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Einleitung 1

1 Einleitung

Das BCL-2 (BCL, engl.: ,B-cell-leukemia/lymphoma®) Onkogen spielt eine wichtige Rol-
le bei dem programmierten Zelltod (Apoptose). Dieses Gen wurde als Onkogen der t (14;18)
(q32;g21)-Translokation in follikuldren Non-Hodgkin-Lymphomen entdeckt. Nachdem zuerst
bei niedrig malignen Non-Hodgkin Lymphomen eine translokationsbedingte BCL-2-
Uberexpression gefunden wurde, konnte auch bei normalen Zellen und anderen Malignitiiten ein
positiver BCL-2-Nachweis gefiihrt werden, obwohl keine BCL-2-Translokation vorhanden ist,
wie z.B. bei den akuten myeloischen Leukdmien (AML).

Die AML ist eine maligne Erkrankung der himatopoetischen Stammzelle. Neben einer verstark-
ten Proliferation kann auch eine gestorte Apoptose zur malignen Erkrankung beitragen. Das
BCL-2 Protein blockiert die Apoptose und verldangert das Zelliiberleben. Obwohl die AML ei-
nen unterschiedlichen BCL-2-Level aufweist, wird das hochste BCL-2-Niveau in den autonom
proliferierenden Vorlduferzellen (Blasten) in vitro und den Zellen, die das positive Oberflachen-
antigen CD34 exprimieren, beobachtet.

Trotz der Fortschritte in der Behandlung der AML, entwickelt sich bei einem Anteil der AML
Patienten ein Therapieversagen und ein Rezidiv. Das schlechte Therapieergebnis konnte auf
einer erhohten Chemoresistenz beruhen. Goldstandard der Induktionstherapie ist eine Kombina-
tion aus Ara-C und Idarubicin. Die beiden Substanzen induzieren Einzel- und Doppelstrangbrii-
che der Desoxyribonukleinsdure (DNA) und fithren zur Apoptose der Leukdmiezellen in der
Therapie der AML. In fritheren Studien wurde gezeigt, dass das BCL-2 Protein die Chemoresis-
tenz der Leukdmiezellen gegeniiber zytotoxischen Medikamenten erhdhte. Die hohere BCL-2-
Expression in den Leukdmiezellen korreliert mit niedriger kompletter Remissionsrate nach In-
duktionstherapie und kiirzerer Uberlebenszeit und gilt damit als ein ungiinstiger prognostischer
Faktor bei den AML. Ziel dieser Untersuchung ist es, mit einer neu entwickelten Methode, der

Echtzeit-Fluoreszenz-PCR, AML-Zellen auf BCL-2 Expression zu untersuchen.
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1.1 Das BCL-2 Protein und seine Wirkungen

Das BCL-2-Gen wurde 1985 von Tsujimoto Y et al. in follikuldren Non-Hodgkin-Lymphomen
entdeckt (Tsujimoto et al., 1984, 1985). BCL-2 ist ein Protein mit einer relativen Molmasse von
ca. 26-kD (Tsujimoto et al., 1986). Das Protein ist in der dueren Mitochondrienmembran, der
Kernmembran und dem endoplasmatischen Retikulum lokalisiert (Hockenbery et al., 1990; Mo-
naghan et al., 1992; Jacobson et al., 1993; Krajewski et al., 1993). Die biologische Wirkung des
BCL-2-Proteins ist die Hemmung der Apoptose (Hockenbery et al., 1991, 1993).

1.1.1 BCL-2 und verwandte Proteine

Apoptose, der programmierte Zelltod bezeichnet den Prozess des physiologischen Zelltodes, der
durch die betroffene Zelle selbst gesteuert und in speziellen Féllen initiiert wird (Kerr ef al.,
1972; Wyllie et al., 1980). Apoptose kann als zelluldre Antwort auf lebensbedrohliche externe
Einfliisse wie bakterielle Toxine, Virusinfektionen, ionisierende Strahlung oder Chemotherapeu-
tika ausgelost werden. Die Apoptose ist in diesem Fall als eine Art biologische Sicherung zu
sehen, um geschédigte Zellen zu entfernen (Carson et al., 1993; Kerr et al., 1994). Andererseits
ist die Apoptose ein normaler Bestandteil aller Differenzierungs- und Reifungsprozesse eines
Organismus. Die Apoptose ist verantwortlich fiir die Elimination iiberfliissiger oder redundanter
Zellpopulationen und die Anzahl der Zellteilungen ist fiir jeden Zelltyp genau festgelegt (Gran-
ville et al., 1998; Green DR, 1998a). Apoptose ist ein aktiver Prozess und steht unter geneti-
scher Kontrolle. Bei der Apoptose wird beobachtet, dass die Zelle schrumpft, ihr Inhalt dichter
wird, sich die Kernmembran auflost und die Kern-DNA fragmentiert. SchlieBlich vesikuliert die
apoptotische Zelle in vitro zu kleinen Partien, den apoptotischen Korperchen. Die Zelle in vivo
wird sofort von ihren Nachbarn oder einem Makrophagen durch Phagocytose aufgenommen,
ohne dass cytoplasmatische Komponenten freigesetzt werden (Ellis et al., 1991; Vaux et al.,
1999).

Die Regulation der Apoptose wird insbesondere durch Mitglieder der BCL-2-Familie realisiert
(Adams et al., 1998; Reed et al., 1998). Diese konnen durch Homo- oder Heterodimerisierung
sowohl hemmend als auch stimulierend auf die Apoptose wirken. Inzwischen zeigt die sog.
BCL-2-Familie eine Gruppe zahlreicher eng miteinander verbundener und interagierender Mole-
kiile wie BCL-2, BCL-W, BAX, BCL-X, BAD, BAK, BIK, A1, MCL-1 BID und BIM. Einige
dieser Faktoren wirken antiapoptotisch wie z.B. BCL-2, BCL-X;, BCL-W, MCL-1 und Al
(Vaux et al., 1988; Boise et al., 1993; Gibson et al., 1996; Kozopas et al., 1993; Lin et al.,
1993), wihrend andere Faktoren wie BAX, BAK, BID, BIM und BAD proapoptotische Faktoren
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darstellen (Oltvai et al., 1993; Chittenden et al., 1995; Farrow et al., 1995; Kiefer et al., 1995;
Wang et al., 1996; O’Connor et al., 1998; Yang et al., 1995). Expression und Funktion von
Mitgliedern der BCL-2-Familie sind in Tabelle 1 zusammengefasst. BCL-X existiert als Folge

alternativen mRNA-Spleifiens in verschiedenen Isoformen (Boise et al., 1993).

Tabelle 1: Eigenschaften von Mitgliedern der BCL-2-Familie

Gen Genprodukt Wirkung auf Apoptose Expression
BCL-2 BCL-2a Hemmung embryonal: viele Gewebe
postnatal: Stamm- u. Progeni-
torzellen
BCL-X BCL-Xp Hemmung embryonal: viele Gewebe
postnatal: Stamm- u. Progeni-
torzellen
BCL-Xs Forderung Thymus
BCL-Xg Hemmung wie BCL-X
BAX BAXa Forderung verschiedene Gewebe
Al Al Hemmung Blutzellen
MCL-1 MCL-1 Hemmung Myeloische Zellen

BCL-2 selbst ist ein 26-kD schweres Protein. Dieses Protein schiitzt die Zellen direkt vor Apop-
toseinduktion durch diverse Stimuli wie Entzug von Wachstumsfaktoren, Hitzeschock, sowie
Exposition gegeniiber DNA-schddigenden Substanzen. Deswegen ist BCL-2 der Prototyp einer

ganzen Familie dhnlicher Proteine.

1.1.2 Der Wirkmechanismus von BCL-2

Das Produkt des BCL-2-Gens stellt einen wichtigen Regulator der Apoptose dar. BCL-2 fiihrt
zur Hemmung der Apoptose. Die molekularen Mechanismen dieser Hemmung sind noch weit-
gehend ungekldrt. Vermutlich kann BCL-2 die Cytochrom-C-Freisetzung aus den Mitochond-
rien blockieren. Es wird weiterhin vermutet, dass BCL-2 die Apoptoseinduktion iiber die Kon-
trolle von Caspasen reguliert (Uren ef al., 1996; Villa et al., 1997).

Auf zellularer Ebene wird die Apoptose iiber die Bindung spezifischer Liganden an deren
Transmembranrezeptoren, die sog. ,,Todesrezeptoren® (death receptors), ausgelost. Die wich-
tigsten Transmembranrezeptoren sind TNF-R1 (tumor necrosis factor receptor) und Fas (oder

CD95 bzw. APO1) mit ihren Liganden TNFa bzw. FasL (Scaffidi ef al., 1998; Wallach et al.,
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1998; Nagata et al., 1998). Die Bindung von Liganden an den Rezeptor fiihrt zur Bildung des
sog. DISC-Komplexes (death-inducing signalling complex) oder Apoptosom. Die Apoptosom
besteht aus Cytochrom C, Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor), dATP (deoxyadenosine
triphosphate) und Pro-Caspase 9. Cytochrom C aus den Mitochondrien in Anwesenheit von
Apaf-1 und dATP aktiviert Caspase 9, die wiederum Caspase 3, 6 und 7 aktiviert (Liu et al.,
1996; Liet al., 1997; Hu et al., 1998; Yoshida et al., 1998; Krebs ef al., 1999). Caspasen (cys-
teinyl aspartate-specific proteases) sind im Zytoplasma lokalisiert und kommen zunéchst als
inaktive Proenzyme im Korper vor. Caspasen werden durch enzymatische oder autokatalytische
Spaltungen aktiviert. Da die enzymatische Aktivierung vor allem durch andere aktivierte Caspa-
sen erfolgt, wird angenommen, dass die Caspase-Kaskade der Verstarkung des Apoptosesignals
dient (Thornberry et al., 1998; Sun et al., 1999; Budihardjo ef al., 1999). Caspasen sind in ihrer
Eigenschaft als Enzyme die eigentlichen ausfiihrenden Effektoren im Rahmen der Apoptose.
Durch Caspasen werden zahlreiche Struktur-, Kern- und Signal-proteine der Zelle z.B. Aktin,
DNA-abhingige Proteinkinasen zerstort. Caspase 3, 6 und 7 sind die am weitesten terminal ge-
legenen Vertreter der Caspasenfamilie und erkennen kritische zelluldre Substrate, deren Spaltung
zu den typischen morphologischen und funktionellen Verdnderungen der Apoptose fiihrt (Green
et al., 1998b; Slee et al., 1999).

Der genaue molekulare Wirkmechanismus von BCL-2 ist noch nicht bekannt, jedoch scheint die
Interaktion mit Mitochondrien von besonderer Bedeutung zu sein. BCL-2 kann die Freisetzung
von Cytochrom C aus den Mitochondrien ins Zytosol blockieren, oder zusammen mit BCL-Xp
den Caspase 9 aktivierenden Apaf-1/Cyto-C-Komplex hemmen (Abb. 1) (Kluck et al., 1997,
Yang et al., 1997; Green et al., 1998c; Pan et al., 1998; Susin et al., 1999).

Death i
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©,.+ . Mitochondrion | .
< ¥ = -
\_‘ iagrbmailalal Apaf-1 Apoptosome |
_ o, LPORT0Some

[ ] /
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Abbildung 1: Der molekulare Wirkmechanismus von BCL-2 (Laurenzi et al., 2000)..
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1.2 BCL-2 und akute myeloische Leukimien

1.2.1 Das Expressionsmuster des BCL-2 Gens

Anfangs wurde das BCL-2 Gen als Translokationsonkogen bezeichnet. Die Translokation findet
sich in mehr als 80 % der follikuldren Lymphome (Lee et al., 1987), in ca. 20 % diffuser grof3-
zelliger Lymphome (Fleischman et al., 1989) und in ca. 50 % der adulten undifferenzierten
Lymphome (Weiss et al., 1987). Auf Chromosom 14 liegen die Bruchstellen entweder innerhalb
oder in der Néhe eines J-Segments des Immunglobulin-Schwerketten-Locus. Auf Chromosom
18 liegen die Bruchstellen in der Nihe eines Onkogens, das mit BCL-2 bezeichnet wird. Im
Rahmen der Translokation wird dieses Gen von Chromosom 18 in Juxtaposition zum Enhancer
des Immunglobulin-Schwerketten-Locus auf Chromosom 14 Transloziert. Dadurch wird die
Transkription des BCL-2 Gens aktiviert (Cleary et al., 1985; Tsujimoto ef al., 1984). Es kommt
zur Vermehrung der BCL-2-mRNA, woraus eine erhdhte Menge an BCL-2-Protein in den
Lymphomzellen resultiert. SchlieBlich resultiert dies in einer Akkumulation maligner Lympho-
zyten. Obwohl bei der Mehlzahl der Non-Hodgkin-B-Zell-Lymphome das BCL-2 Gen in die
chromosomale Translokation (14;18) aufgewiesen ist, beobachtet man in normalen hdmatopoeti-
schen Zellen und umfangreichen himatologischen Malignomen z.B. AML eine Uberexpression,
jedoch in keinem Fall eine Translokation des Gens (Pezella et al., 1990; Zutter et al., 1991; Delia
et al., 1992; Bensi et al., 1995).

Im Verlauf der Fetalentwicklung wird BCL-2 in vielen Geweben exprimiert. Im erwachsenen
Organismus hingegen wird BCL-2 nur in Stamm- und friihen Vorlduferzellen z.B. des Darms
und des hdmatopoetischen Systems exprimiert. Im Verlauf der Differenzierung wird die Expres-
sion abgeschaltet. Dieses Expressionsmuster deutet darauf hin, dass BCL-2 in regenerierenden
Geweben wie dem himatopoetischen System das Uberleben der Stammzell-populationen sichert

(McDonnell et al., 1993; Nunez et al., 1990; Vaux et al., 1988).

1.2.2 Akute myeloische Leukimien

Bei den AML handelt es sich um heterogene, maligne Erkrankungen des himatopoetischen Sys-
tems, denen die maligne Transformation einer hdmatopoetischen Vorlduferzelle zugrunde liegt.
Folge dieser Transformation ist ein Verlust oder die Einschrankung des Differenzierungspotenti-
als der Zellen mit einem Ausreifungsstop auf einem frithen Stadium der Myelopoese. Bei erhal-
tener Proliferationskapazitit kommt es zur klonalen Expansion der malignen Zellen mit sukzes-

siver ,,Verdrangung* der normalen Hdmatopoese (Biichner T, 1993; Busque et al., 1993).
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Die Diagnose der AML basiert auf dem Nachweis von leukdmischen Blasten in Knochenmark,
peripherem Blut oder extramedullirem Gewebe. Entsprechend der Morphologie der vorherr-
schenden Blastenpopulation werden die AML den acht Subgruppen der ,,French-American-
British* (FAB)-Klassifikation zugeordnet. Obgleich in der urspiinglichen Fassung der FAB-
Klassifikation nicht berticksichtigt, spielen zytochemische Reaktionen, insbesondere der Nach-
weis der Myeloperoxidase- und der unspezifischen Esterase-expression, fiir die Klassifikation
der AML und insbesondere zur Abgrenzung von lymphatischen Neoplasien eine wichtige Rolle.
Die AML unterscheidet acht Subtypen (M0-M7) und orientiert sich dabei an dem Differenzie-
rungsgrad und zelluldrer Ausreifung der Blasten. Die Subtypen M1 und M2 umfassen die Mye-
loblastenleukédmien ohne und mit Ausreifung der Zellen, M3 entspricht der Promyelozytenleu-
kdmie, M4 der Myelomonoblastenleukdmie, M5 der Monoblastenleukédmie [ohne Ausreifung
(M5a) und mit Ausreifung (M5b)]; Die Gruppe M6 entspricht der Erythroleukdmie und M7 der
Megakaryoblastenleukdmie. Bei einem weiteren Subtyp (MO) handelt es sich um AML-Fille
mit minimaler Differenzierung. Zytochemisch 146t sich Myeloperoxidase nicht nachweisen. Die
Zugehorigkeit zur myeloischen Reihe ergibt sich durch Nachweis der Expression myeloischer

Antigene (Bennett, ef al., 1985a, 1985b, 1991).

1.2.3 BCL-2 Expression bei AML

Bei der AML wird eine vermehrte BCL-2 Expression und eine dementsprechend verminderte
Apoptose bei der Akkumulation unreifer myeloischer Zellen gefunden. BCL-2 inhibiert den
programmierten Zelltod (Apoptose) und verlingert das Uberleben der frithen Vorlduferzellen des
hidmatopoetischen Systems, und sogar das der genetischen mangelhaften Progenitorzellen.
Transformierte Zellen konnen durch eine verdnderte Apoptosesensitivitit den physiologischen
Eliminationsmechanismen entgehen und im Rahmen des verlingerten Uberlebens die Gelegen-
heit zu weiteren Mutationen erhalten. Stérungen in der Regulation bzw. Expression des BCL-2
Proteins wurden fiir AML gezeigt. Diese Krankheit ist grundsétzlich durch eine verminderte
Apoptoserate gekennzeichnet und hierdurch teilweise auch chemoresistent (Bissonnette ef al.,
1992; Fanidi et al., 1992; Reed JC, 1995). Das hochste Niveau der BCL-2 Expression ist in den
in vitro autonom proliferierenden Vorlauferzellen der AML (Hunter et al.,1993; Lowenberg et
al., 1993; Russell et al., 1995) und den Blasten nachweisbar, die das positive Oberfldchen-
antigen CD34 exprimieren (Bradbury et al., 1995, 1997; Lauria et al., 1997). Die hohe BCL-2-

Expression in den Blasten korreliert mit einer Chemotherapieresistenz bei AML.
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1.3 Chemotherapie und Medikamenten bei AML

Die Chemotherapie mit zytotoxischen Substanzen ist Basis in der Behandlung der AML. Ziel
der Chemotherapie ist die moglichst vollstindige Elimination des leukdmischen Klones und die
Rekonstitution der normalen Hidmatopoese. Dies wurde durch die Einfiihrung effektiver Zytos-

tatika (kombinationen) durchgesetzt.

1.3.1 Induktionstherapie

Durch Induktionstherapie soll eine Remission erreicht werden. Der Zustand fiir eine komplette
Remission (CR) bezeichnet die Reduktion der Leukdmiezellen unter die lichtmikroskopische
Nachweisgrenze (< 5 % Blasten in einem normozelluldren Knochenmark) und die Rekonstitution
der normalen Hamatopoese (Cheson et al., 1990). Inzwischen ist akzeptiert, dass Patienten im
Alter bis 60 Jahre von einer Intensivierung der Induktionstherapie profitieren. Dies ist die sog.
»Doppelinduktion®, bei der der zweite Induktionsstol unabhéngig von der Rekonstitution der
normalen Hiamatopoese zu einem festen Zeitpunkt begonnen wird.

Wichtigste Substanzen in der Induktionstherapie sind Cytosinarabinosid (Ara-C) und Anthra-
zykline. Bei der Induktionstherapie werden beide Substanzen miteinander kombiniert, teilweise
unter Hinzufiigung einer dritten Substanz wie Etoposid (VP16). Damit kann bei de novo AML-
Patienten eine Remissionsrate von bis zu 75 % erzielt werden. Als Anthrazyklin wird Idarubicin
zunehmend verwendet, da dieses Medikament den Vorteil einer h6heren CR-Rate und einer ge-

ringeren Myokardiotoxizitdt hat (Bishop et al. 1990; Stone et al., 1993; Ganser et al., 1994).

1.3.2 Differenzierungsinduktion

Ein besonderes Therapieprinzip wurde fiir Patienten mit Promyelozytenleukdmie (M3) entwi-
ckelt (Fenaux et al., 1993). Bei dieser AML-Form kann eine Translokation zwischen den Chro-
mosome 15 und 17 nachgewiesen werden. Durch diese Translokation kommt es zur Expression
eines aberranten Retinsdure-rezeptors. Es wurde entdeckt, dass unter Gabe von all-trans-
Retinsdure (ATRA) promyelozytire Blasten ausdifferenzieren und damit ihre Teilungsfahigkeit
verlieren. Die zuséitzliche Gabe von ATRA zur Induktionschemotherapie kann die Remissions-
ergebnisse und die Langzeitprognose von Patienten mit M3 verbessern (Breitman ef al., 1980,

1981; Chomienne et al. 1990; Chen et al., 1991).
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1.4 Die Wirkungsmechanismen der zytotoxischen Substanzen

Fiir Zytostatika bei den AML konnte inzwischen gezeigt werden, dass sie ihre zytotoxische Wir-
kung durch Apoptoseinduktion erzielen. Etwa zwei Drittel der Patienten erreichen im Rahmen

der Induktionsbehandlung, in der Regel mit Ara-C und Idarubicin, eine komplette Remission.

1.4.1 Cytosinarabinosid (Ara-C)

Ara-C ist eines der effizientesten Medikamente in der Behandlung der AML. Es interferiert mit
der DNA-Replikation und wirkt damit zytotoxisch. Das Ara-C ist ein Strukturanalogon des Cy-
tidin (Cyt) und des Deoxy-cytidin (d-Cyt). Diese chemische Verwandtschaft ist der Schliissel
fiir die biologischen Effekte des Ara-C an der DNA-Synthese.

Ara-C wird wie Cytidin und Deoxy-cytidin durch intrazelluldre dreistufige Phosphorylierung
zum Ara-C-Triphosphat (Ara-CTP) aufgenommen, was die Voraussetzung fiir die Hemmung der
DNA-Polymerase und den Einbau in die DNA ist. Das Ara-CTP hemmt kompetitiv die DNA-
Polymerase. Der Einbau in die DNA und die Induktion von Einzelstrangbriichen und DNA-
Strangabbruch wird mit terminalem Ara-CTP erreicht. Dem intrazelluldren Ara-CTP kommt
damit eine zentrale bedeutung zu (Kessel ef al., 1967; Harris et al., 1981; Kufe et al., 1984,
1985).

1.4.2 Idarubicin

Anthrazykline stellen eine der wichtigsten Substanzgruppen in der Behandlung hédmatologischer
Neoplasien. Idarubicin (4-demethoxy-daunorubicin) ist ein Daunorubicin-Derivat. Der exakte
Wirkungsmechanismus der Anthrazykline konnte noch nicht abschlieend geklirt werden, je-
doch scheinen DNA-Interkalation, Hemmung der Topoisomerase Il und intrazelluldre Bildung
freier Sauerstoffradikale von zentraler Bedeutung. Idarubicin weist im Vergleich zu Daunorubi-
cin eine verstarkte Fahigkeit zur DNA-Interkalation und Hemmung der Topoisomerase-II-
Aktivitdt auf. In intakten Tumorzellen zeigt Idarubicin eine um 20 % hoéhere DNA-Bindung als
Daunorubicin und induziert in h6herem Malle Doppel- und Einzelstrangbriiche der DNA (Gan-
zina et al., 1986; Glisson ef al., 1987; Rose KM, 1988; Speth et al., 1989).
Chemotherapeutische Substanzen, wie Ara-C und Idarubicin, induzieren Doppel- und Einzel-
strangbriiche der DNA und fiihren schlieBlich zur Apoptose der Leukédmiezellen. Dazu gibt es
auch andere zytotoxische Substanzen wie VP16, Methotrexat (MTX), und Bleomycin, die eine

Apoptose-induzierende Wirkung auf Tumorzellen zeigen.
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1.4.3 Der pradiktive Wert von BCL-2 bei AML

Obwohl die verschiedenen Chemotherapie Protokolle die Heilungschancen akuter myeloischer
Leukédmien deutlich verbessern, zeigt ein Teil der AML ein schlechtes Ergebnis. Die schlechten
Ansprechraten bei diesem Anteil der AML Patienten konnten auf einer erhhten Chemoresistenz
beruhen. Klinische Chemoresistenz kann auf physiologisch-pharmakokinetischer Ebene wirk-
sam sein oder sich durch molekulare Mechanismen erkléren.

BCL-2 konnte auf molekularer Ebene zur Chemoresistenz beitragen. Die Aussagen iiber den
prognostischen Wert der BCL-2-Expression bei Tumoren und der Korrelation zum Ansprechen
auf eine Chemotherapie sind unterschiedlich. Fisher ef al. korreliert die BCL-2-Expression bei
grofBzelligen Lymphomen mit einem schlechten Ansprechen auf die Chemotherapie. Im Gegen-
satz dazu, ist die Prognose fiir Patienten mit Adeno- und Plattenepithelkarzinomen bei positivem
BCL-2-Status deutlich besser als mit negativem BCL-2-Status (Yunis et al., 1989; Fisher et al.,
1993).

Ob die BCL-2-Expression einen priadiktiven Wert fiir die Prognose von AML besitzt, bedarf es
weiterer Untersuchungen. In fritheren Studien ist der Zusammenhang von BCL-2 und einer er-
hohten Chemotherapieresistenz untersucht worden. Dabei zeigte sich, dass zahlreiche Zytostati-
ka wie Ara-C und Idarubicin ihre Wirkung iiber eine Apoptoseinduktion erzielen. Die hohe
BCL-2-Expression in den Blasten der AML blockiert die von zytotoxischen Substanzen
induzierte Apoptose und erhoht die Chemoresistenz der Leukédmieblasten gegeniiber
Medikamenten (Miyashita ef al., 1992; Kamesaki ef al., 1993; Tang et al., 1994). Damit hangt
das hohe BCL-2-Niveau in den Leukdmiezellen mit einem schlechten Ansprechen auf die
Chemotherapie zusammen (Campos et al., 1993; Miyashita ef al., 1993; Maung et al., 1994).
Der BCL-2-Nachweis wiirde bei den AML als chemotherapeutisch ungiinstiger Faktor zu werten
sein. Aber zur Zeit fehlt eine schnelle und effektive Methode, die das BCL-2 Gen im Therapie-
verlauf der AML Patienten liberwachen kann. In dieser Studie wird eine exakte quantitative
PCR, die sog. Echtzeit-Fluoreszenz-PCR entwickelt. Mit dieser neuen Methode kann das BCL-2

Transkript genauer analysiert werden.
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2 Fragestellung

Die akuten myeloischen Leukdmien beruhen auf der Proliferation unreifer maligner myeloischer
Vorléduferzellen. Daraus resultiert eine Suppression der normalen Blutbildung. Eine Chance auf
Heilung besteht nur durch Chemotherapie, die bei der de novo AML eine Remissionsrate von bis
zu 75 % erreicht. Trotz adequater Therapie kommt es bei einem Teil der Patienten zu einem
Therapieversagen und zu Rezidiven. Ein Grund fiir das schlechte Ansprechen auf die Chemo-
therapie besteht in einer erhohten Chemoresistenz. Die vorherigen Studien haben gezeigt, dass
die BCL-2 Gen Expression mit der Chemoresistenz korreliert.

Um die Rolle des BCL-2 Gens im klinischen Verlauf bei AML Patienten beurteilen zu konnen,

wurden folgende Fragen bearbeitet:

o Kann die Echtzeit-Fluoreszenz-PCR zur Messung des BCL-2 Transkriptes verwendet wer-

den?
o Wird das BCL-2 Gen bei den AML exprimiert?

. Kann das BCL-2 Gen bei den AML als Vorhersageparameter der Chemotherapieresistenz

verwendet werden?
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3 Patienten, Material und Methoden

3.1 Patienten

11

Es wurden Patientenproben aus dem Virchow-Klinikum Berlin, Abteilung fiir Innere Medizin

und Poliklinik m.S. Hdmatologie und Onkologie untersucht. Die Diagnose ,,AML* (53 Fille)

basiert auf der Morphologie und der Immunphénotypisierung der vorherrschenden Blasten. Die

Einteilung erfolgte nach den Kriterien der FAB-Klassifizierung (Bennett et al/, 1985a, 1985b,

1991). Periphere Blutproben von 8 Gesunden standen als Kontrolle zur Verfiigung. Die Leuké-

miezellinie K562 (Chronische myeloische Leukédmie) und die Lymphomzellinie SUDHL4 (Fol-

likuldres Lymphom) standen als Originale der Standardreihe zur Verfiigung.

3.2 Material und Geriate

3.2.1 Reagenzien

Agarose

Ammoniumchlorid

AmpliTag"™ DNA Polymerase
Aqua ad iniectabilia Braun (dH,0O)
Bacto-agar

Bacto-Trypton

Bayol F (Ol)

Borsédure

Bromphenolblau

Chloroform

dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Dithiothreitol (DTT)
Ethylendinitrilotetraessigsdure,
Dinatriumsalz-Dihydrat (EDTA-Titriplex)
Diethyl-Pyrocarbonate (DEPC)
Eisessig

Ethanol

Ethidiumbromid (EtBr)

SERVA, Heidelberg
MERCK, Darmstadt
PERKIN ELMER USA,
B. BRAUN, Melsungen
SIGMA, Steinheim
SIGMA, Steinheim
SERVA, Heidelberg
MERCK, Darmstadt
SERVA, Heidelberg
MERCK, Darmstadt
GIBCO BRL, Eggenstein
GIBCO BRL, Eggenstein

MERCK, Darmstadt
SIGMA, Steinheim
MERCK, Darmstadt
MERCK,Darmstadt
SIGMA, St.Louis, USA
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Kalium-hydrogencarbonat

HCI 32 %

Isoamylalkohol

Isopropanol

123 bp-DNA-Ladder

25 bp-DNA-Ladder

Magnesium Chlorid (MgCl,)

Na-Citrat

Natrium Chlorid (NaCl)

PCR-Puffer (10 x)

Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS) (10 x)
Platinum® Tag DNA Polymerase

Primer Oligonukleotide

QIAprep” Spin Plasmid Kit

QIAquick® Gel Extraktion Kit

QIAquick® PCR Purification Kit

Quick Spin™ Column Sephadex® G-50
Random Primed Labeling Kit

Restriktive Endonuklease

(Hind II1, Xba I)

RNasin Ribonuklease Inhibitor
5,6-Carboxy-x-Rhodamin (ROX) (150 uM)
Sonde

SuperscriptTM RNase H Reverse Transcriptase

TA-Cloning® Kit

Tris-(hydroxymethyl) aminomethan
Tris-HCI (pH 8,0)
X-Gal

MERCK, Darmstadt
MERCK, Darmstadt
MERCK, Darmstadt
MERCK, Darmstadt
GIBCO BRL, Eggenstein

GIBCO BRL, Eggenstein
MERCK, Darmstadt
MERCK, Darmstadt
GIBCO BRL, Eggenstein
GIBCO BRL, Eggenstein
GIBCO BRL, Eggenstein
TIB Mol Biol, Berlin
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
BOEHRINGER ,Mannheim
BOEHRINGER,Mannheim
BOEHRINGER,Mannheim

PROMEGA ,Madison,USA
Gennova

TIB Mol Biol, Berlin
GIBCO BRL, Eggenstein
INVITROGEN BV,

the Netherlands

MERCK, Darmstadt
MERCK, Darmstadt

Karl Roth, Karlsruhe

12
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3.2.2 Puffer und Losungen

Dextranlosung S %

Dextran T500

NaCl

Mit dH,O auf 100 ml auffiillen
Losung A (fiir RNA-Isolierung)
Guanidiumisothiocyanat
Na-Citrat
N-Laurylsarcosin-Natrium-Salz
Losung B (fiir RNA-Isolierung)
Losung A

B-Mercaptoethanol

Binding & Washing Puffer
Tris-HCI pH 8,0

EDTA pH 8,0

NaCl

10x Lyse-Puffer
Ammoniumchloride
Kalium-hydrogencarbonat
EDTA-Titriplex III

Mit dH,O auf 100 ml auffillen
50x TAE-Puffer
Tris-hydroxymethyl-aminomethan
Eisessig

EDTA

Mit dH,O auf 500 ml auffiillen
10x TBE-Puffer
Tris-hydroxymethyl-aminomethan
Borsaure

EDTA-Titriplex

Mit dH,O auf 1000 ml auffiillen

0,36

1,0
0,5

8,02
1,0
0,037

50

0,89
0,89
20

13

M (pH 7,0)
5 % (W/v)

ml

ml

<

mM

mM
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Gelladepuffer (GLB)

Glycerol 87 %
Bromphenolblau 7,2 mM
Mit dH,0 auf 50 ml auffiillen

TE Puffer (pH 8,0)

Tris-HCl 10 mM
EDTA 1 mM

Mit dH,O auf 1000 ml auffiillen

3.23 Gel
Agarose Gel 3,0 % (W/v)
Agarose 80 ml
1x TAE Puffer 5 ul (10 ug/ul)
EtBr

3.2.4 Gerite

ABI Prism™ 7700 Sequence Detector System PE Applied Biosystems,USA

Zentrifuge 5402
Vakuumzentrifuge 5403
Megafuge 1.0
Polaroid-Kamera MP4
UV-Spektrophotometer
Horizontal-Elektrophorese
Elektrophoresekammer fiir Agarosegele
Polyethylenréhrchen 10 ml
Polyethylen Reaktionsgefifle
(2 ml, 1,5 ml, 1 ml)
MicroAmp® Optical Tubes

MicroAmp® Optical Caps

EPPENDORF, Hamburg
EPPENDORF, Hamburg
Heraeus

SIGMA, Miinchen
Pharmacia Biotech

GIBCO BRL, Berlin
GIBCO BRL, Berlin
FALCON, New Jersey,USA

EPPENDORF, Ham burg

PERKIN ELMER,

Foster City, USA



Material&Methoden 15

3.3 Methoden

3.3.1 Die Separierung der peripheren mononukleiren Blutzellen

10 ml Heparinblut wird mit 2 ml Dextranldsung (4 °C) gemischt und dann 40 min. bei Raum-
temperatur stehen gelassen. AnschlieBend wird der Uberstand abgehoben. Diese Proben werden
6 min. bei 1100 rpm zentrifugiert. Danach wird der Uberstand mit einer Pasteur-Pipette abgeho-
ben und verworfen. Das Sediment, das die mononukledren Zellen enthélt, wird mit 10 ml Lyse-
Puffer (1:10 Verdiinnung) gemischt und 5 min. bei Raumtemperatur stehen gelassen und dann 6
min. bei 1100 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird abgekippt. AnschlieBend wird dieses Zell-
pellet mit PBS-Puffer gewaschen und fiir die RNA-Isolierung verwendet. AufBlerdem werden T-
Zellen, B-Zellen und Granulozyten durch die ,,Fluorescence-Activated Cell Sorting* (FACS)
Technik separiert.

3.3.2 Die RNA-Isolierung

Die mononukledren Zellen werden in 900 pl Losung B aufgenommen und gut gemischt. Dazu
werden 100 pl Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) gegeben, 30 sek. auf dem Vortexer durchge-
mischt und fiir 5 min. auf Eis inkubiert. AnschlieBend wird alles bei 13000 rpm fiir 25 min. bei
4 °C zentrifugiert. Der wissrige, die RNA enthaltende Uberstand wird in ein neues Rohrchen
tiberfiihrt und 600 pl Isopropanol darin gegeben. Diese Probe kann bei —20 °C iiber Nacht auf-
bewahrt werden. Das RNA-Prazipitat wird danach bei 13000 rpm fiir 25 min. bei 4 °C zentrifu-
giert. Der Uberstand wird abgehoben und verworfen, das Pellet wird in 600-700ul Ethanol (75
%) gewaschen und in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Das trockene RNA-Pellet wird in
DEPC/H,0O gelost und die Konzentration bestimmt. Danach wird die RNA bei —80 °C aufbe-
wahrt. Die Qualitdt der RNA wird durch eine 2,0 % Agarose Gel-Elektrophorese beurteilt. Die
RNA-Probe (ca. 4 pl) wird mit 2 pl Gel-Ladepuffer in die Taschen des Minigels pipettiert und
lauft bei 100 V iiber 40 min.

3.3.3 Die Bestimmung der Konzentration von RNA

Die RNA-Konzentration wird photometrisch bestimmt. Zu diesem Zweck wird eine 1:50 Ver-
diinnung der Probe hergestellt und gegen das gleiche Volumen der Verdiinnungsldsung in einem
UV-Spektrophotometer bei A 260 nm (Aze) und A 280 (Azso) gemessen. Die Konzentration

kann mit Hilfe des molaren Extinktionskoeffizienten berechnet werden.
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3.3.4 Die Synthese der cDNA

cDNA ist eine DNA-Kopie durch Abschrift der Nukleotid-Sequenz einer mRNA. Das 3°-
poly(A)-segment der mRNA dient als Hybridisierungspartner fiir ein Oligo-(dT)-Fragment, an
dessen 3‘-Ende die reverse Transkriptase starten kann. Es entsteht ein mRNA-DNA-Hybrid. Die
folgende alkalische Hydrolyse zerstort dann die mRNA und hinterldt eine einzelstringige
cDNA. RNA (1 pg) wird mit 2 pl 10x PCR-Puffer, 2 ul 0,1 M DTT, 5 pl 2,5 mM dNTP (dATP,
dCTP, dGTP und dTTP), 1 pul (100 mM) Random Hexamer (Primer) und aqua dest. fir 5 min.
bei 85 °C im Hitzeblock inkubiert. Anschlieend wird der Ansatz 1-2 min. auf Eis abgekiihlt.
Zum Ansatz wird dann 1 pl (33 U) RNase Inhibitor (RNasin) und 0,7 pl (200 U) Superscript
(Reverse Transkriptase) gegeben. AnschlieBend wird der Ansatz 10 min. bei Raumtemperatur,
dann fiir 50-55 min. bei 42 °C und weitere 5 min. bei 95 °C im Hitzeblock inkubiert. Dann wird
der Ansatz 1-2 min. auf Eis gestellt. Danach ist der Syntheseprozess der cDNA abgeschlossen.
Der Ansatz wird bei —20 °C aufbewabhrt.

3.3.5 Die Qualitiatsbestimmung der cDNA

Die Qualitdt der cDNA-Synthese 148t sich aus einem PCR-Amplifikat mit einem bekannten ubi-
quitdr exprimierten Gen, z.B. dem B-Actin Gen, unter Verwendung der 5‘Primer (5°-
CCTTCCTgggCATggAgTCCT-3¢) und 3‘Primer (5‘-AATCTCATCTTETTTTCTgCg-3°) ermit-

teln.

3.3.6 Die konventionelle Polymerasekettenreaktion (Polymerase chain reaction, PCR)

Bei der PCR werden definierte DNA-Squenzen spezifisch durch thermostabile DNA-
Polymerasen vermehrt. Die Spezifitit der Amplifikation wird durch den Einsatz von zwei Oli-
gonukleotiden, sog. Primern, gewéhrleistet, welche zwei bestimmte, zu beiden Seiten der zu
amplifizierenden Zielsequenz gelegenene Regionen erkennen. Dabei liegt jeweils eine dieser
Primerbindungsstellen auf einem der komplementdren DNA-Stringe, sodass jeder der beiden
DNA-Stringe als Vorlage (Template) dient. Die DNA-Polymerase synthetisiert den neuen
DNA-Strang vom Primer ausgehend (Primer-extension).

Wihrend eines Reaktionszyklus entstehen aus einem Doppelstrang zwei neue doppelstringige
DNA-Molekiile. Da jedes dieser DNA-Molekiile im ndchsten Reaktionszyklus erneut als
Template dient, kommt es nach wenigen Reaktionszyklen zu einer exponentiellen Vermehrung
der DNA-Molekiile. Die sequentielle Trennung des DNA-Doppelstrangs (Schritt 1: Denaturie-
rung), die Bindung der Primer (Schritt 2: Annealing), die Synthese des neuen komplementéren

Stranges (Schritt 3: Extension) und die erneute Auftrennung der Doppelstringe werden durch
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ein definiertes Temperaturprogramm gesteuert. Dieses Temperaturprogramm wird durch die
,, PCR-Maschine* verwirklicht.

Auch RNA kann durch PCR amplifiziert werden, wenn sie zuvor durch reverse Transkriptase in
DNA sog. cDNA (c steht fiir ,,complementary*) umgeschrieben wurde. Man spricht dann von
RT-PCR. Die hohe Sensitivitdt der PCR resultiert aus der exponentiellen Zunahme der spezifi-
schen DNA-Molekiile. Die Methode ist abhéngig von der spezifischen DNA-Polymerase. Aus
dem Bakterium Thermus Aquaticus, welcher in heilen Quellen vorkommt, kann diese hitzebe-
staindige Polymerase gewonnen werden. Da diese sogenannte 7ag-Polymerase durch wiederhol-
tes Erhitzen nicht zerstort wird, konnte diese Methode vollautomatisiert werden (Mullis et al.,

1987; Saiki et al., 1988; Arnheim ef al., 1992).

3.3.6.1 Die Reaktionsansiitze und Bedingungen fiir die RT-PCR

Die Reaktionsansidtze und Bedingungen der RT-PCR werden in Tabelle 2 und Tabelle 3 skiz-

ziert.
Tabelle 2: Die RT-PCR Reaktionsansiitze fiir einen Ansatz von je 50 pl
Reagenzien Volumen(ul) Konzentration Endkonzentration
10x PCR-Puffer 5 10 mM Tris-HCI I mM Tris-HCI
50 mM KCl 5 mM KCl
15 mM MgCl, 1,5 mM MgCl,
0,01 % Gelatine 0,001 % Gelatine
dNTP 4 je 2,5 mM 0,2 mM
dATP, dCTP, dGTP,
dTTP
5¢-Primer (Sense) 2,5 10 uM 0,5 uM
3-Primer (Antisense) 2,5 10 uM 0,5 uM
dH,O 33,75
Tag-Polymerase 0.25 5 U/ul 1,25 U/50ul

cDNA 2 50 ng /pul 100 ng /50ul
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Tabelle 3: Tabelle 3 Die Amplifikationsbedingungen der RT-PCR

Schritte Temperatur Laufzeit ZyKkluszahl
©0O) (Minuten)

Initiale Denaturierung 94 5 1

Annealing 60 (BCL-2) 1 1
67 (B-Actin)

Extension 72 1 1

Denaturieung 94 1 34

Annealing 60 (BCL-2) 1 34
67 (B-Actin)

Extension 72 1 34

Denaturieung 94 1 1

Annealing 60 (BCL-2) 10 1

67 (B-Actin)
Abkihlen/Aufbewahren 14

Der Ansatz wird griindlich durchgemischt, in ein PCR-Reaktionsgefil gegeben und mit 50 pl Ol
iberschichtet, um Kondensation an der GefdaBwand zu vermeiden. Es werden je nach Ansatz 2
ul cDNA (100 ng) dazupipettiert. Danach wird die Amplifikationsreaktion im Thermozykler
durchgefiihrt. Die Reaktionsbedingungen der PCR werden in Tabelle 3 gezeigt. Nachdem die
PCR-Zyklen (35) durchgelaufen sind, werden 7 pl aus dem Ansatz entnommen und zusammen
mit 3 pl Gellade-Puffer auf ein 3 % Agarose-Gel aufgetragen. Die PCR-Produkte werden bei
100 V, 60 min. aufgetrennt. Die Amplifikatgroe kann anhand eines Markers, dessen Banden
einen Abstand von 25 Basenpaaren haben, durch Anfarbung mit Ethidiumbromid ermittelt wer-

den.

3.3.7 Die Echtzeit-Fluoreszenz-PCR

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) ist eine schnelle und sensitive Methode der DNA-
Analyse. Es handelt sich um eine in vitro Vermehrung von DNA, bei der durch sich wiederho-
lende Zyklen eine annidhernd exponentielle Amplifikation der Zielsequenz erreicht wird. Ob-
wohl die tigliche Laborarbeit erleichtert wird, verbraucht der Nachweis der PCR-Produkte noch

immer viel Zeit und Arbeit. Um diese Methode zu verbessern, entwickelt man einen neuen As-
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say, bei dem Amplifikation und der Nachweis der PCR-Produkte simultan in einem Reaktionsge-
faB durchgefiihrt werden.

Dies gelang erstmals 1993 mit der von Lee et al. entwickelten Echtzeit-Fluoreszenz-PCR. Die-
ser sogenannte TaqMan'™ PCR Assay basiert auf der 5°-3‘-Exonuklease-Aktivitit der Tag-
Polymerase. Bei diesem Assay wird eine spezielle fluorogene Sonde eingesetzt, die aus einem
Oligonukleotid besteht. Die Sonde befindet sich downstream eines der beiden Primer. Sie selbst
kann nicht durch die Polymerase verlangert werden, da das 3‘-Ende der Sonde mit einem Phos-
phatrest blockiert ist. Das 5°-Ende der Sonde ist mit einem fluoreszenten Reporter-Farbstoff
(z.B. 6-Carboxyfluorescein, FAM) markiert, wihrend das 3‘-Ende einen Quencher-Farbstoff
(z.B. 6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin, TAMRA) tragt. Zwischen den beiden Farbstoffen ent-
steht ein Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET). FRET ist eine Ubertragung der Anre-
gungszustinde von Elektronen zweier Fluorophore in hoher rdumlicher Nihe (10-100 A). Wenn
die intakte Sonde mit den Primern zunédchst an den DNA-Strang bindet, wird die Fluoreszenz-
emission des Reporter-Farbstoffs (FAM: A=518nm) aufgrund der rdumlichen Ndhe zum Quen-
cher durch einen FRET unterdriickt (Forster V, 1948; Lakowitz et al., 1983). Wéhrend der PCR
trifft die 7ag-Polymerase nun auf diese Sonde. Die 5°-3‘-Exonuklease Aktivitit der Tag-
Polymerase wird aktiviert und die Sonde wird bei der Verlangerung der Primer in 5°-3‘-Richtung
geschnitten. Freie, nicht-hybridisierte Sonde wird hingegen nicht hydrolisiert. Wenn es jedoch
zum Sondenschnitt kommt, wird die rdumliche Néhe und damit auch der FRET zwischen Repor-
ter und Quencher unterbrochen. Das Reporter-Signal wird freigesetzt. Entsprechend der Akku-
mulation der PCR-Produkte steigt die Fluoreszenz des Reporters mit jedem PCR-Zyklus an. Die
Veranderung der Fluoreszenzen kann schlieBlich mit Hilfe des ABI PRISM 7700 Sequence De-
tectors im geschlossenen Reaktionsgefdl Zyklus fiir Zyklus detektiert werden. Das Prinzip der
Echtzeit-Fluoreszenz-PCR ist in der Abbildung 2 dargestellt.

1. Sequenzspezifische Anlagerung der Sonde und der PCR-Primer
2. Primer-Verldngerung und Sondenspaltung
3. PCR-Produkt wird vollstandig synthetisiert, die Farbstoffe getrennt

4.  In Abhingigkeit von der Zahl freigesetzter Reportermolekiile wichst das Reporter-
Signal



Material&Methoden 20

Polymerization R = Reporter
Foward .@ Q = Quencher
5 Primer Probe <
> 3
3 5
5 — 3
. - Reverse
Strand displacement Primer
5 >£ Prove &
3 g
5 3
< 5
Cleavage @l
' s
5 > brole
3 5

5

Polymerization completed :gg
A . 3
5' = L4 .
3 —s
5 3

—

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Echtzeit-Fluoreszenz-PCR

Der Einfluss der 5°-3‘-Exonuklease Aktivitit der Tag-Polymerase auf eine fluorogene Sonde,

wihrend der Verldngerung der Primer (TagMan methodology; Perkin Elmer, Foster City, CA).

3.3.7.1 Das ABI PRISM"™ 7700 Sequence Detection System

Mit Hilfe des ABI PRISM 7700 Sequence Detector Systems (7700 SDS) ist es moglich,den Ver-
lauf einer Echtzeit-Fluoreszenz-PCR On-Line zu verfolgen. Das 7700 SDS besitzt eine CCD-
Kamera (charge-coupled device camera). Das Fluoreszenzsignal wird der Kamera iiber Glasfa-
serkabel von 96 Probengefia3en zugefiihrt. Diese CCD-Kamera kann die Fluoreszenzemissions-
daten iiber einen Wellenldngenbereich von 500 bis 660 nm sammeln. Die Proben sind mit einer
durchsichtigen Abdeckung geschlossen. Eine Analyse im geschlossenen Reaktiongefdl3 bietet
verschiedene Vorteile: Zum einen wird die Gefahr der Kontamination auf ein Minimum redu-
ziert. Zum anderen ist die tatsdchliche Arbeitszeit deutlich verringert, weil Post-PCR Schritte
wie Gelelektrophoresen entfallen. Die Steuerung des Systems erfolgt vollstindig iiber einen

Power Macintosh 7200.

3.3.7.2 Primer-Design
Primer, eine synthetische Basen-Sequenz mit bestimmter Anzahl an Nukleotiden, werden fiir
eine PCR-Amplifizierung benutzt. Die Primer sind so gewahlt, dass sie antiparallel zueinander

an die beiden Strange der DNA binden. Die Primer sollten eine passende Lange von 15-25 bp
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mit 50-60 % G + C enthalten, um die spezifische Anlagerung und optimale Annealingtemperatur
(50-70 °C) zu erreichen. Fiir das BCL-2-Gen und das B-Actin-Gen werden je ein Primerpaar
(Tab. 4, Abb. 3), liber die Aminosdure kodierende Doméine verteilt, ausgewédhlt, damit die PCR-
Produkte der cDNA amplifiziert werden konnen. Jedes Fragment ist zwischen 100 bis 200 Ba-

senpaare lang.

3.3.7.3 Sonden-Design

Die fluorogene Sonde beeinflusst in groem Malle den Erfolg einer Echtzeit-Fluoreszenz-PCR.
Diese Sonde besteht aus einem Oligonukleotid-Fragment. Sie trdgt am 5°‘-Ende einen Reporter-
Farbstoff und am 3‘-Ende einen Quencher-Farbstoff. Durch einen Phosphatrest am 3‘-Ende
wird die Verldngerung der Sonde verhindert. Die Sonde befindet sich zwischen den beiden Pri-
mer-Zielsequenzen. Das 5°-Ende der Sonde sollte relativ nahe beim 3°-Ende des Primers liegen.
Damit es zum Sondenschnitt durch die 5°-3‘-Exonuklease-Aktivitit der 7ag DNA Polymerase
kommen kann, mufl die Sonde zuvor stabil an die Zielsequenz gebunden haben. Um dies zu
erreichen, sollte der GC-Gehalt der Sonde etwa 50 % betragen. Bei der Sonde sollte es keine
Komplementaritit zu den beiden PCR-Primern geben, um eine Primer-Dimer Bildung zu verhin-
dern. Die Sonde enthélt eine Lange von ca. 20-30 bp. Die optimale Lange der Sonde liegt zwi-

schen 24 und 30 Nukleotiden. Die verwendeten Sonden werden in der Abbildung 3 gezeigt.

Tabelle 4: Sequenzen der eingesetzten Primer und Sonde

Primer und Sonden Sequenz der Primer und Sonden

BCL-2 5°-Primer 5¢-gTTTGGTTTTATTTgAAAACCTg-3°
BCL-2 3‘-Primer 5¢-TTCTTTATAgTTCCCCACCATT-3*
B-Actin 5°-Primer 5¢-AgCCTCgCCTTTgCCgA-3¢

B-Actin 3‘-Primer 5¢-CTggTgCCTggggCg-3°

BCL-2 Sonde 5¢-FAM-TgggegTTATCTgTACATCCTggggCAT-TAMRA
B-Actin Sonde 5*-FAM-CCgCCgCCCgTCCACACCCgCC-TAMRA

A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Thymin
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BCL-2

3661 TATCTTGTCACTGTAGTTTGGTTTTATTTGAAAACCTGACAAAAAAAAAGTTCCAGGTGT

3721 GGAATATGGGGGTTATCTGTACATCCTGGGGCATTAAAAAAAAATCAATGGTGGGGAACT

TTACCACCCCTTGA

3781 ATAAAGAAGTAACAAAAGAAGTGACATCTTCAGCAAATAAACTAGGAAATTTTTTTITTCT
TATTTCTT

B-Actin

355 AGAGCCTCGCCTTTGCCGATCCGCCGCCCGTCCACACCCGCCGCCAGCTCACCATGGATG

415 ATGATATCGCCGCGCTCGTCGTCGACAACGGCTCCGGCATGTGCAAGGCCGGCTTCGCGG

475 GCGACGATGCCCCCCGGGCCGTCTTCCCCTCCATCGTGGGGCGCCCCAGGCACCAGGGGC

GCGGGGTCCGTGGTC

Abbildung 3: Die Position der verwendeten Primer und Sonden in der cDNA-Sequenz von
BCL-2 und B-Actin (Bereich der Aminosiduren-kodierenden-Domiine). Die Primer und

Sonden sind fett dargestellt. A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Thymin

3.3.7.4 Die Reaktionsansitze und Bedingungen fiir die Echtzeit-Fluoreszenz-PCR

Wihrend der Extensionsphase der Echtzeit-Fluoreszenz-PCR kann die Sonden-Template-
Bindung im Gegensatz zur Primer-Template-Bindung durch die 7ag DNA Polymerase nicht ver-
langert werden. Die Stabilitdt der Primer-Template-Bindung ist hoher als die der Sonden-
Template-Bindung. Um diese hohere Stabilitit der Primer-Template-Bindung zu erreichen, soll-
te der Schmelzpunkt der Fluoreszenzsonde mindestens um ca. 5 °C iiber dem der PCR-Primer
liegen. Die Bindung der Sonde an den Zielstrang wird fiir einen effizienten Sondenschnitt stabi-
lisiert. Um dies zu erzielen, sollte sich die Temperatur des Extensionsschrittes unter dem
Schmelzpunkt der Sonde befinden. Die Tag DNA Polymerase hat bereits bei Temperaturen von
> 55 °C eine Aktivitdt. Deshalb konnen der Annealing- und Extensionsschritt kombiniert wer-
den. Die 5°-3°‘-Exonuklease-Aktivitit der 7ag DNA Polymerase scheint in der Echtzeit-
Fluoreszenz-PCR von zentraler Bedeutung. AmpliTag Platinum ist eine modifizierte Form der
Tag DNA Polymerase. Das Enzym wird inaktiv geliefert und durch eine kurze Inkubation bei 95

°C irreversibel aktiviert. Diese Eigenschaft des Enzyms bietet einen Vorteil: Ohne vorherige
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Aktivierung dieses Enzyms wird die Primer-Dimer-Bildung verhindert. Die Reaktionsansétze

und Bedingungen der Echtzeit-Fluoreszenz-PCR werden in Tabelle 5 und Tabelle 6 skizziert.

Tabelle 5: Die Reaktionsansitze der Echtzeit-Fluoreszenz-PCR

Reagenzien Volumen (ul) Konzentration Endkonzentration
10x PCR-Puffer 5 200 mM Tris-HCI 20 mM Tris-HCl
500 mM KCl 50 mM KCI
ROX
MgCl, 4,5 50 mM 4,5 mM
TE-Puffer 0,8
dNTP 4 je 2,5 mM 0,2 mM
dATP, dCTP
dGTP, dTTP
5¢-Primer (Sense) 2,5 10 uyM 0,5 uM
3¢-Primer (Antisense) 2,5 10 uM 0,5 uM
Sonde 0,5 10 uM 0,1 uM
dH,O 27,95
GIBCO Tagq Platinum 0,25 5U/ul 1,25 U/50 pul
cDNA 2 50 ng /ul 100 ng /50 pl

Tabelle 6: Die Amplifikationsbedingungen der Echtzeit-Fluoreszenz-PCR

Schritte Temperatur Laufzeit ZyKluszahl
Initiale Denaturierung 95°C 3 min. (BCL-2) 1

5 min. (B-Actin)
Denaturierung 95°C 15 sek. (BCL-2) 45

30 sek. (B-Actin)
Annealing/Extension 60 °C (BCL-2) 30 sek. (BCL-2) 45

67 °C (B-Actin)

60 sek. (B-Actin)
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Der Ansatz wird griindlich durchgemischt, in durchsichtigen Reaktionsgefa3en gegeben und mit
durchsichtigen Abdeckungen geschlossen. Danach wird die Echtzeit-Fluoreszenz-PCR Reaktion
in ABI PRISM™ 7700 SDS Geriit durchgefiihrt. Die Reaktionsbedingungen werden in Tabelle
6 gezeigt. Nachdem die PCR-Zyklen (45) durchgelaufen sind, wird die Endpunkanalyse sofort
gemacht und eine solche Analyse dauert nur wenige Minuten.

Die statistische Analyse

Die Beurteilung und Charakterisierung von Analysenverfahren und Analysen-ergebnissen erfolgt
durch statistische ANOVA und Student’s Test. Das Modell der ,,/least-squares* linearen Regres-
sion wird fiir Analyse von Konzentration-Effekten Beziechungen angewandt. Der Wert ,,r* wird
mit Hilfe des t-Tests auf seine statistische Signifikanz hin untersucht und die Signifikanz wird
als P< 0,05 bzw. P< 0,01 definiert. Alle Werte in den Abbildungen und Tabellen sind als Mit-

telwert + Standardabweichung dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Konstruktion und Nachweis der Standardreihe

In dieser Studie wird die Echtzeit-Fluoreszenz-PCR angewandt. Bei der Echtzeit-Fluoreszenz-
PCR sollte eine Standardreihe etabliert werden, um zum Beispiel eine unbekannte cDNA-
Kopienzahl zu bestimmen. Um dies zu erreichen, werden Zielsequenzen bekannter Konzentrati-
on in einer Verdiinnungsreihe eingesetzt. Die bekannten Sequenzen werden in logarithmischen

Stufen von 10 bis 10 cDNA-Kopien verdiinnt.

4.1.1 Nachweis der Standardreihe fiir das f-Actin-Transkript

Die quantitative Bestimmung einer Zielsequenz geht nur mit der Amplifikation eines Referenz-
gens. Referenzgene sind Homoostasegene, die stabil in einer Zelle vorhanden sind und nicht von
Krankheiten beeinflusst werden sollten.

Als Referenzgen wird das B-Actin Gen benutzt, das in jeder Zelle nachgewiesen werden kann.
Vorherige Arbeiten zeigten, dass in je 100 ng cDNA mehr als 10° Kopien des p-Actin Transkrip-
tes vorhanden waren. Dies stellt eine fiir eine effiziente Reaktion ausreichende Menge an Ko-
pien dar. Zur Etablierung einer Standardreihe fiir das B-Actin-Transkript, wird die B-Actin Se-
quenz zundchst in der chronischen myeloischen Leukémiezellinie, K562 amplifiziert und daraus
kloniert. Danach wird das p-Actin-Transkript in logarithmischen Stufen von 107 bis 10 cDNA-

Kopien verdiinnt.
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4.1.1.1 Nachweis der p-Actin Standardreihe bei der konventionellen PCR

Die B-Actin Standardreihe wird mittels der konventionellen PCR amplifiziert und ihre Produkte
werden auf ein 3,0 % Agarose Gel aufgetragen. Die Amplifikationsbanden von 107 bis 10 Ko-

pien/100 ng cDNA sind deutlich sichtbar. Die Gréfe des B-Actin Transkriptes ist 175 bp.

MW MW 107 10° 10° 10* 10° 10> 20" 10" 10° 107 10? NTC

175bp >
125bp

Abbildung 4: Nachweis der B-Actin Standardreihe bei der konventionellen PCR nach 35
Zyklen. Die Banden konnen durch Anfirbung mit Ethidiumbromid ermittelt werden. Die
Ausgangstemplatezahl wird gezeigt. MW: Molekulargewichtsmarker (25bp und 123bp).
NTC: Negativkontrolle (Wasser).
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4.1.1.2 Nachweis der B-Actin Standardreihe bei der Echtzeit-Fluoreszenz-PCR

Bei der Echtzeit-Fluoreszenz-PCR stehen die Fluoreszenzidnderungen im Verhiltnis zur Akku-
mulation der PCR Produkte. Der Betrag der emittierten Fluoreszenzen in den ersten 15 Zyklen
wird vom Reportersignal abgezogen, und somit die Signale aller Proben auf ein Ausgangsniveau
gebracht. In einem Diagramm wird das Fluoreszenzsignal (Ordinate) gegen die Zykluszahl (Ab-
szisse) aufgetragen. Das Sondensignal (ARn) wird dann diskriminiert, wenn es auf den 10fachen
Wert der Standardabweichung oberhalb der Ausgangsfluoreszenz ansteigt. Der Zyklus in dem
dieser erste signifikante Anstieg geschieht, ist als Schwellenzyklus (threshold cycle, Ct-Wert)
definiert. Der Ct-Wert ist proportional zur Ausgangsmenge der Probe und stellt der Quantifizie-
rung einen verldBlichen Parameter zur Verfligung. Um die Templatezahl einer unbekannten
Probe zu bestimmen, wird die bekannte Ausgangstemplatezahl einer Zielsequenz gegen ihren Ct-
Wert aufgetragen. Dadurch wird eine Standardgerade festgelegt. Diese Standardgerade kann die

Ausgangstemplatezahl einer unbekannten Probe durch Ct-Werte bestimmen.

Die B-Actin-Verdiinnungsreihe von 107 bis 10 cDNA-Kopien wird bei der Echtzeit-Fluoreszenz-
PCR quantifiziert. In der Abbildung 5 ist das Fluoreszenzsignal gegen die Zykluszahl darge-
stellt. In der Abbildung 6 wird die bekannte Ausgangstemplatezahl gegen ihren Ct-Wert gezeigt.
Dadurch wird eine Standardgerade festgelegt.
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Abbildung 5: Das Fluoreszenzsignal gegen die Zykluszahl von der p-Actin Standardreihe.

Ct: Der Schwellenzyklus.
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Abbildung 6: Die Standardgerade fiir das B-Actin Transkript. Ct: Der Schwellenzyklus.

R%: Korrelationskoeffizient.
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4.1.2 Nachweis der Standardreihe fiir das BCL-2-Transkript

Zur Quantifizierung des BCL-2-Transkriptes bei der Echtzeit-Fluoreszenz-PCR sollte zuerst eine
Standardreihe fiir das BCL-2-Transkript etabliert werden. Diese Zielsequenz wird aus der folli-
kuldren Lymphomzellinie SUDHL4 erhalten. Dann wird dieses BCL-2-Transkript in einer Ver-
diinnungsreihe von 107 bis 10 cDNA-Kopien eingesetzt.

4.1.2.1 Nachweis der BCL-2 Standardreihe bei der konventionellen PCR

Die BCL-2 Standardreihe wird bei der konventionellen PCR amplifiziert und ihre Produkte wer-
den auf ein 3,0 % Agarose Gel aufgetragen. Die positiven Banden von 107 bis10 Kopien/100ng
cDNA sind bemerkbar. Die GroB3e des BCL-2 Transkriptes ist 107 bp.

MW 107 10° 10° 10* 10° 10> 20' 10" 10° 10" 10% NTC

175bp
BCL-2
107bp

100bp

Abbildung 7: Nachweis der BCL-2 Standardreihe bei der konventionellen PCR nach 35
ZyKklen. Die Produkte werden durch Anfirbung mit Ethidiumbromid ermittelt. Gekenn-
zeichnet ist die Ausgangstemplatezahl dieser Standardreihe. MW: Molekulargewichts-
marker (25 bp). NTC: Negativkontrolle (Wasser).
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4.1.1.1 Nachweis der BCL-2 Standardreihe bei der Echtzeit-Fluoreszenz-PCR

Die BCL-2 Standardreihe von 107 bis 10 cDNA-Kopien wird bei der Echtzeit-Fluoreszenz-PCR
quantifiziert. In der Abbildung 8 ist das Fluoreszenzsignal gegen die Zykluszahl dargestellt. In
der Abbildung 9 wird die bekannte Ausgangstemplatezahl gegen ihren Ct-Wert aufgetragen und
durch diese Punkte eine Standardgerade gelegt.

AE+6
J —a—1E+7
- 3E+6 1 —+—1E+6
= —+ 1E+5
§ 2E+6 - —1E4
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S : —a— 1E+2
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E ] —o—1E+1
= ] ——1E+0
& 0E+0 1 ——1E-1
——1E-2
AE+6 - : —~-NTC
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Abbildung 8: Das Fluoreszenzsignal gegen die Zykluszahl von der BCL-2 Standardreihe.
Ct: Der Schwellenzyklus. NTC: Negativkontrolle (Wasser).
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Abbildung 9: Die Standardgerade fiir das BCL-2-Trankript. Ct: Der Schwellenzyklus.

R%: Korrelationskoeffizient.
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4.2 Die BCL-2-Expression bei den AML Subtypen

Entsprechend der Morphologie der vorherrschenden Blastenpopulationen werden die akuten my-
eloischen Leukdmien (AML) den 8 Subgruppen der French-American-British (FAB)-
Klassifikation zugeordnet. Die AML unterscheidet acht Subtypen (M0-M7). Die Subtypen MO,
M1 und M2 umfassen die Myeloblastenleukédmien ohne und mit Ausreifung der Zellen, M3 ent-
spricht der Promyelozytenleukdmie, M4 der Myelomonoblastenleukdmie, M5 der Monoblasten-
leukédmie [ohne Ausreifung (M5a) und mit Ausreifung (M5b)]; die Gruppe M6 entspricht der
Erythroleukdmie und M7 der Megakaryoblastenleukédmie. AuBler der Gruppe M6 wurde die
BCL-2-Expression in allen siecben AML Subtypen aus 53 AML-Fillen mittels der Echtzeit-
Fluoreszenz-PCR untersucht. Fiir die BCL-2-Expression wurde eine Ratio BCL-2/B-Actin be-

stimmt.

Bei 53 AML-Fillen wurde eine Expression von BCL-2 nachgewiesen, somit ergibt sich das in
der Abbildung 10 dargestellte Bild. In der Abbildung 10 lésst sich eine signifikante Korrelation
zwischen der Expression des BCL-2 Gens und den AML Subtypen in den untersuchten Féllen
nicht belegen. Im Vergleich zur normalen Kontrolle weisen die Mittelwerte der BCL-2-

Expression in den AML Subtypen keine signifikante Differenz auf (P > 0,05).
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Abbildung 10: Die BCL-2-Expression in den AML Subtypen. Dargestellt ist die BCL-2/p-

Actin Ratio gegen AML Subtypen und Kontrolle.
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4.3 Die BCL-2-Expression in den Subpopulationen der mononukleiren

Zellen

Die BCL-2-Expression wurde in T-Zellen, B-Zellen und Granulozyten aus 5 AML-Patienten mit
der Echtzeit-Fluoreszenz-PCR untersucht. Eine BCL-2-Expression wurde in T-Zellen, B-Zellen
und Granulozyten nachgewiesen. Daraus resultierte eine Ratio BCL-2/B-Actin fiir die BCL-2-
Expression. In der Abbildung 11 sind die Mittelwerte + Standardabweichungen der BCL-2-
Expression in drei Subgruppen der mononukleédren Zellen dargestellt. Es gibt keine statistische

Signifikanz bei der Differenz der BCL-2 Expression in diesen drei Subpopulationen (P > 0,05).
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Abbildung 11: Die BCL-2-Expression in T-Zellen, B-Zellen, Granulozyten. Dargestellt ist
die BCL-2/B-Actin Ratio gegen drei Subpopulationen der mononukleéiren Zellen. Die Bal-

ken bezeichnen die Mittelwerte der BCL-2-Expression.
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4.4 Die Beurteilung der BCL-2 Expression von sieben Patientenproben im

Verlauf

Trotz der Fortschritte in der Behandlung der akuten myeloischen Leukdmien des Kindes- und
Jugendalters, rezidivieren ein Drittel dieser Patienten und ca. 15 % sind therapierefraktir. Nur
ein Teil dieser Patienten, insbesondere solche mit langer Erstremission, konnen durch eine er-
neute zytostatische Chemotherapie eine zweite Remission erreichen. Die Untersuchungen zur
Klédrung der Ursachen dieser Chemotherapieresistenz stehen erst am Anfang. Da die Medika-
mente bei der Chemotherapie der AML zur Apoptose der Leukdmiezellen fithren und das Pro-
dukt des BCL-2 Gens die Apoptose blockiert, ist zu vermuten, dass die BCL-2 Expression im

Zusammenhang mit der Chemoresistenz steht.

Nach einer kurzen Einleitung liber die theoretischen Grundlagen der Chemotherapie wird iiber
sieben Patienten, welche mit Ara-C und Idarubicin behandelt wurden, berichtet. Bei allen sieben
Féllen lag eine akute myeloische Leukdmie vor. Die FAB Subtypen von diesen Patienten sind
wie folgt: M1 (n=1), M2 (n=1), M3 (n=1), M4 (n=2), M5 (n=1), M7 (n=1). Fiinf der behandel-
ten Patienten kamen in eine partielle oder komplette Remission, zwei sprachen auf die Therapie
nicht an. Die Messung des BCL-2-Transkriptes im Verlauf der Chemotherapie eines Patienten
erfolgte durch Echtzeit-Fluoreszenz-PCR. Das B-Actin Gen wurde als Referenzgen benutzt. Die

BCL-2/B-Actin Ratio reprisentierte die BCL-2-Expression.
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4.4.1 Der Verlauf des BCL-2-Transkriptes bei den Patienten 1 und 2

Fall 1: Bei dem damals 47jihrigen Patienten traten im Juli 1995 vermehrt Leukozyten im Blut
Bild auf. Die Knochenmarkuntersuchung im Juli 1995 ergab die Diagnose einer akuten Mye-
loblastenleukdmie (M1). Ein erster Behandlungszyklus mit Idarubicin und Ara-C wurde durch-
gefiihrt. Eine komplette Remission trat nicht ein. Eine zweite Doppelinduktionsbehandlung
wurde deshalb im September 1995 durchgefiihrt. Damit wurde eine komplette Remission er-

reicht. Wie in Abbildung 12 gezeigt ist die BCL-2/B-Actin Ratio mit der Induktionstherapie er-

niedrigt.

Fall 2: Der Patient erkrankte Anfang 1991. Bei der durchgefiihrten Knochenmarkpunktion wur-
de die Diagnose einer akuten myeloischen Leukdmie mit dem Subtyp M2 gestellt. Nach einer
Induktionsbehandlung kam dieser Patient damit rasch in eine komplette Remission. Die Expres-
sion des BCL-2 Gens im Verlauf der Behandlung ist in der Abbildung 12 dargestellt. Wéhrend
der Induktionstherapie sank die BCL-2/B-Actin Ratio ab.

1E+0
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Abbildung 12: Die BCL-2/B-Actin Ratio im Verlauf der Induktionsbehandlung der Patien-
ten 1 und 2. CR: Komplette Remission.
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4.4.2 Der Verlauf des BCL-2-Transkriptes bei den Patienten 3 und 4
Fall 3: Bei dieser Patientin wurde 1996 eine akute Megakaryoblastenleukdmie (M7) diagnosti-
ziert. Wie man in der Abbildung 13 sehen kann, fiel die BCL-2/B-Actin Ratio im Verlauf der

Chemotherapie signifikant ab. Danach erhielt sie eine Knochenmarktransplantation.

Fall 4: Bei dem 1951 geborenen Patienten zeigte eine Knochenmarkpunktion vermehrte Blasten.
Als Ursache derselben wurde mittels der Knochenmarkuntersuchung die Diagnose einer akuten
Promyelozytenleukdmie (M3) gestellt. Zusitzlich zur konventionellen Induktionstherapie (Ara-
C und Idarubicin) erhielt der Patient all-trans-Retinsdure (Tretinoin). Das Therapieansprechen
wurde nach Ende der Induktionstherapie mit der BCL-2/B-Actin Ratio gepriift. Der Riickgang
der BCL-2/B-Actin Ratio ist deutlich in der Abbildung 13 zu sehen. Bei diesem Patienten wurde

eine komplette Remission (CR) erzielt.
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Abbildung 13: Die BCL-2/B-Actin Ratio im Verlauf der Induktionstherapie der Patienten 3
und 4. CR: komplette Remission.
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4.4.3 Der Verlauf des BCL-Trankriptes bei dem Patienten 5

Fall 5: In der Abbildung 14 ist die BCL-2/B-Actin Ratio im Verlauf der Chemotherapie von Pa-
tient 5 dargestellt. Bei diesem Patienten wurde eine Myelomonoblastenleukdmie (M4) diagnos-
tiziert. Wihrend des ersten Induktionszyklus, sank die BCL-2/B-Actin Ratio ab. Im Gegensatz

dazu kam es schon innerhalb des zweiten Therapiezyklus zu einem Anstieg der BCL-2/B-Actin

Ratio, sodass fiir diesen Patienten nach dem zweiten Zyklus noch ein Blastengehalt von 30 %

nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 14: Die BCL-2/B-Actin Ratio wihrend der Induktionstherapie bei Patient 5 mit

Myelomonoblastenleukimie (M4).
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4.4.4 Der Verlauf des BCL-2-Transkriptes bei den Patienten 6 und 7

Fall 6: Bei dieser Patientin wurde im April 1996 eine hohe Anzahl an Monoblasten in einer
Knochenmarkuntersuchungen festgestellt. Die Abkldrung fiihrte zur Diagnose einer akuten Mo-
noblastenleukdmie (MS5). Wie in der Abbildung 15 dargestellt, stieg die BCL-2/B-Actin Ratio

mit der Entwicklung eines Rezidives an.

Fall 7: Bereits im Friihling 1996 fand sich im Knochenmark dieses Patienten, eine grof3e Zahl an
Blasten. Die Diagnose einer akuten Myelomonoblastenleukdmie (M4) wurde gestellt. Auf die

eingeleitete Therapie, sprach der Patient jedoch nicht an.
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Abbildung 15: Die BCL-2/B-Actin Ratio wiahrend der Induktionstherapie bei den Patienten
6 und 7. R: Rezidiv.
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5 Diskussion

Nach der Entdeckung einer BCL-2-Uberexpression durch chromosomale Translokation (14;18)
bei follikuldren Non-Hodgkin-Lymphomen wurde auch bei akuten myeloischen Leukémien eine
positive BCL-2-Expression gefunden. Trotzdem wurde keine BCL-2-Translokation nachgewie-
sen. Die AML ist durch eine verminderte Apoptose gekennzeichnet und auch teilweise chemo-
resistent. Die Apoptose wird durch das Protein BCL-2 unterdriickt, sodass dieses Protein die
Leukidmiezellen vor Apoptoseinduktion durch Chemotherapeutika schiitzt. Die BCL-2-
Uberexpression spielt eine Rolle bei der Chemoresistenz der AML. Bei AML wurde eine Korre-

lation zwischen dem BCL-2 Gen und negativen Prognosefaktoren beschrieben.

5.1 Die Bestimmung des BCL-2-Transkriptes mittels Echtzeit-Fluoreszenz-
PCR

Der Nachweis des BCL-2 Gens bei der Chemotherapie wurde in der Vergangenheit fast nur
durch qualitative Methoden erbracht. Die (RT)-PCR erlaubt den Nachweis des BCL-2-
Transkriptes. Trotz ihrer Sensitivitit und Spezifitit, wird die Quantifizierung des BCL-2
Transkriptes durch die konventionelle PCR nicht ermdglicht. Ob ein Therapieprotokoll in der
Behandlung der AML Patienten effektiv ist, schldgt sich in der Kinetik der zunehmenden oder
abnehmenden BCL-2-Transkripte nieder. Zur Kontrolle des BCL-2-Transkriptes ist die quantita-
tive PCR der qualitativen PCR {iiberlegen.

Bislang sind quantitative Verfahren selten im Labor alltag anzutreffen. Der Grund liegt darin,
dass Techniken, wie die quantitativ kompetitive PCR, viel Zeit und Laborarbeit benétigen. Des-
halb ist ihre Anwendung begrenzt. Bei anderen Techniken, wie z.B. Southern- und Dot Blotting
wird das PCR-Produkt nach der Gelelektrophorese auf eine Nitrocellulose-Membran aufge-
bracht. Die Menge der Zielsequenz wird dann {iber eine Anreicherung der Radioaktivitdt durch
die Sonde bestimmt. Zusétzliche Fixierungs- und Waschschritte sind erfordlich und der Umgang
mit Radioaktivitit zu beriicksichtigen.

Die neu entwickelte Echtzeit-Fluoreszenz-PCR ist eine verbesserte Methode zur Uberwachung
von molekularen Markern. Grundsitzlich zeigt diese Methode eine Anderung des Fluoreszenz-
verhaltens der Probe, die in jedem Zyklus gemessen wird. Die Echtzeit-Fluoreszenz-PCR basiert
auf der 5°-3°-Exonukleaseaktivitit der 7ag DNA-Polymerase. Sie spaltet bei der Verlangerung
der Primer in 5°-3°-Richtung eine doppelt fluoreszenzmarkierte Sonde, die downstream eines der

beiden Primer hybridisiert hat. Die Sonde tragt am 5°-Ende einen Reporter-Farbstoff (z.B.
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FAM) und am 3‘-Ende einen Quencher-Farbstoff (z.B. TAMRA), zwischen denen ein FRET
stattfindet. Die Bindung an die intakte Sonde unterdriickt die Fluoreszenzemission des Reporters
durch eine Ubertragung auf den Quencher. Wird die Sonde durch die 5¢-3‘-Exonukleaseaktivitit
der Tag DNA-Polymerase gespaltet, steigt die Fluoreszenz im Emissionsmaximum des Reporters
an. Die Fluoreszenzénderung ist dabei aufgrund der spezifischen Hybridisierung der Sonde an
den Zielstrang proportional zu dessen Amplifikation (Abb.5 und 8). Um eine unbekannte
cDNA-Menge zu bestimmen, wird eine Standardgerade festgelegt. Wie in den Abbildung 6 und
9 dargestellt, ermoglicht diese Standardgerade die Bestimmung der Ausgangstemplatezahl in den
unbekannten Proben durch ihre Ct-Werte. Der Ct-Wert steht in proportionaler Beziehung zur
Ausgangstranskriptmenge und stellt einen verldBlich Parameter zur Quantifizierung dar
(R2>O,99) (Holland et al., 1991; Lee et al., 1993; Higuchi et al., 1993; Livak et al., 1995; Heid et
al., 1996; Gibson et al., 1996).

Mit der Echtzeit-Fluoreszenz-PCR wird die Vermehrung der Zielsequenz iiber eine Fluoreszenz-
Messung detektiert. Die Messungen erfolgen auf dem ABI PRISM 7700 SDS. Da keine Post-
PCR Schritte notig sind, kdnnen relevante Daten in der Durchfiihrung einer Echtzeit-
Fluoreszenz-PCR gesammelt werden. Durch ein 96-well-Format ist die Uberpriifung zahlreicher
Proben innerhalb eines Laufes mdglich.

Bei der konventionellen PCR sind falsch-positive und falsch-negative Ergebnisse hauptséchliche
Probleme, welche durch Kontamination der zu untersuchenden Probe entstehenden sein kénnen.
Bei der hier dargestellten Echtzeit-Fluoreszenz-PCR wird die Reaktion im geschlossenen Reak-
tionsgefdll durchgefiihrt und auf eine weitere Bearbeitung der Proben nach der Messung verzich-
tet. So kann die Gefahr der Kontamination minimiert werden.

Die Echtzeit-Fluoreszenz-PCR erlaubt eine exakte Quantifizierung der urspriinglichen
Transkriptzahl. AuBerdem wird ihre Spezifitit durch eine spezifische Sonde-Zielsequenz-
Bindung garantiert. Das Fluoreszenz-Signal wird nur generiert, wenn es zu einer Amplifikation
der Zielsequenz kommt. Unspezifische Nebenprodukte wie unspezifische Banden und Primer-
Dimer werden nicht detektiert. Aus den MeBpunkten sind genaue Informationen erhiltlich. Die
BCL-2-Transkriptzahl ist ein verldBlicher Parameter im Hinblick auf die Kontrolle von Thera-
pieeffizienz. Die Quantifizierung dieses Transkriptes wurde mittels Echtzeit-Fluoreszenz-PCR

realisiert (Kreuzer ef al., 1999a, 1999b, 2000).
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5.2 Die Rolle des BCL-2 Gens bei der Chemoresistenz

Durch Mitglieder der BCL-2-Familie wird die Apoptose reguliert. BCL-2 ist ein 26-kD schwe-
res Protein. Es ist der Prototyp der BCL-2-Familie dhnlicher Proteine. BCI-2 schiitzt die Zellen
direkt vor Apoptoseinduktion durch Exposition gegeniiber DNA-schidigenden Substanzen wie
z.B. Chemotherapeutika (Miyashita et al., 1992; Kamesaki et al., 1993; Tang et al., 1994).

In der vorliegenden Arbeit wurde die BCL-2-Expression in 53 AML-Fillen mittels Echtzeit-
Fluoreszenz-PCR untersucht. Bei 53 AML-Féllen, die man den sieben AML-Subtypen (FAB
MO0-M7) zuordnen konnte, konnte die Expression von BCL-2 nachgewiesen werden (Abb.10).
In dieser Abbildung konnte ein unterschiedlicher BCL-2-Level in den Blasten der AML nach-
gewiesen werden. Dies verdeutlicht, dass jeder AML-Patient sein eigenes BCL-2-Niveau hat.
Das hochste BCL-2-Niveau wird bei den AML-Patienten beobachtet, deren Blasten in vitro au-
tonom proliferieren oder das positive Oberflichen-antigen CD34 exprimieren (Hunter et al.,
1993; Lowenberg et al., 1993; Russell ef al., 1995; Bradbury et al., 1995, 1997; Lauria et al.,
1997). Inzwischen wurde gezeigt, dass etwa ein Drittel der Patienten von AML nach Indukti-
onsbehandlung rezidivieren und ca. 15 % therapierefraktér sind. Eine mdgliche Ursache dieses
Problems, konnte eine Chemotherapieresistenz sein. Campos, Miyashita, und Maung et al.
konnten zeigen, dass BCL-2 eine wichtige Rolle bei der Chemoresistenz spielt (Campos et al.,
1993; Miyashita et al., 1993; Maung et al., 1994).

Ara-C und Idarubicin sind beides Substanzen, die miteinander kombiniert und zur Induktionsthe-
rapie bei den AML verwendet werden. Chemotherapeutika wie Ara-C und Idarubicin induzieren
Doppel- und Einzelstrangbriiche der DNA. SchlieBlich ist die Schidigung der DNA durch che-
mische Verbindung ein wichtiger Ausldser der Apoptose. Deshalb ist die Apoptose einer der
Hauptmechanismen, mit der die Leukdmiezellen der AML durch Zytostatika zerstdrt werden
(Kerr et al., 1994; Hassan et al., 1995a, 1995b). Durch die DNA-Schiadigung wird die Apoptose
der Leukdmiezellen ausgeldst. Hierbei spielt Fas Ligand (FasL) eine entscheidende Rolle (Scaf-
fidi et al., 1998; Nagata et al., 1998). FasL ist in der Lage, rezeptorvermittelt iiber Fas (CD95
bzw. APO1), Caspasen direkt zu aktivieren. Caspasen als ausfiihrende Effektoren im Rahmen
der Apoptose, vermitteln die weiteren Schritte, wie z.B. Degradation von Proteinen und DNA
der Leukdmiezellen (Friesen et al., 1996; Liu et al., 1996; Li et al., 1997; Hu et al., 1998; Y oshi-
da et al., 1998; Green et al., 1998b; Slee et al., 1999; Krebs et al., 1999).

Einige Autoren konnten zeigen, dass das BCL-2 Protein einen Regulator der Apoptose darstellt.
BCL-2 hemmt upstream den Signalweg der Apoptose. Vermutlich fiihrt BCL-2 zur Hemmung
der Apoptose, indem es die Caspase-Kaskade blockiert. BCL-2 kann die Freisetzung von Cy-
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tochrom C aus den Mitochondrien ins Zytosol blockieren (Abb.1). Weiterhin reguliert BCL-2
die Apoptoseinduktion iiber die Kontrolle von Caspasen. Deswegen kann BCL-2 die Leukémie-
zellen der AML vor Apoptoseinduktion durch Chemotherapeutika schiitzen (Uren et al., 1996;
Villa et al., 1997; Kluck et al., 1997; Yang et al., 1997; Green et al., 1998c; Pan et al., 1998;
Susin et al., 1999).

Dariiber hinaus beeinflusst BCL-2 auch den Zellzyklus. Im Jahre 1951 wurde von A. Howard
und St. Pelc erstmals das Konzept des Zellzyklus formuliert (Howard ef al., 1951). Es wurde
beschrieben, dass das Intervall (G;) zwischen Mitose (M) und DNA-Synthese (S) lang ist, und
im Gegensatz dazu das Intervall (G;) zwischen DNA-Synthese und der Mitose kurz ist. Diese
Publikation bildete die Basis fiir die Definition der vier Zellzyklusphasen, wie wir sie heute ken-
nen: Gy, S, Gy und M. Zusitzlich wurden Zellen identifiziert, die sich in einem Ruhezustand
befinden. Die ruhenden Zellen werden als Go-Zellen bezeichnet. Es wurde nachgewiesen, dass
die BCL-2-exprimierenden Zellen nach Entzug des Wachstumsfaktors {iberlebten, ohne aller-
dings zu proliferieren (Vaux et al., 1988; Nunez et al., 1990; Marvel ef al., 1994). Die BCL-2-
tiberexprimierenden Zellen konnen den Zellzyklus verlassen und gehen in die Gy-Phase iiber.
Deshalb befinden sich die BCL-2-liberexprimierenden Zellen nicht im Zellzyklus sondern im
Ruhezustand. Es zeigte sich, dass BCL-2 die Zellzyklusprogression durch die Verlangerung der
Gi-Phase verhindert. BCL-2 kann den Eintritt der ruhenden Zellen in die S-Phase verzogern.
Diese Funktion ist getrennt von der Apoptoseinhibition. Der genaue Mechanismus ist noch nicht
bekannt, jedoch kdnnte die Phosphorylierung des Proteins BCL-2 eine Ursache sein (Borner et
al., 1996; Mazel et al., 1996; Linette et al., 1996; Vairo et al., 1996; O’Reilly et al., 1996; Huang
etal., 1997).

Die Wirkung von BCL-2 auf den Zellzyklus ist fiir Chemotherapie bei den AML von besonderer
Bedeutung. Da sich vor allem teilende Zellen durch Chemotherapeutika zerstoéren lassen und die
Zellen in der Go-Phase schlecht auf die Chemotherapie ansprechen, stellt BCL-2 den Leukémie-
zellen von AML ,,doppelten‘ Schutz zur Verfiigung. Die BCL-2-iiberexprimierenden Blasten
der AML sind sowohl refraktdr gegeniiber der Apoptoseinduktion durch Chemotherapeutika als

auch vermehrt in der Gy-Phase zu finden.
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5.3 Die Einschitzung der Therapieeffizienz durch BCL-2-Transkripte bei
AML

Obwohl die Patienten der AML von der Entwicklung effektiver Zytostatika profitieren, zeigt ein
Teil der AML Patienten ein Therapieversagen. Die Ursache konnte in einer Chemoresistenz
bestehen. Zur Zeit wird die Induktionstherapie héufig fiir die Behandlung der AML-Patienten
verwendet. Dabei gibt es verschiedene Protokolle der Induktionschemotherapie. Klinische Un-
tersuchungen zeigen, dass die optimale Induktionsstrategie aus Ara-C und Idarubicin besteht.
Diese beiden Medikamente bewirken die Apoptose der Leukédmiezellen durch Einzel- und Dop-
pelstrangbriiche der DNA. Das BCL-2 Protein verhindert die Apoptose. Dadurch kann BCL-2
die Sensitivitit von Leukédmiezellen auf eine apoptose-induzierende Chemotherapie beeinflussen.
Die hohere Expression von BCL-2, in Blasten der AML-Patienten, steht im Zusammenhang mit
einer Chemoresistenz, niedriger kompletter Remissionsrate und kiirzerer Uberlebenszeit (Porwit-
MacDonald et al., 1995; Karakas et al., 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurde die BCL-2-Expression in 53 AML Féllen mittels Echtzeit-
Fluoreszenz-PCR untersucht. Hiervon konnte bei 53 Fillen eine unterschiedlich hohe BCL-2
Expression nachgewiesen werden. Trotz der heterogenen BCL-2-Expression bei den AML 1463t
sich eine signifikante Expression des BCL-2 Gens in einem Subtyp der AML nicht belegen
(Abb.10). Dieses Ergebnis entspricht der Beobachtung einer anderen Arbeitsgruppe, in der keine
Korrelation zwischen der BCL-2-Expression und FAB-Subtypen beschrieben wurde (Campos et
al., 1993). Dartiiber hinaus wurde eine Expression von BCL-2 in T-Zellen, B-Zellen und Granu-
lozyten aus 5 AML-Patienten nachgewiesen. Die BCL-2-Expression steht in keiner signifikanter
Beziehung zur Subpopulation der mononukleédren Zellen wie T-Zellen, B-Zellen, Granulozyten
(Abb.11).

BCL-2 konnte bei den AML als Vorhersageparameter fiir Chemoresistenz dienen, da gezeigt
werden konnte, dass mit einem Anstieg des BCL-2-Niveaus in den Blasten, sich die Chemoresis-
tenz der Blasten gegeniiber zytotoxischen Medikamenten erhohte. Im Gegensatz dazu, ist die
Chemoresistenz gesunken, wenn die Herabregulation des BCL-2-Proteins in Leukédmiezellen
nachgewiesen wurde. Ein Beispiel dafiir ist die zusétzliche Gabe von all-trans-Retinséure
(ATRA), die zur Induktionstherapie bei akuter Promyelozytenleukdmie (M3) gegeben wird und
die die Differenzierung der Blasten induziert. Die Untersuchung zeigte, dass die Chemoresistenz
der Leukdmiezellen in vitro mittels ATRA gesunken ist. Daraus resultierte eine BCL-2-

Suppression (Yang et al., 1994; Hu et al., 1995; Bradbury et al., 1996; Pisani et al., 1997,
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Ahmed et al., 1999). Ein weiteres Beispiel ist die Behandlung der Leukdmiezellen aus AML-
Patienten mit Antisense-Oligomer (Gegenstrange), die an die BCL-2-mRNA binden. Dadurch
wurde in diesen Zellen die Expression des BCL-2 Gens gehemmt. Antisense-Oligomer gegen
BCL-2 fiihrte zur Apoptose der Leukédmiezellen und erhdhte die Sensitivitit von Leukdmiezellen
auf eine apoptose-induzierende Chemotherapie (Campos et al., 1994; Keith et al., 1995; Ko-
nopleva et al., 2000). Deswegen schlégt sich die Therapieeffizienz bei den AML in der Kinetik
der zunehmenden oder abnehmenden BCL-2-Transkripte nieder. Zur Kontrolle des BCL-2-
Transkriptes wurde die Echtzeit-Fluoreszenz-PCR angewandt.

In der Abbildung 12 bis 15 ist der Verlauf von 7 AML-Patienten nach der Induktionstherapie
dargestellt. B-Actin wurde als Referenzgen benutzt. Die BCL-2/B-Actin Ratio steht fiir das
BCL-2-Niveau in den 7 AML-Patienten. Wie in den Abbildungen 12 und 13 gezeigt ist die Ra-
tio BCL-2/B-Actin rasch nach der Induktionstherapie abgesunken. Danach erreichten diese Pati-
enten eine komplette Remission. Wie in der Abbildung 14 dargestellt, belegt der Riickgang der
BCL-2/B-Actin Ratio ein Ansprechen auf die erste Induktionstherapie deutlich. Mit der Ent-
wicklung einer Chemoresistenz stieg die Ratio BCL-2/B-Actin wieder an. Wenn sich eine Che-
moresistenz unter verwendeten Protokollen entwickelt, wird ein Teil der Leukdmiezellen der
AML nicht von den Chemotherapeutikan zerstort. Dieser Teil der Leukdmiezellen kann weiter
proliferieren und schlieBlich zum Rezidiv fiihren. In der Abbildung 15 kann man sehen, dass
sich ein Rezidiv mit dem Anstieg der BCL-2/B-Actin Ratio bei gegenwértigem Therapieproto-
koll entwickelte.

In der vorliegenden Studie kann die Echtzeit-Fluoreszenz-PCR bei der Uberwachung des BCL-
2-Transkriptes als Vorhersageparameter der Chemoresistenz verwendet werden. Dadurch kann

dem Kliniker eine hilfreiche Therapieinformation zur Verfiigung gestellt werden.
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6 Zusammenfassung

Das BCL-2 Gen wurde als Onkogen der t (14;18) (q32;q21)-Translokation bei follikuldren Non-
Hodgkin-Lymphomen identifiziert. Die biologische Wirkung des BCL-2 Proteins liegt in der
Hemmung der Apoptose. Bei der AML wird eine vermehrte BCL-2 Expression und eine dem-
entsprechend verminderte Apoptose bei unreifen malignen myeloischen Vorlduferzellen gefun-
den. Diese Krankheit ist teilweise auch chemoresistent. Goldstandard der Induktionstherapie
bei AML ist eine Kombination aus Ara-C und Idarubicin, welche Doppel- und Einzelstrangbrii-
che der DNA induzieren. Apoptose der Leukédmiezellen wird durch Schadigung der DNA ausge-
16st. BCL-2 kann die Zellen durch Hemmung der Apoptose schiitzen, indem es die Cytochrom-
C-Freisetzung blockiert. Dartiber hinaus befinden sich die BCL-2-iliberexprimierenden Zellen in
der Go-Phase und sprechen dabei schlecht auf die Chemotherapie an. Deshalb stellt BCL-2 den
Leukdmiezellen ,,doppelten” Schutz zur Verfiigung. BCL-2 spielt somit eine wichtige Rolle bei
der Chemoresistenz. Ob ein Therapieprotokoll in der Behandlung der AML effektiv ist, schlagt
sich in der Kinetik der zunehmenden oder abnehmenden BCL-2-Transkripte nieder.

Zur Kontrolle des BCL-2-Transkriptes ist die quantitative PCR der qualitativen PCR {iiberlegen.
Die Quantifizierung dieses Transkriptes wurde mittels Echtzeit-Fluoreszenz-PCR realisiert. Bei
der Echtzeit-Fluoreszenz-PCR wird die Reaktion im geschlossenen Reaktionsgefall durchge-
fiihrt, sodass die Gefahr von Kontamination minimiert werden kann. Da keine Post-PCR Schrit-
te notig sind, wird die Uberpriifung zahlreicher Proben durch ein 96-well-Format innerhalb eines
Laufes ermoglicht. Die Echtzeit-Fluoreszenz-PCR garantiert ihre Spezifitdt durch eine spezifi-
sche Sonde-Zielsequenz-Bindung und erlaubt eine exakte Quantifizierung der BCI-2-
Transkriptzahl.

In der vorliegenden Arbeit wurde die BCL-2-Expression in 53 AML-Fillen mittels Echtzeit-
Fluoreszenz-PCR untersucht. Das B-Actin Gen wurde als Referenzgen benutzt. Fiir die BCL-2-
Expression wurde eine Ratio aus der Transkriptzahl des BCL-2 Gens und des f-Actin Gens ge-
bildet. Bei 53 AML-Féllen, die den sieben AML-Subtypen zugeordnet werden konnten (FAB
MO0-M7), konnte eine BCL-2-Expression nachgewiesen werden. Trotz der unterschiedlich hohen
BCL-2-Expression bei diesen Patienten, ergab sich keine signifikante Korrelation zwischen der
BCL-2-Expression und den FAB-Subtypen. AuBlerdem wurde die BCL-2-Expression in T-
Zellen, B-Zellen und Granulozyten aus 5 AML-Patienten nachgewiesen. Die BCL-2-Expression
wurde nicht von den Subpopulationen der mononukledren Zellen wie z.B. T-Zellen, B-Zellen,

Granulozyten beeinflusst. Bei sieben Patienten wurden Proben im Verlauf untersucht. Dabei
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korrelierte eine hohe oder ansteigende BCL-2 Expression mit einem Riickfall der AML. Die
Anzahl der untersuchten Proben im Verlauf ist jedoch zu klein, um definitive Schluf3folgerungen

zu ziehen. Eine prospektive Untersuchung von grofleren Patientenzahlen erscheint sinnvoll.
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8 Verzeichnis der Abkiirzungen

AML
Apaf
Ara-C
Ara-CTP
ATRA
BCL-2
bp
Caspasen
CCD-Kamera
CD

CR

Ct

Cyt
cDNA
dATP
dCTP
d-Cyt
dGTP
DISC-Komplex
DEPC
DNA
dNTP
DTT
dTTP
EDTA
EtBr
FAB
FACS
FAM
FasL

Akute myeloische Leukdmie
Apoptotic Protease-activating Factor
Cytosinarabinosid
Ara-C-Triphosphat
all-trans-Retinsdure
B-Zell-Lymphom/Leukédmie-2 Gen
Basenpaar

Cysteinyl Aspartate-specific Proteases
Charge-coupled Device Camera
Cluster of Differentiation
Komplette Remission
Schwellenzyklus

Cytidin

complementary DNA
Deoxyadenosintriphosphat
Deoxycytidintriphosphat
Deoxy-cytidin
Deoxyguanosintriphosphat
Death-inducing Signalling Complex
Diethyl-Pyrocarbonate
Desoxyribonukleinséure
Desoxyribonukleotid

Dithiothreitol
Deoxythymidintriphosphat
Ethylendinitrilotetraessigsaure
Ethidiumbromid
French-American-British
Fluorescence-Activated Cell Sorting
6-Carboxyfluorescein

Fas Ligand



FRET
MgCl,
MTX
MW
NaCl
NTC
PBS
PCR
RNA
ROX
RT
SDS
TAMRA
TNF-R
VP-16

Verzeichnis der Abkiirzungen

Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer
Magnesium Chlorid

Methotrexat
Molekulargewichtsmarker

Natrium Chlorid

Negativkontrolle
Phosphatgepufferte Kochsalzlosung
Polymerase Kettenreaktion
Ribonukleinséure
Carboxy-x-Rhodamin

Reverse Transkription

Sequence Detector System
6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin
Tumor Necrosis Factor Receptor

Etoposid
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