leukdmischen Blasten
hervorgegangen sind, Veranderungen in der TEL-AMLI-Expression aufweisen. Insbesondere die

Frage, ob HdI einen Einfluss auf die TEL-AMLI-Expression haben, wurde untersucht.

Mithilfe einer RTq-PCR wurde die Transkription von TEL-AMLI nachgewiesen. Etabliert wurde
die RTq-PCR im Rahmen der Berlin-Frankfurt-Miinster(BFM)-Studiengruppe zur routineméfigen
ALL-Diagnostik (Seeger et al., 2001). Grundlage ist eine fluoreszenzmarkierte DNA-Sonde, die
spezifisch mit dem Exon 5 von TEL hybridisiert. Da die Bindungsstelle der Sonde auferhalb des
Fusionsbereichs von TEL-AMLI liegt, wird gewahrleistet, dass auch Fusionsvarianten von TEL-AMLI
sicher diagnostiziert werden (Romana et al., 1995a). Der Vorwérts-Primer bindet an das Exon 5 von
TEL, der Riickwirts-Primer an das Exon 4 von AMLI. Die Primersequenzen sind in Kapitel 2.5.5

aufgefiihrt.

Im Nachfolgenden werden die Ergebnisse von Genexpressionsanalysen dargestellt, in denen Veran-
derungen der TEL-AMLI-Expression nach DC-induzierter Reifung quantifiziert wurden. Untersucht
wurden die leukdmischen Blasten der TEL-AMLI-positiven Zelllinie REH und die leukdmischen
Blasten von TEL-AMLI-positiven Patienten der Berlin-Frankfurt-Miinster(BFM)-Studiengruppe.
Die Expressionsanalyse auf mRNA-Ebene erfolgte durch eine TEL-AMLI1-RTq-PCR.

Patientenproben aus der Kinderklinik wurden mithilfe der RTq-PCR auf TEL-AMLI hin unter-
sucht oder waren bereits im Rahmen der BEM-Studiengruppe vortypisiert. Alle Proben wurden in

Triplikaten oder Quadruplikaten gemessen und die Versuche mehrfach wiederholt.

3.3.1.1 PCR-Analyse von behandelten REH

Die TEL-AMLI-Expression HdI-behandelter und unbehandelter Zellen der Zelllinie REH wurde

durch RTq-PCR verglichen und relativ zueinander quantifiziert.

Die relativen Expressionsverhiltnisse der Proben sind in Form von Boxplots und einer Tabelle
in Abbildung 3.9 zusammengefasst. Fiir die Valproat-Kondition liegt das arithmetische Mittel der
Einzelwerte bei 0,89 (+ 0,23). Durch den Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Algorithmus
berechnet sich eine relative Expression von 0,85 mit einem p-Wert von 0,66. Fiir die Isobutyrat-
Kondition liegt das arithmetische Mittel der Einzelwerte bei 0,92 (+ 0,53). Die berechnete relative
TEL-AMLI-Expression betragt 0,83 mit einem p-Wert von 0,36. Der Mittelwert der Saha Kondition
liegt bei 9,96 (+ 0,18). Die relative Genexpression berechnet sich auf 0,97 mit einem p-Wert von
0,90.
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Damit sind die Irrtumswahrscheinlichkeiten der Probenkonditionen (p = 0,99-0,66) hoher als das
Signifikanzniveau (a = 0,05). Ein Unterschied in der TEL-AMLI Genexpression in REH-Zellen
nach der Behandlung mit den HdI Valproat, Isobutyrat oder Saha konnte somit statistisch nicht
nachgewiesen werden. Die HdI Valproat, Isobutyrat und Saha hatten keinen signifikanten Einfluss
auf die TEL-AMLI-Expression.
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TEL-AML 1-Expression leuk&mischer dendritischer Zellen

Probe Expressions-  p-Wert Mittelwert Standard- N
verhéltnis abweichung
Negativkontrolle 1,08 0,30 12-15
Valproat 0,85 0,66 0,89 0,23 18
Isobutyrat 0,83 0,36 0,92 0,53 20
Saha 0,97 0,90 0,96 0,18 18

Abbildung 3.9 - Relative TEL-AMLI-Expression nach DC-induzierender Behandlung mit HdI. Die Ein-
zelexpressionen der Probenkonditionen sind in Boxplots zusammengefasst, die mathematische Sta-
tistik ist in Form einer Tabelle dargestellt. Unterschiede in der Genexpression nach HdI-Behandlung
konnten nicht nachgewiesen werden. N: Anzahl der Einzelmessungen.
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3.3.1.2 PCR-Analyse von sortierten leukamischen dendritischen Zellen

Im vorangegangenen Abschnitt wurden TEL-AMLI-Expressionsanalysen zwischen HdI-behandelten
und unbehandelten Zellen der Zelllinie REH vorgestellt. In den Experimenten blieb jedoch unbe-
riicksichtigt, dass nur ein Teil der leukdmischen Zellen durch die Behandlung in dendritische Zellen
differenziert (Kapitel 3.1.1). Die Zellpopulation der dendritischen Zellen wurde daher in weiteren
Experimenten selektiv untersucht, da sie bei der Induktion einer spezifischen Immunreaktion von

besonderer Relevanz ist.

Um die Subpopulation der leukdmischen dendritischen Zellen selektiv zu analysieren, wurden die
Zellen nach der Behandlung (siehe Kapitel 3.3.1.1) durchflusszytometrisch sortiert. Dazu wurden die
Zellen mit den farbstoffmarkierten Antikorpern Anti-HLA-DR (FITC) und Anti-CD83 (PE) markiert,
und anschlieflend am fiinften Tag am Durchflusszytometer FACSAria sortiert. Die Sortiervorgaben
der Proben sind in Abbildung 3.10 dargestellt (Zeile A und B). Die immunphénotypische Reinheit
der Proben wurde durchflusszytometrisch am FACScan reevaluiert, wobei Reinheiten von iiber
90% dokumentiert werden konnten. Die durch Valproat vorbehandelten Zellen waren nach dem
Riicktransport der Proben und der erneuten Probenaufarbeitung (u.a. Zentrifugation, Resuspension
und Inkubation) mehrheitlich avital, weswegen eine prizise FACS-Messung wiederholt misslang.
Im Anschluss an die Zellsortierung wurden Veranderungen der relativen TEL-AMLI-Expression in
gesorteten, leukdmischen dendritische Zellen durch die RTq-PCR analysiert. Der Versuch wurde

zweimal durchgefiihrt, die Probenmessung erfolgte in Triplikaten oder Quadruplikaten.

Die relativen Einzelexpressionen der sortierten Proben sind in Abbildung 3.1 dargestellt. Das arith-
metische Mittel der sortierten Valproat-Proben liegt bei 0,99 (+ 0,64). Die Expressionsverhiltnisse
wurden nach dem Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Algorithmus berechnet, und betrégt
tiir die Valproat-Proben 1,00 (p = 0,99). Der Mittelwert der sortierten Isobutyrat-Proben liegt bei
0,92 (+ 0,24), wobei das relative Expressionsverhiltnis 0,90 betrédgt (p = 0,49). Fiir die sortierten
Saha Proben liegt der Mittelwert bei 1,00 (+ 0,39). Das relative Expressionsverhaltnis belduft sich auf
0,93, mit einem p-Wert von 0,71.

Die relative TEL-AMLI-Expression der sortierten Proben erreicht mit einer Irrtumswahrschein-
lichkeit p = 0,49-0,99 nicht das Signifikanzniveau «. Eine Verdnderung der relativen TEL-AMLI-
Genexpression in gesorteten, leukdmischen dendritischen Zellen der Zelllinie REH konnte nicht

festgestellt werden.
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Abbildung 3.10 - Zellsortierung, 1. Versuchsdurchgang (Tag 5). Zeile A: Die Vorwirts- und Seitwirts-
Streuung der Probenkonditionen ist in Form von Dotplots (Punktauftragungen) dargestellt. Durch
ein polygonales Feld wird jeweils der Bereiche eingegrenzt, der im Rahmen der Sortierung positiv
selektiert wird. Zeile B: Die Fluoreszenzintensitiaten von Anti-HLA-DR (FITC) und Anti-CD83 (PE)
sind gegeneinander aufgetragen. Ein Rechteck begrenzt die Zellfraktion, die durch die Sortierung
isoliert werden soll. Zeile C und D: Reevaluierung der sortierten Proben. In Zeile C ist die Isotypen-
kontrolle dargestellt, in Zeile D die Frequenz HLA-DR/CD83 positiver Zellen nach Sortierung. FSC:

Vorwirts-Streuung (forward scatter); SSC: Seitwarts-Streuung (side scatter).
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Negativkontrolle Valproat Isobutyrat Saha
Probe
TEL-AML1-Expression sortierter DC
Probe Expressions- p-Wert  Mittelwert Standard- N
verhaltnis abweichung
Negativkontrolle 1,05 0,34 9
Valproat 1,00 0,99 0,99 0,64 7
Isobutyrat 0,90 0,49 0,92 0,24 8
Saha 0,93 0,71 1,00 0,39 8

Abbildung 3.11 - Relative TEL-AMLI-Expression immunphinotypischer dendritischer Zellen, die
durch HdI generiert wurden. Die Einzelexpressionen der Probenkonditionen sind in Boxplots
zusammengefasst, die mathematische Statistik ist in Form einer Tabelle dargestellt. Unterschie-
de in der Genexpression nach HdI-Behandlung konnten nicht nachgewiesen werden. Der Kreis
(o) symbolisiert einen Ausreifler mit einem Werte iiber dem 1,5-fachen Interquartilabstand des
dazugehorigen Boxplots. N: Anzahl der Einzelmessungen.
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3.3.1.3 PCR-Analyse von Patientenzellen

Im Rahmen der Berlin-Frankfurt-Miinster(BFM)-Studiengruppe wurden die Knochenmarkbiopsien
von 136 Kindern mit diagnostizierter ALL aufbereitet (Schmidt et al., 2009). Fiir jeden Patienten lag
eine schriftliche Einwilligungserklarung der Erziehungsberechtigten vor. In 26 der 136 Zellproben
(19,12%) konnte die Translokation t(12;21) und die Expression des Fusionsgens TEL-AMLI durch
eine Real-Time quantitative PCR (RTq-PCR) nachgewiesen werden. Da eine Probe aufgrund bakte-
rieller Verunreinigung ausgeschlossen werden musste, standen insgesamt 25 TEL-AMLI-positive

Patientenproben zur experimentellen Analyse zur Verfiigung.

Sechs der 25 Patientenproben wiesen eine ausreichende Zellzahl auf, um zu untersuchen, ob durch
die Behandlung mit dem Histondeacetylase-Inhibitor (HdI) Valproat die TEL-AMLI-Expression in
leukamischen Patientenzellen verandert wird. Wir wéhlten Valproat als HdI, da in den vorherigen
FACS-Experimenten gezeigt werden konnte, dass Valproat die Generierung von dendritische Zelle
signifikant begiinstigt. Daneben ist Valproat bereits als Arzneistoff fiir die Behandlung von Epilepsien

am Menschen zugelassen, weswegen fiir Valproat das Nebenwirkungsprofil gut charakterisiert ist.

Die sechs untersuchten Patienten waren Kinder im Alter zwischen einem und acht Jahren, die sich
zum Zeitpunkt der Probengewinnung im Stadium der Erstdiagnose oder im Stadium des ersten
Rezidivs befanden. Die von diesen Kindern kultivierten leukdmischen Zellen zeigten nach der
DC-induzierenden Behandlung eine gute oder sehr gute DC-typische Morphologie mit erh6htem
Zytoplasmagehalt und dendritischen Fortsétzen. Bei vier der sechs Proben wurde ein ausgepragtes
immunphénotypisches DC-Profil nachgewiesen. Die Charakterisierung der einzelnen Proben ist in

Tabelle 3.4 zusammengefasst.

Charakterisierung der TEL-AML 1-positiven Patientenproben

Nr. Initialen Alter Geschlecht  Stadium Blasten- Vorregime DC- DC-
anteil (%) Morpho. Phéno.
13 GB 3 M Erstdiagnose 86 n.v. (+) +
14 KK 8 M Erstdiagnose 82 n.v. + +
15 BL 6 W Erstdiagnose 99 n.v. + +
18 KT 1 M Erstdiagnose 95 n.v. + n.t.
19 HM 7 M 1. Rezidiv 97 COALL + +
20 KL 8 W 1. Rezidiv 75 COALL + n.t.

Tabelle 3.4 - Charakterisierung der Patientenproben. Bei allen Patienten wurde eine common-B-ALL
diagnostiziert. Morpho.: Morphologie, Phano: Phénotyp, n.v.: nicht vorhanden, n.t.: nicht typisiert,
COALL: multizentrische padiatrische ALL-Therapiestudie, Nr: interne Probennummer.
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Die TEL-AMLI-Expression von behandelten und unbehandelten leukdmischen Patientenproben
wurden durch RTq-PCR verglichen. Auf einer 6-Well-Zellkulturplatte wurden 0,5-1 x 106 Zellen in 2
ml StemSpan-Medium mit 5% Humanserum und dem Zytokincocktail TGKFI314 (Tabelle 2.7b)
eingesetzt. Fiir jeden Patienten wurde eine Zellprobe mit 256 nM Valproat versetzt und parallel
eine Negativkontrolle ohne HdI kultiviert. Nach 5 Tagen wurden die Zellen durchflusszytometrisch
analysiert und die relative TEL-AMLI-Expression quantifiziert. Fiir jede Probe wurde der Versuch

zwei- oder dreimal durchgefiihrt. Die Messung erfolgte in Triplikaten oder Quadruplikaten.

Bei fiinf der sechs Patientenproben wurde die TEL-AMLI-Expression durch Valproat nicht signifikant
verdndert (p > 0,7 < 0,99) und entsprach somit der Expression in undifferenzierten Zellproben. Bei
einer Probe (Nr. 14) fithrte die Kultivierung mit Valproat zu einer Herunterregulation von TEL-AMLI
um den Faktor -2,128 auf 0,47 + 0,21 (p = 0,01).
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Patient Nr. Expressions- p-Wert  Mittelwert Standard- N
verhaltnis abweichung
13 1,19 0,73 1,30 0,68 9
14 0,47 0,01 0,49 0,14 9
15 0,87 0,89 0,91 0,32 7
18 0,90 0,70 0,94 0,32 7
19 0,97 0,76 0,99 0,24 5
20 0,95 0,99 1,03 0,47 9

Abbildung 3.12 - Relative TEL-AMLI-Expression von Valproat behandelten leukdmischen Patien-
tenzellen. Die Einzelexpressionen der Probenkonditionen sind in Boxplots zusammengefasst, die
mathematische Statistik ist in Form einer Tabelle dargestellt. In Probe Nr. 14 ist TEL-AMLI um den
Faktor -2,128 auf 0,47 herunterreguliert. Die anderen Proben zeigen keine signifikanten Veranderun-
gen der TEL-AMLI-Expression. Durch Kreise und Sternchen werden Ausreifler dargestellt, wobei
die Werte tiber dem 1,5-fachen (o) bzw. 3-fachen (*) Interquartilabstand des jeweiligen Boxplots

liegen. N: Anzahl der Einzelmessungen.
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3.3.2 TEL-AML1-Expression auf Proteinebene

Um die TEL-AMLI-Expression behandelter und unbehandelter Zellen der Zelllinie REH auf Protein-
ebene zu analysieren, wurde das TEL-AMLI-Fusionsprotein fiir verschiedene Probenkonditionen im
Western Blot analysiert. Die Darstellung des TEL-AMLI-Fusionsproteins erfolgte durch Antisera
gegen AMLI-RHD und gegen N-TEL. Die Prinzipien des TEL-AMLI1-Nachweises auf Proteinebene
wurden bereits in Kapitel 2.6.4 dargelegt.

Wie aus Abbildung 3.13a zu entnehmen ist, reagiert Anti-AML1-RHD in der REH-Probe deutlich
mit zwei bis drei Proteinbanden im Bereich von 95-105 kDa (zweite Spur, Pfeil). Bei der TEL-AMLI-
negativen Zelllinie Molt kommt dieses Bandenmuster nicht zur Darstellung (dritte Spur). Dies legt

nahe, dass es sich bei den Banden im Bereich von 100 kDa um die TEL-AMLI-Fusionsproteine
handelt.

Da jedoch aberrante AMLI-Varianten und unspezifische Bindungen nicht ganzlich ausgeschlossen
werden konnten, wurden die Proben zusitzlich mit N-TEL Antiserum behandelt. Wie Abbildung
3.13b zu entnehmen ist, bindet Anti-N-TEL in der REH-Probe analog zu Anti-AML1-RHD Proteine
im Bereich zwischen 95 und 105 kDa (Pfeil). Diese Banden konnten wiederum nicht in t(12;21)-

negativen Zellen nachgewiesen werden (dritte Spur).

Das Bandenmuster beider Antikorper entspricht dariiber hinaus im Bereich von 100 kDa dem
Bandenmuster TEL-AMLI transfizierter HEK-Zellen (Abbildung 3.13, erste Spur), sodass es sich in
Zusammenschau mit sehr grof3er Wahrscheinlichkeit um das TEL-AMLI-Fusionsprotein handelt. Die
Daten entsprechen den Ergebnissen von Agape et al. (1997) und Poirel et al. (1998), die REH-Zellen-
spezifisch zwei Banden bei 95 und 105 kDa bzw. drei Banden bei 90, 96 und 106 kDa nachweisen
konnten. Das mehrere Banden im Bereich von 100 kDa zur Darstellung kommen ist dem Umstand
zuzuschreiben, dass mindestens zwei Splicevarianten fiir TEL-AMLI existieren (Romana et al.,
1995a).

Fiir die ultraschallgestiitzte Proteinextraktion waren verfahrensbedingt Zellsuspensionsvolumina
von mindestens 500 pl von Vorteil. Um eine fiir den Western Blot ausreichende Konzentration
des Gesamtproteinlysats zu erhalten, wurde daher fiir jede Probenkondition eine Ausgangszellzahl
von circa 5 x 107 Zellen gewdhlt. Eine Zellkultur wurde mit dem Zytokincocktail TGK kultiviert,
weitere Zellkulturen wurden zusitzlich mit den HdI Valproat, Isobutyrat oder Saha behandelt. Die
REH-Kontrolle wurde weder mit Zytokinen, noch mit HdI behandelt. Nach einer Woche wurde
tiir jede Probenkondition das TEL-AMLI-Fusionsprotein im Western Blot dargestellt (Abbildung
3.14).
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Abbildung 3.13 — Nachweis des TEL-AMLI-Fusionsproteins im Western Blot. Abgebildet sind die
Bandenprofile nach Anti-AMLI-RHD- (a) und Anti-N-TEL-Inkubation (b). Reh-Zellen (Spur 2)
und TEL-AMLI-transfizierte HEK-Zellen (Spur 1) zeigen im Bereich von 100 kDa das TEL-AMLI-
typische Bandenprofil, das in der TEL-AMLI-negativen Zelllinie Molt (Spur 3) nicht zur Darstellung

kommt. HEK: human embryonic kidney. RHD: RUNT-homologe Doméne.
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a-AML1-RHD 100 kDa
ao-N-TEL 100 kDa
a-beta-Aktin 50 kDa

Abbildung 3.14 - TEL-AMLI1-Western Blot. Dargestellt ist der TEL-AMLI relevante Bereich um 100
kDa. 1: TEL-AMLI-transfizierte HEK-Zellen. 2: REH-Kontrolle. 3: Zytokinkondition TGK (Reh).
4: Valproat 256 nM (Reh). 5: Isobutyrat 256 nM (Reh). 6: Saha 256 nM (Reh). 7: Zelllinie Molt
(Negativkontrolle). Die Proteinbeladung wurde durch Beta-Aktin dokumentiert. a: Antikorper.

Das Anti-TEL-AMLI Bandenprofil ist in allen Probenkonditionen nachweisbar (Abbildung 3.14, Spu-
ren 1-6). Die Proben reagieren deutlich mit zwei Proteinbanden im Bereich von 100 kDa, die sowohl
durch den Anti-N-TEL-, als auch durch Anti-AMLI-RHD-Antikérper zur Darstellung kommen.
Die t(12;21)-negative Kontrolle bleibt in diesem Bereich nahezu signalfrei (Spur 7). Das Banden-
muster ist ebenfalls in TEL-AMLI-transfizierten HEK-Zellen nachweisbar (Spur 1). Somit konnte
das TEL-AMLI-Fusionsprotein auch nach der Behandlung mit HdI auf Proteinebene nachgewiesen

werden.
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Die chromosomale Translokation t(12;21)(p13;q22) ist die haufigste Translokation bei péadiatrischen
Leukdmien. Die Gene TEL und AMLI fusionieren zu einem gemeinsamen Fusionsgen, dass fiir
den onkogenen Transkriptionsfaktor TEL-AMLI kodiert. Dieser fehlreguliert die Zielgene von
AML, indem er als konstitutiver Repressor wirkt und dadurch in B-Vorlduferzellen zu einer pra-
leukamischen Transformation fithrt (Fischer et al., 2005; Maia et al., 2001). Vermittelt wird die
TEL-AMLI-abhingige Repression durch die Corepressoren mSin3A, N-CoR und SMRT, die ihrer-
seits Histondeacetylasen rekrutieren. Histondeacetylasen reprimieren die Transkription, indem Sie
durch Histon-Deacetylierungen die Chromatinstruktur verdichten und die Initiation der Transkrip-

tion verhindern.

Das Fusionsprotein TEL-AMLI ist ein Leukdmie-spezifisches Antigen. Zum einen kann der Fusions-
bereich iiber MHC-Molekiile prasentiert werden (Yun et al., 1999), zum anderen besteht aufgrund
der verdnderten rdumlichen Proteinstruktur die Méglichkeit des Vorhandenseins weiterer leukdmie-
spezifischer Epitope. TEL-AMLI ist somit ein vielversprechendes leukdmisches Immunogen, das
im Rahmen von Immuntherapien genutzt werden kénnte, um eine spezifische, antileukdmische
Immunreaktionen zu induzieren. Eine spezifische zytotoxische T-Zell-Reaktion in vitro konnte
bereits demonstriert werden (Moldenhauer et al., 2004; Yotnda et al., 1998).

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob dendritische Zellen, die sich von TEL-AMLI-positiven leu-
kdmischen Zellen ableiten, weiterhin das Fusionsprotein TEL-AMLI exprimieren. Erst dann kann

TEL-AMLI als Antigen prasentiert werden.

Histonmodifikationen Die Genexpression in der Zelle wird durch verschiedene Mechanismen
reguliert. Zu diesen Mechanismen gehoren die Expression von Transkriptionsfaktoren, Interferenz-
RNA (RNAi), DNA-Methylierungen und posttranslationale Histon-Modifikationen. Dabei ldsst
sich der aktuelle Zustand der Genregulation (epigenetischer Zustand) nicht alleine aus dem Genom
ableiten. Die Gesamtheit der Histonmodifikationen wird aufgrund der hohen epigenetischen Rele-
vanz auch als Histon-Code bezeichnet (Jenuwein und Allis, 2001). Wesentliche Mechanismen der

Histonmodifikationen sind Acetylierungen und Deacetylierungen, die durch zwei Enzymgruppen
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reguliert werden (Marks et al., 2001). Histon-Acetyl-Transferasen (HAT) auf der einen Seite kataly-
sieren Histon-Acetylierungen, wodurch die Polaritit der Histone abnimmt und die Bindung an die
DNA abgeschwicht wird. In Folge wird die Chromatinstruktur aufgelockert und die Transkription
benachbarter Gensequenzen erleichtert. Histondeacetylasen auf der anderen Seite reprimieren die
Transkription, indem sie durch Histon-Deacetylierungen die DNA-Histon-Bindung verstédrken.
Es kommt zu einer Verdichtung der Chromatinstruktur, so dass die Transkription benachbarter
Genabschnitte erschwert wird. Beide Enzymgruppen werden durch verschiedene Kofaktoren in

komplexer Weise reguliert.

Histondeacetylase-Inhibitoren Histondeacetylase-Inhibitoren (HdI) sind eine Gruppe von
Substanzen, die mit Histondeacetylasen interferieren und sie in ihrer Funktion behindern (Minucci
und Pelicci, 2006; Marks et al., 2001). Durch die Inhibition der natiirlichen Gegenspieler der HAT
kommt es zu einer Hyperacetylierung der Histone. Dadurch wird die Chromatinstruktur aufgelockert
und die Genexpression begiinstigt. Dies kann sowohl eine Zelldifferenzierung als auch eine Apoptose

zur Folge haben.

Trichostatin A ist ein Fungizid und HdI (Tsuji et al., 1976; Yoshida et al., 1990). Aufgrund seiner
hohen Zyto- und Genotoxizitdt wird Trichostatin A jedoch nicht klinisch eingesetzt (Olaharski
et al., 2006). Fiir die Generierung TEL-AMLI-positiver leukdmischer DC wurden in dieser Arbeit
daher die weniger toxischen HdI Valproat, Isobutyrat und Suberoylanilid-Hydroxamséiure (Saha)
verwendet. Sie werden in der Regel gut toleriert und werden auch im Rahmen klinischer Studien

eingesetzt (Minucci und Pelicci, 2006).

Valproat ist ein Antikonvulsivum mit gut charakterisiertem Nebenwirkungsprofil. Es ist ein Inhibitor
von spannungsabhangigen Natrium- und Kalziumkanélen und dariiber hinaus ein HdI (Géttlicher
et al., 2001). Isobutyrat wird in mehreren klinischen Studien eingesetzt, besitzt aber zurzeit keine
allgemeingiiltige Arzneimittelzulassung. Saha (Internationaler Freiname: Vorinostat) wurde im
Jahre 2006 unter dem Markennamen Zolinza fiir die Behandlung des kutanen T-Zell-Lymphoms

zugelassen.

4.1 Generierung von dendritischen Zellen

Dendritische Zellen sind die potentesten Antigen-préasentierenden Zellen. Sie vermitteln die ad-

aptive Immunitdt, indem sie Antigene phagozytieren, prozessieren und den Zellen des adaptiven
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Immunsystems in geeigneter Weise prasentieren. Bemerkenswert ist ihre Fahigkeit, zytotoxische

T-Zellen direkt aktivieren zu konnen.

Ein neuartiger Ansatz der Inmuntherapie sieht vor, dendritische Zellen direkt aus leukdmischen
Blasten zu generieren (Choudhury et al., 1998; Smit et al., 1997). Dieser Ansatz erscheint sinnvoll, da
leukamische dendritische Zellen die Leukdmie-induzierenden genetischen Alterationen bereits in
sich tragen (Choudhury et al., 1999; Cignetti et al., 1999). Eine zusitzliche Antigen-Beladung in vitro

wirde dadurch entfallen.

Leukdmische Zellen konnen durch geeignete Stimulation in dendritische Zellen differenziert werden
(Choudhury et al., 1998; Smit et al., 1997). Leukdamische dendritische Zellen unterscheiden sich
gegeniiber nativen dendritischen Zellen dahingehend, dass sie Trager der leukdmieassoziierten
Genmutationen sind (Blair et al., 2001; Choudhury et al., 1999; Cignetti et al., 1999). Leukdmische
dendritische Zellen konnten daher im Rahmen neuer Therapiestrategien genutzt werden, um leuk-
amieassoziierte Selbst-Antigene zu prasentieren, und um eine antileukdmische Immunreaktion
zu induzieren. Eine Voraussetzung hierfiir ist, dass die leukdmischen Antigene immunogen sind.
Fiir verschiedene leukdmiespezifische Antigene konnte dies demonstriert werden (Ossenkoppele
et al., 2003; Claxton et al., 2001). Auch fiir die Fusionsregion von TEL-AMLI konnte gezeigt werden,
dass durch sie die Proliferation spezifischer TEL-AMLI reaktiver T-Zellen stimuliert wird (Yotnda
et al.,, 1998; Yun et al., 1999). Auch eine TEL-AMLI-abhingige zytotoxische Immunreaktion konnte
beobachtet werden (Schmidt et al., 2009).

Fiir die Generierung von leukdmischen dendritischen Zellen existieren verschiedene Protokolle
(Woiciechowsky et al., 2001; Joshi et al., 2002; Pospisilova et al., 2002). Die dabei gebrduchlichsten
Zytokine sind GM-CSE, TNF-a, TGF-p (transforming growth factor-f3), Interleukin-4 und CD40-
Ligand. In unserer Arbeitsgruppe hat sich fiir die DC-Generierung aus Zelllinien ein Zytokincocktail
aus TNF-a, GM-CSF und KIT-Ligand bewéhrt (Tabelle 2.7a, Seite 38).

Nach der DC-induzierenden Behandlung haben wir verschiedene Oberflichenmarker durchflusszy-
tometrisch analysiert, um reife dendritischen Zellen anhand ihres immunphénotypischen Profils zu
identifizieren und charakterisieren. Die Oberflichenantigene CD83, HLA-DR und CD86 wurden
als Marker fiir reife dendritische Zellen gewertet (Maeda et al., 2000; Banchereau und Steinman,
1998).

Durch die Kultivierung der TEL-AMLI-positiven Zelllinie REH mit der Zytokinkondition TGK
lieen sich dendritische Zellen generieren. Der Anteil CD83/HLA-DR positiver Zellen lag in der
Regel zwischen 7-10%. Etwa der gleiche Anteil war auch positiv fiir den kostimulatorischen Marker
CD86. Durch die Addition von Histondeacetylase-Inhibitoren (HdI) konnten der Anteil und die
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absolute Zellzahl CD83/HLA-DR positiver Zellen deutlich, ndmlich um das Zwei- bis Dreifache,
gesteigert werden. Die hochste Zellzahl CD83/HLA-DR und CD86 positiver Zellen wurde in der
Regel am siebten Tag erreicht. So konnte bei Valproat (512 nM) eine mittlere CD83+/HLA-DR+ und
CD86+/CD80- Expression von ~26 % beobachtet werden. Saha (256 nM) erreichte eine mittlere
CD83/HLA-DR Expression von ~19 % und eine CD86 Expression von ~25 %. Dadurch konnten,
ausgehend von einer Ausgangszellzahl von 3x10° Zellen zwischen 2,5-3x10° leukdmische dendritische
Zellen generiert werden. Auch waren die leukdmischen dendritischen Zellen erst nach der HdI
Behandlung in der Lage, TEL-AMLI-spezifische zytotoxische T-Zellreaktion zu induzieren (Schmidt
et al., 2009).

Die Ursache fiir den positiven Effekt von HdI auf die Differenzierung zu dendritische Zellen ist
nicht abschlieflend geklirt, es liegt jedoch nahe, dass auch in leukdmischen Zellen der Histonde-
acetylasen-Inhibition eine entscheidende Rolle zukommt. Bekannt ist, dass die TEL-AMLI1-abhéngige
Genrepression durch HdI antagonisiert werden kann (Sasaki et al., 2008; Wang und Hiebert, 2001;
Chakrabarti und Nucifora, 1999). Die Authebung der TEL-AMLI-abhingigen Genrepression kann
neben der Induktion von Apoptosen auch zu Zelldifferenzierungen fiithren (Sasaki et al., 2008;
Starkova et al., 2007). Interessant ist, dass fiir einige HdI auch in TEL-AMLI-negativen Leukdmiezellen
ein positiver Effekt auf die DC-Generierung nachgewiesen wurde. So konnte fiir verschiedene TEL-
AMLI-negative AML-Zelllinien gezeigt werden, dass durch die Anwendung von HdI die Bildung
von immunphédnotypischen dendritischen Zellen verbessert werden konnte (Klisovic et al., 2003).
Die Fahigkeit zur Allostimulation scheint jedoch nach HdI Behandlung im Vergleich zu TEL-AMLI-
positiven dendritischen Zellen herabgesetzt zu sein (Schmidt et al., 2009). Eine Erklarung hierfiir
konnte die Interaktion von HdI mit regulatorischen T-Zellen sein, die ihrerseits die Stimulation
zytotoxischer T-Zellen unterdriicken konnten (Reddy und Zou, 2007; Tao et al., 2007). Daneben
gibt es Hinweise darauf, dass HdI zu einer antigen-spezifischen Anergie von T-Helferzellen fithren
konnten (Edens et al., 2006). TEL-AMLI-positive DC zeigten hingegen nach der Behandlung mit
den HdI Valproat, Isobutyrat oder Saha ein gesteigertes allostimulatorisches Potential, mit der eine
zytotoxische Zelllyse induziert werden konnte (Schmidt et al., 2009).

4.2 Einfluss von Histondeacetylase-Inhibitoren auf die
Histon-Acetylierung

Um den Wirkmechanismus der in dieser Arbeit eingesetzten HdI zu untersuchen, wurde die TEL-
AMLI-positive Zelllinie REH mit den HdI Valproat, Isobutyrat oder Saha behandelt und anschliefSend
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die Histon-Acetylierung auf Proteinebene im Western Blot untersucht.

Fiir verschiedene Histondeacetylase-Inhibitoren (HdI), wie Valproat (Insinga et al., 2005; Gottlicher
et al., 2001), Saha (Nimmanapalli et al., 2003), Trichostatin A (Insinga et al., 2005; Moldenhauer
et al., 2004), Natriumbutyrat (Maeda et al., 2000) und andere HdI (Klisovic et al., 2003; Fiskus et al.,
2008) konnte auf Proteinebene ein Effekt auf die Histon-Acetylierung dargestellt werden. Auch in
vivo konnte eine HdI induzierte Hyperacetylierung von Histonen demonstriert werden (Insinga
et al., 2005; Gottlicher et al., 2001).

Die in dieser Arbeit untersuchten HdI Valproat, Isobutyrat und Saha haben einen Effekt auf die Histon-
Acetylierung. Die mit HdI behandelten Zellproben zeigten gegeniiber der Negativkontrolle eine
Steigerung des Acetylierungsgrads der Histone H3 und H4. Eine HdI-bedingte Hyperacetylierung
der Histone scheint damit wahrscheinlich. Erschwert wird die Interpretation der Histon-Acetylierung
allerdings durch die relativ ausgeprigte a priori Acetylierung der nativen REH-Zellen. Ahnlich hohe
basale Acetylierungsgrade konnten auch in Histon-Experimenten mit der Zelllinie K562 demonstriert
werden (Nimmanapalli et al., 2003). Einige Arbeitsgruppen nutzen daher die Zelllinien HeLa oder
HL-60 als Probenmaterial, die sich offenbar aufgrund der geringeren Histon-Acetylierung besser fiir
den Nachweis von Hyperacetylierungen eignen. Auf diese Zelllinien wurde jedoch bewusst nicht
zuriickgegriffen, da sie TEL-AMLI negativ sind und damit bezogen auf die Fragestellungen dieser

Arbeit nur von geringer Relevanz sind.

Die Quantifizierung der Histon-Acetylierung fiir einzelne Proben war nur eingeschriankt moglich, da
tiir die Aufreinigung der Histonproteine ein spezielles Dialyseverfahren angewendet werden musste.
Hierbei handelt es sich um eine Saure-Dialyse, bei welcher die basischen Histonproteine aufgereinigt
und aufkonzentriert wurden. Dieses Verfahren ist notig, da die Acetyl-Histon-Antikorper relativ

unspezifische Bindungseigenschaften besitzen.

Da bei der Sdure-Dialyse die typischen Ladekontroll-Proteine (-Aktin, GAPDH!) mit ausgewaschen
werden, hingt ihre Konzentration nicht mehr nur von der Gesamtproteinkonzentration ab, sondern
auch von der Qualitat der Dialyse (Fiskus et al., 2008). Als Ladekontrolle wurde deshalb neben
Beta-Aktin zusdtzlich eine unspezifische Protein-Farbung mit Ponceau-S durchgefiihrt, wodurch

eine anndhernd gleiche Proteinbeladung dokumentiert werden konnte.

!Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, ein Enzym der Glykolyse
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4.3 TEL-AML1-Expression leukamischer Blasten nach
Differenzierung zu dendritischen Zellen

Untersucht wurde der Einfluss von Histondeacetylase-Inhibitoren (HdI) auf die TEL-AMLI-Expres-
sion. Aufgrund ihres Wirkmechanismus antagonisieren sie die Wirkung von TEL-AMLI, wodurch
Zellen differenzieren oder apoptotisch werden kénnen. Ob es hierbei auch zu einer Veranderung
der TEL-AMLI-Expression kommt, wurde bisher noch nicht untersucht. Eine direkte Beeinflussung

der Promotorregion von TEL-AMLI durch HdI konnte nicht ausgeschlossen werden.

Um diesen Sachverhalt zu untersuchen, wurden Genexpressionsanalysen mit RTq-PCR und Western-

Blot-Experimenten durchgefiihrt.

4.3.1 TEL-AML1-Expression leukamischer REH-Zellen nach
Differenzierung zu dendritischen Zellen

Zellen der Zelllinie REH wurden tiber sieben Tage mit dem Zytokincocktail TGK und jeweils einem
HdI behandelt. AnschliefSend wurden die Proben aufgearbeitet und die Expression von TEL-AMLI im
Rahmen einer RTq-PCR untersucht. Fiir jedes HdI wurden mindestens sechs Proben in Triplikaten

analysiert.

Es konnte im Ergebnis kein Unterschied in der TEL-AMLI-Genexpression nach der Behandlung mit

den HdI Valproat, Isobutyrat oder Saha nachgewiesen werden.

In diesem Experiment wurde jedoch nicht beriicksichtigt, dass nur ein Teil der REH-Zellen, ndmlich
etwa 18-26%, in dendritische Zellen differenziert. Etwa drei Viertel der Zellen weisen nach DC-
induzierender Behandlung kein immunphénotypisches DC-Profil auf. Fiir eine Immuntherapie sind
vorrangig leukdmische dendritische Zellen von Relevanz, diese sind aber in der Gesamtheit der

untersuchten Zellen unterreprésentiert.

Aus diesem Grund wurde die TEL-AMLI-Expression in weiteren Experimenten selektiv fiir die
Subpopulation der leukdamischen dendritischen Zellen untersucht. Analog zu den vorbeschriebenen
Experimenten wurden REH-Zellen mit dem Zytokincocktail TGK und verschiedenen HdI kultiviert.
Im Unterschied zu den Vorexperimenten wurden die leukdmischen dendritische Zellen jedoch
anschlieflend durchflusszytometrisch sortiert. Die immunphénotypischen dendritischen Zellen

wurden selektiert und aufgereinigt, und anschlief}end im Rahmen einer RTq-PCR untersucht.
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Die Ergebnisse dieser Experimente zeigen, dass leukdmische dendritische Zellen, die mit der Hilfe
von HdI generiert wurden, keine signifikante Veranderung der TEL-AMLI-Expression aufweisen.
Die Unterschiede der relativen TEL-AMLI-Expression erreichten nicht das Signifikanzniveau. Damit
konnte gezeigt werden, dass dendritische Zellen, die sich von TEL-AMLI-positiven leukdmischen
Zellen ableiten, weiterhin das Fusionsprotein TEL-AMLI exprimieren. Somit erfiillen die leukami-
schen dendritischen Zellen eine wesentliche Voraussetzung, um das leukdmieassoziierte Antigen

TEL-AMLI présentieren zu konnen.

4.3.2 TEL-AML1-Expression leukamischer Patientenblasten nach
Differenzierung zu dendritischen Zellen

Fiir die vorangegangenen Genexpressionsanalysen wurde als Versuchsobjekt die TEL-AMLI-positive
Zelllinie REH genutzt. Zelllinien haben den Vorteil, dass sie in vitro leicht zu kultivieren sind und in
nahezu unbegrenzter Menge zur Verfiigung stehen. Sie sind streng monoklonal und in der Regel
zytogenetisch gut charakterisiert. Zelllinien kénnen unter in vitro Bedingungen fiir langere Zeit
iberleben, leukdmische Patientenblasten hingegen iiberleben die in vitro Kulturbedingungen in
der Regel nur fiir kurze Zeit. Himatopoetische Zelllinien sind daher ein wichtiges Modell, um

verschiedene Aspekte der hamatopoetischen Differenzierung und Tumorgenese zu studieren.

Zelllinien sind in der Regel durch unphysiologische Zelleigenschaften an die Zellkulturbedingungen
angepasst. Diese einerseits gewiinschte Anpassung an in vitro Bedingungen fithrt jedoch dazu,
dass Zelllinien nicht mehr alle nativen Zelleigenschaften abbilden. Auflerdem fehlt die natiirliche
Interaktion mit dem tibrigen Zellverband. Aus diesen Griinden kénnen die Ergebnisse aus Zelllinien-

Experimenten nicht unkritisch auf den Menschen iibertragen werden.

Um die externe Validitat des Zelllinienmodells zu erhéhen und auf leukdmische Patientenzellen
auszuweiten, wurden in dieser Arbeit die leukdmischen Zellen von Patienten untersucht. Es wurden
Knochenmarkbiospien von insgesamt 136 Kindern mit diagnostizierter ALL aufbereitet, wovon 25
Proben TEL-AMLI positiv waren und zur experimentellen Analyse zur Verfiigung standen. Sechs
der 25 Patientenproben hatten eine ausreichende Zellzahl um zu untersuchen, ob die Histonde-
acetylasen-Inhibition zu einer Verdnderung der relativen TEL-AMLI-Expression fithrt (Schmidt
et al., 2009).

Bei fiinf der sechs untersuchten Patientenproben wurde die TEL-AMLI-Expression durch Histonde-
acetylasen-Inhibition nicht verdndert (p > 0,7 < 0,99). Bei einer Patientenprobe fiithrte die Addition
des HdI Valproat jedoch zu einer signifikanten Herunterregulation der TEL-AMLI-Expression,
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verglichen mit der alleinigen Zytokinkontrolle. Die TEL-AMLI-Expression war um den Faktor
—2,128 herunterreguliert, die relative Expression von TEL-AMLI betrug 0,47 (p = 0,01) gegeniiber
der Negativkontrolle. Der Grund fiir die Herunterregulation der TEL-AMLI-Expression in einer
Patientenprobe konnte nicht abschlieflend geklart werden. Eine mogliche Erklarung ist, dass es in
besagter Patientenprobe durch die Valproat-abhingige Inhibition von Histondeacetylasen und der
konsekutiven Histonhyperacetylierung zu einem funktionellen Verlust der TEL-Promotoraktivitat
kam. Uber diesen Mechanismus lie3e sich die verringerte TEL-AMLI-Expression gut erkldren. Eine
direkte Beeinflussung der Promotorregion von TEL-AMLI durch Valproat kann somit nicht sicher
ausgeschlossen werden. Durch strukturelle Unterschiede auf molekularbiologischer Ebene zwischen
den einzelnen Patientenproben kénnte die abweichende Wirkung von Valproat in lediglich einer
Patientenprobe erkldrt werden. Die erniedrigte TEL-AMLI-Expression konnte dariiber hinaus auf
einen direkten tumortherapeutischen Effekt von Valproat hinweisen. Anhand von Tiermodellen
konnte bereits demonstriert werden, dass HdI {iber die Aktivierung von intrinsischen Apoptose-
signalwegen zu einer Tumorregression fithren konnen (Insinga et al., 2005). Moglicherweise kann
dieser antitumordse Effekt durch die Inhibition des TEL-Promotors in TEL-AMLI-positiven Zellen

weiter verstiarkt werden.

Als Ursache fiir die erniedrigt gemessene TEL-AMLI-Expression in Probe Nr. 14 miissen auch
experimentelle Fehler diskutiert werden, allerdings ist ein methodisch bedingter Fehler eher un-
wahrscheinlich, da die Messergebnisse aus insgesamt drei Einzelversuchen gewonnen wurden. Ein
systematischer Fehler erscheint aufgrund der Kongruenz der iibrigen Messergebnisse ebenfalls

unwahrscheinlich.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass alle sechs untersuchten Patientenproben TEL-AMLI auch
nach der Kultivierung in vitro und Histondeacetylasen-Inhibition exprimieren. In fiinf der sechs
Patientenproben konnte anschlieflend keine Verianderung der TEL-AMLI-Expression nachgewie-
sen werden. Bei einer Patientenprobe fithrte die Histondeacetylasen-Inhibition jedoch zu einer
signifikanten Herunterregulation der TEL-AMLI-Expression, weswegen eine direkte Beeinflussung
des TEL-Promotors nicht sicher ausgeschlossen werden kann. In FISH2-Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe konnte ebenfalls demonstriert werden, dass die Translokation t(12;21) auch nach der

HdI-Behandlung in leukdmischen Patientenzellen nachweisbar bleibt.

FISH: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
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4.3.3 TEL-AML1-Expression auf Proteinebene

Um die Expression von TEL-AMLI auch auf Proteinebene darzustellen, wurden Western-Blot-
Experimente durchgefiihrt. Dabei lief sich das TEL-AMLI1 Bandenprofil in allen t(12;21)-positiven
Probenkonditionen nachweisen, wobei zwei bis drei TEL-AMLI-Proteinbanden im Bereich von 95-
105 kDa zur Darstellung kamen. Ein identisches Bandenprofil zeigten auch TEL-AMLI-transfizierte
HEK-Zellen. Die t(12;21)-negativen Kontrollen blieben im Bereich um 100 kDa signalfrei. Zwischen
behandelten und unbehandelten Probenkonditionen konnten keine relevanten Unterschiede in der
TEL-AMLI-Expression festgestellt werden. Auch nach Histondeacetylasen-Inhibition lief3en sich die

reguldren TEL-AMLI-Fusionsproteine nachweisen.

Das Auftreten mehrerer TEL-AMLI Banden deckt sich mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen.
So beschreiben Poirel et al. (1998) ebenfalls drei bis fiinf TEL-AMLI1 Banden im Bereich von 100 kDa.
Die wahrscheinliche Ursache fiir das Auftreten mehrerer Banden ist ein alternatives SpleifSen des
TEL-AMLI-Gens. Bei der Translokation t(12;21)(p13;q22) fusioniert das TEL-Gen von Chromosom
12 mit dem AMLI-Gen auf Chromosom 21. Die Bruchstellen liegen im Intron 5 von TEL und breit
verteilt im Intron 1, selten im Intron 2 von AMLI (Wiemels und Greaves, 1999; Romana et al., 1995b).
Durch Expression des TEL-AMLI-Fusionsgens entsteht ein Fusionstranskript, bei dem das Exon 5
von TEL mit dem Exon 1 oder 2 von AMLI fusioniert ist (Agape et al., 1997; Romana et al., 1995b).
Zusitzlich zu diesem konstitutiven Fusionstranskript sind weitere Spleifvarianten beschrieben, die
durch Uberspringen (exon-skipping) des Exons 2, oder durch Fusion des Exon 2 von TEL mit dem
Exon 5 von AMLI entstehen (Elbers, 2007; Bernard et al., 1996; Romana et al., 1995a).

4.4 Kritische Einordnung der Ergebnisse und Ausblick

Leukdmien machen in Europa etwa ein Drittel aller malignen pédiatrischen Neoplasien aus. Damit
sind sie die haufigsten malignen Erkrankungen im Kindesalter. Etwa 80% der Leukdmien sind
ALL. Im Zeitraum von 1988 bis 1997 betrug das mittlere 5-Jahres-Uberleben von Kindern mit
ALL 79%. Fiir Sduglinge und Jugendliche (15-18 Jahre) war das 5-Jahres-Uberleben mit 44% bzw.
49% deutlich schlechter (Coebergh et al., 2006). In den darauffolgenden Jahren konnte durch
Risikostratifizierung und Therapieoptimierungen die Heilungsrate deutlich gesteigert werden. Mit
aktuellen Therapieregimen kann bei Kindern und Jugendlichen ein ereignisfreies 5-Jahres-Uberleben
von etwa 70-80% erreicht werden (Barry et al., 2007; Rubnitz et al., 2008). Das Gesamtiiberleben
nach 5-Jahren liegt bei etwa 90% und nach 10-Jaren bei knapp unter 90%, wobei der TEL-AMLI
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Status keinen signifikanten Einfluss auf das Gesamtiiberleben hat (Forestier et al., 2008; Robert
Koch-Institut, 2008).

Trotz der stetig verbesserten Therapie versterben tiber 10% der erkrankten Patienten an den Folgen
einer Leukdmie. Es werden daher weiterhin grofle Anstrengungen unternommen, um die vorhan-
denen Therapieregime zu optimieren und neue Therapieméglichkeiten zu entwickeln. Zu diesen

neuartigen Therapieformen zdhlen auch die zellulairen Immuntherapien und Zellvakzine.

Ein moglicher Ansatz in der Immuntherapie sieht vor, dendritische Zellen direkt aus leukdmischen
Blasten zu generieren (Choudhury et al., 1998; Smit et al., 1997). Fiir verschiedene Leukdmiefor-
men konnte gezeigt werden, dass leukdmische Blasten durch eine gezielte induktive Behandlung
in vitro in dendritische Zellen differenziert werden kénnen. Leukdmische Zellen entsprechen oft
frithen Reifungsstufen hamatopoetischer Zellen und kdnnen aufgrund ihrer Zelllinienzugehorigkeit
und erhaltener Pluripotenz prinzipiell in spétere Reifungsstufen differenzieren. Ein wesentlicher
Unterschied zu den korpereigenen nativen dendritischen Zellen besteht darin, dass leukdmische den-
dritische Zellen leukdmieassoziierte Genmutationen bereits in sich tragen. Es besteht daher Grund
zur Annahme, dass leukdmische dendritische Zellen leukdmieassoziierte Antigene prasentieren

kénnen, ohne dass eine gesonderte Tumorantigen-Beladung in vitro vorgenommen werden muss.

Etwa 20% der pédiatrischen ALL tragen die Translokation t(12;21) und das Fusionsgen TEL-AMLI.
Das resultierende Fusionsprotein ist ein leukdmiespezifisches Antigen, das iiber MHC-Molekiile
prasentiert werden kann und eine zytotoxische T-Zell-Reaktion induziert (Yun et al., 1999; Yotnda
et al., 1998). TEL-AMLI konnte daher im Rahmen neuartiger Therapien genutzt werden, um eine
antileukdmische Immunreaktion in TEL-AMLI-positiven Leukdmien zu induzieren (Schmidt et al.,
2009).

Mehrere Arbeitsgruppen konnten demonstrieren, dass die TEL-AMLI-bedingte prileukdamische
Transformation durch Histondeacetylase-Inhibitoren antagonisierbar ist (Wang und Hiebert, 2001;
Chakrabarti und Nucifora, 1999). Dies fithrt zu einer zunehmenden Zelldifferenzierung und begiins-
tigt die Generierung dendritischer Zellen (Sasaki et al., 2008; Starkova et al., 2007; Schmidt et al.,
2009; Moldenhauer et al., 2004).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass dendritische Zellen, die mithilfe von HdI aus TEL-
AMLI-positiven leukdmischen Blasten generiert wurden, weiterhin TEL-AMLI exprimieren. Mit
einer Ausnahme zeigten alle untersuchten Proben keine signifikante Verdnderung in der Expression
von TEL-AMLI. Unter Beriicksichtigung des immunphénotypischen Antigenprofils erfiillen die
generierten dendritischen Zellen damit wesentliche Voraussetzungen, um Epitope von TEL-AMLI

zu prasentieren und so eine tumorspezifische Immunreaktion zu induzieren. In Experimenten
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unserer Arbeitsgruppe konnte nachgewiesen werden, dass durch TEL-AMLI-positive leukdmische
dendritische Zellen eine TEL-AMLI-spezifische Immunreaktionen ausgelost werden kann (Schmidt
et al., 2009).

Die TEL-AMLI-Mutation eignet sich insbesondere aufgrund ihrer Haufigkeit als Ziel fiir Immun-
therapien. Als mogliche klinische Anwendung konnten TEL-AMLI-positiven Leukdmiepatienten
leukdmische Blasten entnommen werden, um aus ihnen ex vivo dendritische Zellen zu generieren.
Diese Zellen konnten dem Patienten anschlieflend als dendritische Zellvakzine reinfundiert werden,
um in vivo eine antileukdmische Immunreaktion zu induzieren (Maggio et al., 2007; Steinman
und Banchereau, 2007). Immungestiitzte antileukamische Effekte sind im Rahmen von allogenen

Stammzelltransplantationen klinisch etabliert und ihr Nutzen gut dokumentiert.

In den letzten Jahren wurden eine Vielzahl verschiedener Immunvakzinierungsstudien durchgefiihrt,
bei denen Patienten ex vivo manipulierte dendritische Zellvakzine zur Tumortherapie erhalten haben.
In einer multizentrischen, doppelverblindeten Phase-III-Studie zur Behandlung des metastasierten
Prostatakarzinoms (IMPACT-Studie®) konnte gezeigt werden, dass durch die Therapie mit einer spe-
zifischen dendritischen Zellvakzine der primére Endpunkt Gesamtiiberleben signifikant verbessert
werden konnte. In der Studie wurden autologe dendritische Zellen mit einem Konjugat aus Prostata-
spezifischer alkalischer Phosphatase (PAP) und GM-CSF beladen und den Patienten im Abstand
von 2 Wochen in insgesamt 3 Zyklen infundiert. Im Vergleich mit dem Placebo-Arm kam es zu einer
Verbesserung des Gesamtiiberlebens um 4,1 Monate. Die 3-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit
betrug nach der Zellvakzine-Behandlung 31,7% im Vergleich zu 23% fiir den Placebo-Arm. Die
dendritische Zellvakzine wurde von der amerikanischen Arzneimittelzulassungsbehorde FDA* als
Arzneimittel zur Behandlung des metastasierten Prostatakarzinoms unter dem internationalem

Freinamen Sipuleucel-T zugelassen (Higano et al., 2009; Kantoft et al., 2010).

In einer Phase-III-Studie zur Behandlung des malignen Melanoms (AJCC® Stadium IV) konnte hin-
gegen keine Uberlegenheit einer dendritischen Zellvakzine gegeniiber einer Standardchemotherapie
festgestellt werden. In der Studie wurden den Patienten Peptid-gepulste dendritische Zelle subkutan
injiziert und mit dem etablierten Therapiestandard Dacarbazin verglichen. Primédrer Endpunkt
der Studie war die objektive Ansprechrate. Nach 98 eingeschlossenen Patienten zeigte der primére
Endpunkt keinen signifikanten Unterschied, woraufhin die Studie vorzeitig abgebrochen wurde. Die
studienbegleitende Arbeitsgruppe publizierte abschlieflend, dass die vom Studiendesign geforderte
Vakzinqualitdt und Zellzahl nicht durchgehend erreicht werden konnte (Schadendorf et al., 2006).

’IMPACT: Immunotherapy for Prostate Adeno Carcinoma Treatment
*FDA: Food and Drug Administration
>AJCC: American Joint Committee on Cancer
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In den letzten Jahren wurden auch mehrere klinische Studien zur Anwendung von HdI in der
Tumortherapie durchgefiihrt, nachdem im Tiermodell demonstriert werden konnte, dass HdI eine
Tumorregression induzieren konnen (Marks et al., 2001; Insinga et al., 2005). Bei der Mehrzahl der
Studien handelt es sich um klinische Phase-I- oder Phase-II-Studien.

Fiir das HdI Valproat wurden Ergebnisse mehrerer Phase-I- und Phase-II-Studien im Bereich der
Hématoblastosen, aber auch fiir solide Tumoren wie beispielsweise das Cervix-Karzinom publiziert
(Raffoux et al., 2010; Pilatrino et al., 2005). Valproat ist in der Behandlung von Epilepsieerkran-
kungen etabliert und weist dort eine gute Vertraglichkeit auf. Fiir einen messbaren Effekt auf die
Histon-Deacetylierung sind jedoch deutlich hohere Valproat-Spiegel erforderlich, wodurch die Zahl
unerwiinschter Nebenwirkungen zunimmt. Es konnte gezeigt werden, dass vor allem die neurologi-

sche Toxizitat dosislimitierend ist (Minucci und Pelicci, 2006).

In einer Phase-1/II-Studie von Munster et al. wurde der Effekt von Valproat in Kombination mit
Epirubicin, 5-Fluoruracil und Cyclophosphamid bei Patienten mit soliden Tumoren untersucht. Ein-
geschlossen wurden unter anderem Patienten, die an einem malignen Melanom, Mammakarzinom,
gastrointestinalen Tumor oder einem kleinzelligen Bronchialkarzinom erkrankt waren. Eine partielle
Remission konnte bei 9 von 41 Patienten beobachtet werden (22%). Nebenwirkungen betrafen vor
allem eine Valproat-assoziierte Abgeschlagenheit und die Epirubicin-induzierte Myelosuppression.
Eine Valproat-induzierte Histonhyperacetylierung konnte durchgehend beobachtet werden (Munster
et al., 2009).

Rocca et al. publizierten die Ergebnisse einer Phase-1/II-Studie zur Behandlung des metastasierten
malignen Melanoms (AJCC Stadium IV). In der Studie wurde Valproat in Kombination mit der
etablierten Chemoimmunotherapie bestehend aus Dacarbazin und Interferon-a verabreicht, wobei
die Kombination mit Valproat gegeniiber der alleinigen Immunochemotherapie keine Uberlegenheit
zeigte (Rocca et al., 2009).

In zwei Phase-II-Studien wurde der Effekt von Saha bei Patienten mit vortherapiertem cutanen
T-Zell-Lymphom untersucht. Bei 30% der insgesamt 107 eingeschlossenen Patienten konnten riickldu-
fige Hautldsionen im Sinne einer partiellen Remission beobachtet werden. Haufige Nebenwirkungen
der Therapie waren Abgeschlagenheit, Thrombozytopenie, Durchfall und Ubelkeit, zu den schwer-
wiegenden Nebenwirkungen zdhlten Dehydratation, Thrombozytopenie und thrombembolische
Ereignisse (Duvic et al., 2007; Olsen et al., 2007). Aufgrund der positiven Studienergebnisse wurde
Saha unter dem internationalen Freinamen Vorinostat im Jahr 2006 fiir die Behandlung des kutanen

T-Zell-Lymphoms zugelassen (Mann et al., 2007).

Schaefer et al. veroffentlichten die Ergebnisse einer Phase-II-Studie zur Behandlung der akuten
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myeloischen Leukdmie. Insgesamt wurden 37 Patienten, die nicht fiir eine Standardchemotherapie
infrage kamen in die Studie eingeschlossen und mit Saha behandelt. Insgesamt wurde nur ein geringes
Therapieansprechen beobachtet und die Therapie wurde hiufig vor Erreichen der geplanten 4 Zyklen
vorzeitig abgebrochen (Schaefer et al., 2009).

In einer Phase-I-Studie wurden 41 Patienten, die an einer Leukdmie oder an einem Myelodysplas-
tischen Syndrom erkrankt waren, eingeschlossen und mit Saha behandelt. Bei 17% der Patienten
konnte eine himatologische Verbesserung dokumentiert werden, bei 4 Patienten kam es zu einer
Komplettremission. Eine Hyperacetylierung von Histon-H3-Protein konnte bei allen untersuchten
Patienten beobachtet werden. Dosislimitierend waren Ubelkeit, Erbrechen, Abgeschlagenheit und
Diarrhoe (Garcia-Manero et al., 2008).

Von Kelly et al. wurden die Ergebnisse zu einer Phase-I-Studie zu Saha veréffentlicht. Insgesamt
wurden 73 Patienten mit fortgeschrittenen Tumorerkrankungen mit Saha behandelt. Wichtige do-
sislimitierende Nebenwirkungen in der Behandlung waren Anorexie, Exsikkose, Diarrhoen und
Abgeschlagenheit. Im Patientenkollektiv konnten eine Komplettremission und 3 partielle Remission
beobachtet werden (Kelly et al., 2005).

Fiir das HdI Isobutyrat gibt es bisher keine groleren klinischen Anwendungsstudien, jedoch finden
sich Phase-I und Phase-II-Studien zu anderen strukturverwandten Butyraten. In einer Phase-II-
Studie wurden Patienten, die an einem nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinomen erkrankt waren,
mit einem Prodrug der Buttersidure (AN-9%) behandelt. Die Therapie zeigte wenig Nebenwirkungen,
eine partielle Remission wurde bei 6,4% der Patienten beobachtet (Reid et al., 2004). In einer
Phase-I-Studie wurde Natriumphenylbutyrat bei Patienten mit Leukdmien und Myelodysplastischem
Syndrom erprobt, auch hier wurde die Therapie im Allgemeinen gut vertragen bei insgesamt geringem

Therapieansprechen (Minucci und Pelicci, 2006).

Die bisher durchgefiihrten Studien zeigen, dass sowohl die HdI Valproat, Isobutyrat und Saha, als
auch dendritische Zellvakzine insgesamt eine gute klinische Vetraglichkeit aufweisen. Aufgrund des
oft mangelnden Therapieansprechens und fehlender Uberlegenheit gegeniiber etablierter Chemothe-
rapien gehoren sie jedoch bis auf wenige Ausnahmen bislang noch nicht zum Standardrepertoire der
Tumortherapie. Die Griinde fiir das oft mangelnde Therapieansprechen auf dendritische Zellvak-
zine sind noch nicht vollstindig gekldrt und Gegenstand der aktuellen Forschung. Eine wichtige
Erkldrung fiir das geringe Therapieansprechen konnte die Interaktion der dendritischen Zellvakzine
mit regulatorischen T-Zellen (Tregs) und Typ2-T-Helferzellen in vivo sein, die in Folge die erhoffte

Stimulation zytotoxischer T-Zellen unterdriicken (Palucka et al., 2011). Experimente deuten darauf

® AN-9: Pivaloyloxymethylbutyrat
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hin, dass in der direkten Tumorumgebung wichtige Interaktionen mit dendritischen Zellen stattfin-
den, die entscheidend fiir die Aktivierung eines antitumordsen Effektes sind. Wahrscheinlich spielen
hierbei auch direkte immunsuppressive Eigenschaften von Tumoren eine Rolle. Tumorzellen kénnen
verdanderte Oberflicheneigenschaften aufweisen und immunsuppressive Molekiile exprimieren oder
immunsuppressive Faktoren sezernieren. Durch spezifische Tumoreigenschaften kénnte somit der
tumorsuppressive Effekt von dendritischen Zellen inhibiert werden. Dariiber hinaus konnte speziell
tir HAI demonstriert werden, dass sie in vivo die Bildung und Stimulation regulatorischer T-Zellen
(Tregs) anregen, die damit einen antitumordsen Effekt inhibieren kénnten (Tao et al., 2007; Reddy
und Zou, 2007).

Ein weiterer Grund fiir das geringe Therapieansprechen koénnte darin begriindet sein, dass durch
die Behandlung dendritischer Zellvakzine ex vivo das immunstimulatorische Potential gegeniiber
nativen dendritischer Zellen herabgesetzt wird (Palucka et al., 2007). Dendritische Zellvakzine
lassen sich bekanntermafien auf unterschiedliche Weise herstellen, wobei bislang keine einheitlichen
Standards beziiglich der Préaparation ex vivo existieren. Hierin begriinden sich grofSe Unterschiede

in der Qualitat der dendritischen Zellvakzine in verschiedenen Studien.

Ein Problem in der Anwendung dendritischer Zellvakzine besteht darin, dass die Immunogenitat
einzelner zur Immunstimulation genutzten Tumorantigene nicht ausreichend belegt ist (Mohty et al.,
2001). Tumorantigene unterscheiden sich in ihrem immunogenen Potential, und es scheint, als wiren
nur einige Tumorantigene geeignet, eine relevante Immunogenitét zu vermitteln und eine klinisch

relevante Immunreaktion zu induzieren.

Ein mangelndes Therapieansprechen konnte auch in der zytostatischen Vorbehandlung der Studi-
enpatienten begriindet sein. Durch die zytostatische Vorbehandlung wird in der Regel auch das
korpereigene Immunsystem beeintrachtigt; bis zur vollstandigen Rekonstitution des Immunsystems
nach Chemotherapie konnen mehrere Jahre vergehen, weswegen aktive Immunisierungen in ihrer

Wirkung abgeschwicht werden konnten.

Trotz aller Probleme und Hindernisse nimmt der klinische Stellenwert dendritischer Zellvakzine
stetig zu. Eine erste dendritische Zellvakzine wurde von der amerikanischen Arzneimittelzulassungs-
behorde FDA zugelassen und ist seither fiir die Behandlung des metastasierten Prostatakarzinoms
kommerziell verfiigbar. Der langfristige Stellenwert dendritischer Zellvakzinen bleibt abzuwarten,
insbesondere da sie sich auch gegen andere, teils neuartigen Tumortherapien beweisen miissen. Es
besteht jedoch begriindete Hoffnung, dass weitere dendritische Zellvakzine den Weg in Tumorthera-
pie finden. Die aktuellen Studien stimmen zuversichtlich, dass Sie fiir Patienten von Nutzen sein

konnen und ihren festen Platz in der Tumortherapie finden werden.
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Zusammenfassung

Das Fusionsonkoprotein TEL-AMLI1 entsteht durch die chromosomale Translokation t(12;21)(p13;q22)
und ist bei etwa 20% der akuten lymphoblastischen Leukdmien (ALL) im Kindesalter nachweisbar.
Eine vielversprechende Therapieoption in der Behandlung der TEL-AMLI-positiven Leukdmie ist
die Induktion einer gegen TEL-AMLI gerichteten Immunreaktion mithilfe dendritischer Zellen.
Ein neuartiger Ansatz in der Immuntherapie sieht vor, dendritische Zellen direkt aus leukdmischen

Blasten zu generieren.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es moglich ist, aus TEL-AMLI-positiven Leukdmiezel-
len dendritische Zellen zu generieren. Dies gelang durch die Verwendung von Histondeacetylase-
Inhibitoren (HdI). Die dendritischen Zellen konnten im Rahmen von aktiven Immunvakzinierungen

eingesetzt werden, um eine spezifische, antileukdmische Immunreaktion zu induzieren.

Um den Effekt verschiedener HdI auf die Generierung leukdmischer dendritischer Zellen zu untersu-
chen, wurden TEL-AMLI-positive Leukdmiezellen mit Zytokinen und den HdI Valproat, Isobutyrat
oder Saha behandelt und anschlief’end durchflusszytometrisch immunphéanotypisiert. Es konnte
gezeigt werden, dass durch Addition von Histondeacetylase-Inhibitoren dendritische Zellen generiert
werden koénnen. Gegeniiber der reinen Zytokinbehandlung konnte durch die Addition von HdI eine

bis zu 2,6-fache Zahl dendritischer Zellen generiert werden.

Um den Einfluss der HdI-Behandlung auf die TEL-AMLI-Expression zu analysieren, wurden mithilfe
Real-Time quantitativer PCR (RTq-PCR) und Western Blot TEL-AMLI-Genexpressionsanalysen
durchgefiihrt. In den generierten dendritischen Zellen konnte die Persistenz des TEL-AMLI-Fusions-
proteins nachgewiesen werden. Im Zelllinienmodell und in fiinf von sechs untersuchten Patien-
tenproben kam es nach der Behandlung mit HdI in vitro zu keiner signifikanten Verdnderung
der TEL-AMLI-Expression. Bei einer Patientenprobe war nach der Behandlung mit Valproat die
TEL-AMLI-Expression auf 0,47 + 0,21 herunterreguliert (p = 0,01), moglicherweise infolge eines
funktionellen Verlusts der TEL-Promotoraktivitit durch Histonhyperacetylierung.

Die ex vivo generierten dendritischen Zellen erfiillen damit wesentliche Voraussetzungen, um eine
TEL-AMLI-spezifische antileukdmische Immunreaktion in vivo zu induzieren. Weitere Untersu-
chungen sind notwendig, um ihren klinischen Nutzen in der Behandlung der TEL-AMLI-positiven

Leukimie unter Beweis zu stellen.
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