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3 Einleitung

3.1 Die akute lymphatische Leukamie im Kindesalter

Die akute lymphatische Leukdmie (ALL) ist die h&ufigste bosartige Erkrankung im Kindesalter
und erreicht ihren Inzidenzgipfel zwischen dem 2. und 5. Lebensjahr [1]. Pathogenetisch kommt
es zu einer malignen Transformation hamatopoetischer Vorlauferzellen mit unkontrollierter
klonaler Proliferation entarteter Zellen. Bei der ALL handelt es sich um eine biologisch
heterogene Erkrankung. Die Unterteilung in verschiedene Subgruppen geschieht u.a. durch den
immunphénotypischen Nachweis von spezifischen Zellproteinen, die die jeweilige Zellreihe bzw.
den Reifungsgrad anzeigen. Untersucht werden dabei die Expressionsmuster bestimmter
Zielstrukturen auf der Zelloberflache, den sog. CD-Markern (CD: Cluster of differentiation). So
erfolgt mit Hilfe monoklonaler Antikdrper die Differenzierung von B- und T-Zell ALL [2, 3].
Dariiber hinaus erfolgt eine Unterteilung Uber den Nachweis zytogenetischer und

molekulargenetischer Veranderungen [4].

Das klinische Bild ergibt sich hauptsachlich aus einer Verdrangung der normalen Hamatopoese.
In der Folge kann es zu Andmie, Granulopenie, Thrombopenie mit Petechien und
Héamatomneigung, Leistungsminderung und Infektneigung kommen [5]. Knochenschmerzen und
andere  muskuloskelettale  Beschwerden werden in der Praxis gelegentlich als
Wachstumsschmerzen oder als rheumatologische Beschwerden fehlinterpretiert. Eine ALL kann
sich dartiber hinaus auch durch einen extramedulldren Organbefall mit Hepato-, Splenomegalie
oder HodenvergroRerung manifestieren. Ein Mediastinaltumor, der gelegentlich im Rahmen einer

T-ALL beobachtet wird, kann Luftnot oder eine obere Einflussstauung verursachen [6].

Noch in den 50er Jahren des vergangenen Jahrhunderts fiihrte die ALL innerhalb weniger Monate
zum Tod. Heutzutage liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate der Kinder dank risikoadaptierter
Therapieschemata bei fast 90 % [7]. In der Entscheidung tiber den Umfang der Therapie werden
neben klassischen Kklinischen Risikofaktoren (Alter, Geschlecht, Leukozytenzahl, ZNS-Befall und
Zeitpunkt des Therapieansprechens) auch biologische Merkmale der Blasten beriicksichtigt. So
weist die Zugehdrigkeit einer ALL zur T-Zellreihe eine schlechtere Prognose als die deutlich
haufigere B-Vorlaufer ALL auf [8]. Zu den h&ufigen genetischen Veranderungen mit insgesamt
gunstiger Prognose zdhlen die Translokationen t(12;21)(p13;922) (mit dem ETV6-RUNX1



Fusionsgen) und t(1;19)(g23;p13.3) (mit dem TCF3-PBX1 Fusionsgen), sowie ein hyperdiploider
Chromosomensatz [4, 9]. Ein Rearrangement des KMT2A-Gens am Genort 11923, eine
Translokation t(9;22)(q34;911) (mit dem BCR-ABL Fusionsgen) und ein BCR-ABL like Subtyp
sind Beispiele fur Genveranderungen, die mit einer insgesamt schlechteren Prognose assoziiert
sind [4]. Der wichtigste prognostische Parameter ist inzwischen die sog. minimale
Resterkrankung (MRD: minimal residual disease). Bei diesem durchflusszytometrischen bzw.
PCR-basierten Verfahren werden auch nach Erreichen der morphologisch kompletten Remission

(unter 5 % Blasten im Knochenmark) sehr kleine Mengen maligner Zellen erfasst [10].

In Deutschland werden fast alle Patienten entsprechend den Therapieschemata der beiden
kooperativen Studiengruppen ALL-BFM (Berlin-Frankfurt-Miinster) und COALL (Cooperative-
ALL-Studiengruppe) behandelt. Wobei der ganz uberwiegende Anteil nach ALL-BFM behandelt
wird. Grob kdnnen hierbei die Therapiephasen Remissionsinduktion und -konsolidierung, Re-
Intensivierung und Erhaltungstherapie unterschieden werden, wobei ein multimodales
Therapiekonzept, bestehend aus Chemotherapie, intrathekaler Gabe von Methotrexat und ggf.
Radiatio zur Anwendung kommt [11]. Die Erforschung der genetischen Grundlagen der ALL und
die damit verbundene Entwicklung zielgerichteter Therapieansdtze haben das Potenzial, die
etablierten Therapiepldne zu ergadnzen. Ein Beispiel hierflr ist der Einsatz von
Tyrosinkinaseinhibitoren wie Imatinib bei der BCR-ABL" ALL, die im Kindesalter 3-5 % und im
Erwachsenenalter 25 % aller ALL Patienten ausmacht und vor dem Einsatz zielgerichteter
Therapieansitze Uberlebensraten unter 50 % aufwies. Der Einsatz von Imatinib konnte in dieser
Subgruppe das Outcome verbessern und fiihrte dazu, dass seltener die Notwendigkeit fir den
Einsatz der hamatopoetischen Stammzelltransplantation besteht. In der Literatur finden sich erste
Hinweise, dass dieser Erfolg bei Patienten mit dem im Kindesalter hdufigeren BCR-ABL like
Subtyp wiederholt werden kann. So finden sich Fallberichte, in denen ein dramatisches
Ansprechen einer chemotherapieresistenten BCR-ABL like® ALL auf Imatinib geschildert wird
[12]. Noch groRere Fortschritte als in der zielgerichteten ALL Therapie (,targeted therapy*)
konnten im Bereich der Immuntherapie erzielt werden. So konnten in den vergangenen Jahren
Phase | und Phase Il Studien publiziert werden, die die Wirksamkeit des bispezifischen CD-
19/CD-3 Antikorpers Blinatumomab bei Patienten mit therapierefraktérer oder rezidivierter B-
Zell-Vorlaufer ALL nachwiesen [14, 15]. Ein weiterer immuntherapeutischer Therapieansatz
basiert auf modifizierten T-Zellen mit chimdrem Antigenrezeptor (Abkirzung CAR; engl.
chimeric antigen receptor), die ebenfalls auf das Oberflachenantigen CD19 abzielen. Der
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Therapieansatz, der in den USA bereits in der ALL Therapie zugelassen wurde (Stand 2017)
zeigte in klinischen Studien hohe Remissionsraten. Interessanterweise waren diese sogenannten
CAR-T Zellen auch in der Lage die Blut-Hirn-Schranke zu berwinden und interagierten mit
leuk&mischen Zellen im ZNS [16, 17].

3.2 ZNS-Beteiligung im Rahmen der Akuten Lymphatischen

Leukamie im Kindesalter

Ein Anteil von 15-20 % der ALL-Patienten erleidet ein Rezidiv [18]. Die meisten Rezidive
ereignen sich im Knochenmark. Daneben gibt es aber auch extramedulldre Rezidive. Diese
finden sich insbesondere im zentralen Nervensystem (ZNS) und im Hoden [19]. Ein ZNS-Befall
kann aber auch schon initial bei Erstdiagnose der Leukdmie vorliegen. Die Diagnosestellung der
ZNS-Beteiligung erfolgt beim Nachweis von lymphoblastischen Leuk&miezellen im Liquor
(siehe Tabelle 3-1). Die meisten Patienten mit ZNS-Beteiligung sind klinisch asymptomatisch.
Beobachtet werden aber auch Hirnnervenausfélle, Symptome einer Riickenmarkskompression
(Ruckenschmerzen, Pardsthesien, Blasen- /Mastdarmstorungen) und die klinischen Zeichen einer
Hirnblutung (epileptische Anfalle, Wesensverdnderungen, Kopfschmerzen, weitere fokal-
neurologische Defizite) [20].

Klassifikation Blasten im Liquor (Zytospin) Leukozytenzahl im Liquor (Zellen/ul)
ZNS 1 Keine

ZNS 2 Vorhanden <5

ZNS 3 Vorhanden 25

TLP Vorhanden Beliebig

Tabelle 3-1: Klassifikation der ZNS Beteiligung der ALL; TLP: traumatische Lumbalpunktion mit >10 Erythrozyten
im Liquor (Zellen/pl) (Quelle: Frishman-Levy, Izraeli 2017 [21])

Gemal} den aktuellen Studienprotokollen erhalten alle Patienten mit neu diagnostizierter ALL
eine prophylaktische intrathekale und systemische Therapie mit Methotrexat [22]. Durch die



Einflhrung der prophylaktischen Therapie konnte die Inzidenz von ZNS-Rezidiven von Uber 65
% in den 60er Jahren auf 3-8 % je nach Studie gesenkt werden [20, 21]. Der Erfolg der ZNS-
Prophylaxe wird allerdings mit bedeutenden kurz- und langfristigen neurotoxischen
Nebenwirkungen erkauft. Aufgrund der hohen Heilungsraten und dementsprechend hohen Zahl
an Patienten, die die ALL im Kindesalter uberleben und das Erwachsenenalter erreichen, stellen
diese langfristigen Nebenwirkungen ein ernstzunehmendes Problem dar [21]. Die ZNS-
Bestrahlung war in friiheren Jahren das Mittel der Wahl in der prophylaktischen ZNS-gerichteten
ALL Therapie. Aktuelle Studien favorisieren aber, aufgrund der geringeren Spéatschaden, die
ZNS-gerichtete Chemotherapie ohne Radiatio [22, 23]. Ein kleiner Anteil von ALL Patienten mit
erhdhtem Risiko fur eine ZNS Beteiligung erhalt immer noch eine prophylaktische Bestrahlung
der Neuroachse. Hierzu zahlen, je nach Protokoll, Patienten mit einem T-Zell Immunphéanotyp,
einem ZNS 3 Status, zytogenetischen Risikofaktoren und einem schlechten Ansprechen auf die
Induktionstherapie [20].

Die Pathophysiologie des ZNS-Befalls ist noch nicht abschlielend verstanden. Dennoch gibt es
einige Theorien (ber dessen Entstehung. Diskutiert werden eine Zellmigration aus dem
Schédelknochenmark Uber Briickenvenen in den Subarachnoidalraum, ein Migrationsweg Uber
den Plexus choroideus, tber Hirnkapillaren oder auch ber Lé&sionen, ggf. auch iatrogen im
Rahmen einer traumatischen Lumbalpunktion [20, 24]. Interessanterweise finden sich ZNS
Rezidive hauptsachlich bei Patienten, die initial als ZNS negativ klassifiziert wurden. Dies l&sst
vermuten, dass Blasten, die therapieresistent oder empfanglich fir nischenspezifische
Uberlebenssignale sind, die Fahigkeit haben, fir langere Zeit in der ZNS Nische zu (berleben
[25]. Eine aktuelle Studie zeigt in einem préklinischen Modell, dass die Fahigkeit zur
Uberwindung der Blut Hirn Schranke (BHS) als universelle Eigenschaft von ALL-Blasten
anzusehen ist [26]. Im gleichen Jahr erschien aber auch eine Studie die zeigte, dass Patienten mit
spaterem ZNS Rezidiv schon bei Diagnosestellung Leukamiezell-Subpopulationen mit einem
,ZNS Protein Profil“ aufweisen. Dieses ,,ZNS Protein Profil*“ beinhaltet die Expression der
Stearoyl-CoA Desaturase (SCD), einem Protein, dass eine Rolle beim Lipidstoffwechsel, in der
Zellmigration und in der Karzinogenese spielt und eine erhéhte Expression von Osteopontin,
(OPN bzw. SPP1) dass ebenfalls die Zellmigration und Zelladh&sion beeinflusst. Diese Daten
suggerieren, dass innerhalb einer Leuk&miezellpopulation einige Zellen mit ZNS Markern die
Madglichkeit haben in das ZNS zu gelangen wahrend andere ohne ZNS Marker dies nicht kénnen

[27]. Denkbar ist also einerseits, dass Blasten grundsatzlich in das ZNS gelangen und nur solche
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mit aktivierten nischenspezifischen Uberlebenssignalwegen die Therapie Giberdauern. Maglich ist
aber andererseits auch, dass nur Leukamiezellen mit pradisponierenden Markern die BHS
tiberwinden und dann in der ZNS Nische Uberlebenssignalwege aktivieren [25].

In diversen Studien konnten klinische Faktoren mit dem Auftreten eines ZNS-Befalls assoziiert
werden. Dazu zéhlen das Vorhandensein eines T-Zell-immunphénotyps, eines BCR-ABL1-
Fusionsgens, eines KMT2A-(MLL)-Rearrangements, einer Hyperleukozytose und eines ZNS 3
Status bei Erstdiagnose [20, 21]. Das TCF3/PBX1 Fusionsgen, welches aus der
Translokation t(1;19)(q23;p13) resultiert, zahlt mit einem Anteil von 3-5 % zu den selteneren
Translokationen der B-Zell VVorldufer ALL und ist ebenfalls mit einem erhdhten Risiko von ZNS-
Rezidiven assoziiert [9]. Trotz des hoheren Anteils von ZNS-Rezidiven ist diese Genverédnderung
mit einer insgesamt gunstigen Prognose verbunden [9]. Daneben werden zunehmend Studien
publiziert, die in préklinischen Modellsystemen untersuchen, durch welche molekularen
Eigenschaften ALL Zellen in der ZNS Nische Uberleben. Frishman-Levy et al. fanden im
Mausmodell einen Zusammenhang zwischen der Interleukin 15 (IL-15) Expression in
Leuk&miezellen und der Aktivierung von natlrlichen Killerzellen (NK Zellen). Aktivierte NK
Zellen reduzierten zwar die Ausbreitung leukamischer Zellen in der Peripherie, eine ZNS
Leuk&mie konnte dadurch aber nicht verhindert werden, da NK Zellen nicht in das ZNS
gelangen. Cario et al. hatten zuvor schon im Rahmen einer Fall-Kontroll-Studie eine Assoziation
der IL-15 Expression in Knochenmarksblasten und dem Auftreten von ZNS-Rezidiven gefunden
[28, 29]. Eine andere Arbeitsgruppe konnte in einem Zellkulturmodell wachstumsférdernde
Effekte von IL-15 nachweisen. Dieser Effekt war unter Kulturbedingungen mit geringem
Serumgehalt, vergleichbar mit dem geringen Serumgehalt im ZNS, besonders ausgepragt [30].
Eine weitere in vivo Studie beschrieb einen mdglich Eintrittsmechanismus von T-ALL Zellen in
das ZNS. Eine Interaktion zwischen dem Chemokinrezeptor CCR7, der in Leukamiezellen
exprimiert wird und seinem Liganden CCL19, der von Endothelzellen des Plexus choroideus
gebildet wird, ermdglicht in diesem Modell eine transendotheliale Migration von T-ALL Zellen
[31]. Eine neuere Arbeit stellt einen Zusammenhang zwischen der CCR7/ CXCR4-
Chemokinrezeptor Aktivitdt und der Expression der Zeta-chain-associated Proteinkinase 70
(ZAP70) her. Eine hohe Expression der Tyrosinkinase ZAP70 in Leukdmiezellen korrelierte im
Mausmodell mit einer ZNS Infiltration durch Leuk&miezellen und zeigte in einer
Patientenkohorte eine Assoziation mit dem Auftreten einer ZNS Leukamie bei Diagnosestellung
[32].
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In den letzten Jahren konzentrierte sich eine zunehmende Zahl an Arbeitsgruppen auf die Frage,
warum Leukamiezellen trotz gezielter Therapie im ZNS uberleben. So demonstrierte eine in vitro
Studie aus dem Jahr 2011, dass ZNS Zellen (untersucht wurden humane Astrozyten, Plexus-
choroideus Zellen und Meningealzellen) bei Exposition von ALL Zellen mit den gangigen
Chemotherapeutika aus der ZNS-Prophylaxe (Dexamethason, Cytarabin und Methotrexat)
chemoprotektive Effekte induzieren [33]. In vivo Studien fanden im Mausmodell einen
Zusammenhang zwischen dem Uberleben von Leukamiezellen im ZNS und der Aktivierung der
Fms-Like-Tyrosinkinase-3 (FLT3), die mit dem Vorliegen eines KMT2A-Rearrangements
korreliert [34, 35]. Dieses Gen kennzeichnet einen ALL-Subtyp, der ein hoheres Risiko fur eine
ZNS-Infiltration und ZNS-Rezidive mit sich bringt [21]. Eine aktuelle Studie fand erh6hte PBX1
Proteinniveaus in B-Vorlaufer ALL Zellen, die zuvor mit murinen Plexus choroideus Zellen
kokultiviert wurden. Diese Beobachtung bestétigte sich in einem murinen Xenograft Modell. In
vitro vermittelte PBX1 chemoprotektive Effekte gegentiber Methotrexat und Cytarabin, die in der
ZNS-gerichteten Therapie der ALL Anwendung finden. PBX1 bildet mit TCF3 die TCF3-PBX1
Fusion im Rahmen der Translokation t(1;19) (dessen Rolle im Rahmen der ZNS ALL oben
beschrieben wurde) und spielt als Transkriptionsfaktor eine Rolle in der Hamatopoese und in der

Biologie zahlreicher Tumorerkrankungen und Leukamien [36].

Angesichts der Toxizitat der ZNS-Prophylaxe und der immer noch bedeutenden Inzidenz und
vergleichsweise ungunstigen Prognose von ZNS-Rezidiven ist die Erforschung weiterer

diagnostischer Marker und therapeutischer Targets der ZNS-Leukamie erforderlich.

3.3 Die Mer-Tyrosinkinase (Mer-TK) als Marker maligner

hamatologischer Erkrankungen

Die Mer-Tyrosinkinase (Mer-TK) ist, neben Tyro-3 und AxI, ein Zelloberflachenrezeptor aus der
TAM-(Tyro-3/Axl/Mer)-Familie. Im Rahmen der physiologischen Hamatopoese hemmen TAM-
Rezeptoren inflammatorische Prozesse in dendritischen Zellen und Makrophagen, initiieren die
Phagozytose apoptotischer Zellen und membrandser Organellen und spielen eine Rolle bei der
Ausreifung von natirlichen Killerzellen (NK Zellen) [37, 38]. TAM-Rezeptoren werden daneben
aber auch mit verschiedenen malignen Erkrankungen in Verbindung gebracht. So wurde eine

Uberexpression von TAM-Rezeptoren bzw. von Komponenten der TAM-Signalwege bei
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Leukamien, Gliomen, kolorektalen Karzinomen, Brustkrebs, gastrointestinalen Stromatumoren,
hepatozellularen Karzinomen, Melanomen, Pankreas- und Prostatatumoren beobachtet [39]. Im
Rahmen der myeloischen und lymphatischen Leukdmien aktivieren TAM-Rezeptoren pro-
proliferative und Uberlebensfordernde Signaltransduktionswege wie die AKT- oder ERK1/2-
Signalkaskade [37, 40]. So wurde zum Beispiel eine hohe Expression des TAM-Rezeptors Axl|
als unabhéngiger prognostischer Faktor und potentielles therapeutisches Target bei der akuten
myeloischen Leukdmie (AML) und der chronisch-lymphatischen Leukdmie (CLL) identifiziert
[41, 42]. Neuere préaklinische Daten zeigen, dass eine AxI Inhibition auch bei der chronisch-
myeloischen Leukamie (CML) wirksam ist. Dies konnte sowohl fiir die BCR-ABL Tyrosinkinase

Inhibitor sensible, als auch fir die resistente Form der CML gezeigt werden [43].

Auch die Mer-TK ist in die Pathogenese zahlreicher Tumorentitaten involviert. Die Aktivierung
des Mer-TK Rezeptors erfolgt durch die extrazellulare Bindung der Liganden Gas-6, Protein S,
Tubby, tubby-like Protein 1 (Tulpl), und Galectin-3, deren Signal er tber Autophosphorylierung
ins Zellinnere weiterleitet und dort anti-apoptotische, pro-proliferative und pro-migratorische
Signalproteine aktiviert und damit Chemoresistenz und Tumorwachstum vermittelt (Abbildung 3-
1 und [44-49]). Unter den Mer Liganden ist Gas-6 (Abkirzung; engl. Growth arrest-specific
gene 6) am langsten bekannt und spielt eine Rolle als prognostischer Faktor bei der AML. Im
Rahmen dieser Erkrankung konnte gezeigt werden, dass Gas-6 in der Knochenmarksnische das
Uberleben von AML Zellen férdert und als therapeutisches Target in Frage kommt [41, 46].
Nachdem Protein S, Tubby, und tubby-like Protein 1 (Tulpl) als weitere Mer Liganden
beschrieben wurden, identifizierten zuletzt Caberoy et al. im Jahr 2012 Galectin-3 (Gal-3) als
Mer-spezifisches  Apoptosesignal (,,eat-me  Signal®) fiir Makrophagen und retinale
Pigmentepithelzellen [48].
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Abbildung 3-1: Mer-TK Signaltransduktion (Quelle: Cummings et al. 2013 [44])

Unter physiologischen Bedingungen zeigen Vorlauferzellen der myeloischen Reihe keine bzw.
sehr niedrige Mer-Expressionsniveaus. In Zellen der physiologischen Lymphopoese konnte bei
keinem Schritt der Ausreifung eine Mer-Expression nachgewiesen werden [50, 51]. 2013 zeigten
Lee-Sherick et al., dass in der Mehrzahl der untersuchten péadiatrischen und adulten AML-Blasten
eine aberrante Mer-Expression stattfindet. Ein, zur Untersuchung der phanotypischen Effekte der
Mer-Expression, durchgefiihrter Mer small hairpin RNA (Abk.: shRNA) Knockdown erhohte in
vitro den Anteil apoptotischer Zellen und reduzierte die Koloniebildung. Im murinen Xenograft-
Modell konnte ein Mer-Knockdown das Uberleben signifikant verlangern [50]. Im Gegensatz
zum TAM-Rezeptor Axl konnte in AML Patienten allerdings keine prognostische Relevanz
dieses Faktors nachgewiesen werden [41]. Im selben Jahr erschienen zwei weitere Studien, die
die Rolle der Mer-TK im Rahmen der T- und B-Zell VVorlaufer ALL untersuchten. Beide Studien
konnten eine aberrante Mer-Expression in einigen ALL-Zelllinien nachweisen [52, 53]. In B-

Vorlaufer ALL Zellen zeigte sich eine Assoziation der Mer-Expression mit dem E2A-PBX1
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Fusionsprotein, das aus der t(1;19)(q23;p13)-Chromosomentranslokation resultiert und trotz einer
vergleichsweise glinstigen Prognose mit einem erhdhten Risiko von ZNS-Rezidiven einhergeht
[9, 52, 54]. Auch in B-Vorlaufer und T-ALL Zellen zeigten sich bei Mer-Inhibition erhohte
Apoptoseraten und eine Chemosensibilisierung in vitro, sowie verlangerte Uberlebenszeiten in
murinen Xenograft-Modellen [52, 53]. Mittlerweile befinden sich erste Mer-selektive
Tyrosinkinaseinhibitoren in der praklinischen Testung. UNC569, ein gegen die Mer-TK
gerichteter kleinmolekularer Inhibitor, zeigte bereits antineoplastische Eigenschaften in ALL-
Modellen und konnte etablierte Therapieschemata der t(1;19)" ALL im Kindesalter zukiinftig

erganzen [55].

3.4 Fragestellung

Die Behandlung der ALL im Kindesalter erreicht mittlerweile hohe Heilungsraten. Auch die
Inzidenz von ZNS-Rezidiven, die friher ein bedeutender Anteil der ALL-Patienten erlitt, konnte
durch die prophylaktische ZNS-gerichtete Therapien deutlich gesenkt werden. Der Erfolg der
ZNS-Prophylaxe wird allerdings mit kurz- und langfristigen neurotoxischen Nebenwirkungen
erkauft. Aufgrund der hohen Heilungsraten und dementsprechend hohen Lebenserwartung der
ALL-Patienten stellen diese langfristigen Nebenwirkungen ein ernstzunehmendes Problem dar
[20, 21]. Ein manifester ZNS-Befall an sich geht dartiber hinaus mit einer ungunstigen Prognose
einher [20].

Die Mer-TK wurde in zahlreichen Studien mit Uberlebenssignalwegen von soliden und
hamatologischen Tumorerkrankungen in Verbindung gebracht [44]. Linger et al. fanden in B-
Vorlaufer ALL Zellen mit dem E2A-PBX1-Fusionsprotein eine Uberexpression der Mer-TK
[52]. Darlber hinaus zeigte sich, dass das E2A-PBX1-Fusionsprotein, welches aus
der t(1;19)(q23;p13)-Translokation resultiert, trotz einer insgesamt vergleichsweise gunstigen

Prognose ein erhohtes Risiko von ZNS-Rezidiven mit sich bringt [9, 54].

Mit der vorliegenden Arbeit sollte daher die Frage beantwortet werden, ob sich in vitro Hinweise
auf einen Zusammenhang zwischen einer ZNS-Beteiligung und der Expression der Mer-TK im
Rahmen der t(1;19)" B-Zell-Vorldufer ALL finden.
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Es konnten erste Erkenntnisse iiber die Mer-TK als Marker fiir einen ZNS Befall der t(1;19)"
ALL im Kindesalter gewonnen werden. Zu diesem Zweck wurde ein Kokulturmodell etabliert, in
dem die ZNS-Nische durch Glia Zellen (U343: Gemischtes Astrozytom/Oligodendrogliom und
NRA: Neonatale Ratten-Astrozyten) imitiert und das Verhalten von B-Vorlaufer ALL Zellen mit

unterschiedlichen Mer-Expressionsniveaus untersucht wurde.
Im Speziellen sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1) Welche Pra-B-ALL Zellen weisen welches Mer-Expressionsniveau auf?

2) Wie verhalten sich leuk&dmische Zellen in Bezug auf Zellwachstum, Teilungsaktivitét
(Untersuchung mittels Bromdesoxyuridin  [BrdU] Verfahren) und Zelltod unter
Anwesenheit von Neuroglia? Gibt es einen Einfluss des Mer-Expressionsniveaus auf
dieses Verhalten?

3) Zeigen sich Mer-positive Zellen im ZNS-Modell resistent gegenliber Methotrexat, dem
wichtigsten Medikament der ZNS-gerichteten ALL Therapie?

4) Wie beeinflusst eine Mer-Inhibition mittels RNA Interferenz (Abk. RNAI) und mittels
medikamenttser Mer-Inhibition mit UNC569 in vitro das Verhalten der Leuk&dmiezellen
in der ZNS Nische?

5) Welche Rolle spielen die in der Literatur beschriebenen Mer-Liganden in diesem in vitro
Modell?
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4 Material und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 Reagenzien, Analysekits, Medikamente

Chemikalien, Analysekits, Medikamente

Bezugsquelle

4x Laemmli Probenpuffer (4x Dye)

Bio-Rad, Hercules (USA)

7-AAD: 7-Aminoactinomycin

eBioscience, San Diego (USA)

Accutase®

Biowest, Nuaillé (Frankreich)

Acrylamid/Bis

Geyer, Hamburg

Adenosintriphosphat (ATP)

Invitrogen, Carlsbad (USA)

Alkalische Phosphatase

New England Biolabs, Ipswich (USA)

APC BrdU Flow Kit®

Becton Dickinson (USA)

APS : Ammoniumpersulfat (N2H8S208) 10 %

AppliChem, Darmstadt

Beta-Glycerolephosphat (Beta-GP)

Geyer, Hamburg

BioRad-Protein-Assay®

BioRad, Hercules (USA)

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

CutSmart® Puffer

New England Biolabs, Ipswich (USA)

Cytofix/Cytoperm® Puffer

BD Biosciences (USA)

Cytoperm® Permeabilisierungs Puffer

BD Biosciences (USA)

Dithiothreitol (DTT)

Invitrogen, Carlsbad (USA)

DMSO: Dimethylsulfoxid (C2H60S)

Geyer, Hamburg

DNase: Desoxyribonuklease

Sigma-Aldrich (USA)

ECL

Geyer, Hamburg

Ethanol

Merck Millipore, Billerica (USA)

FACS Puffer

BD Biosciences (USA)

Fetales Kélberserum (FCS)

Invitrogen, Carlsbad (USA)

17


https://www.google.de/search?sa=X&biw=1366&bih=662&q=Ipswich+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MDKvyMoyV-IEsQ1zzQsqtbSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFAHZQROBFAAAA&ved=0ahUKEwitkpOJ8a3UAhVNK1AKHVMXD3QQmxMIlAEoATAN
https://www.google.de/search?sa=X&biw=1366&bih=662&q=Ipswich+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MDKvyMoyV-IEsQ1zzQsqtbSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFAHZQROBFAAAA&ved=0ahUKEwitkpOJ8a3UAhVNK1AKHVMXD3QQmxMIlAEoATAN

Chemikalien, Analysekits, Medikamente

Bezugsquelle

Flow Cytometry staining buffer (FACS
Farbepuffer)

eBioscience, San Diego (USA)

Formalaldehydlésung (4 %)

Merck Millipore, Billerica (USA)

Galectin-3 ELISA Kit

R&D Systems, Mc Kinley Place (USA)

Gas-6 ELISA Kit

R&D Systems, Mc Kinley Place (USA)

Glycin

Sigma-Aldrich (USA)

Hpal Restriktionsenzym

New England Biolabs, Ipswich (USA)

LB-Medium

Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Mercaptoethanol (C2H60S)

Geyer, Hamburg

Methanol Merck Millipore, Billerica (USA)
Methotrexat Apotheke des UKSH
MgCl Apotheke des Universitatsklinikums

Schlewig-Holstein, Kiel

Milli-Q® Wasser (destilliertes Wasser)

Merck Millipore, Billerica (USA)

NaCl

Apotheke des Universitatsklinikums

Schlewig-Holstein, Kiel

Natriumfluorid (NaF)

Sigma-Aldrich (USA)

Natriumorthovanadat (Na3VO4)

Sigma-Aldrich (USA)

NEBuffer-3®

New England Biolabs, Ipswich (USA)

Perm/Wash® Puffer

BD Biosciences (USA)

Phosphate Buffered Saline (PBS)

Biochrom, Berlin

Polybren

Merck Millipore, Billerica (USA)

PV (Pervanadat)

Sigma-Aldrich (USA)

QlAprep Spin Miniprep Kit®

Qiagen, Venlo (Niederlande)

QIlAquick Gel Extraction Kit®

Qiagen, Venlo (Niederlande)

QuantiNova SYBR Green PCR Kit®

Qiagen, Venlo (Niederlande)

QuantiTect Reverse Transcription Kit®

Qiagen, Venlo (Niederlande)
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Chemikalien, Analysekits, Medikamente

Bezugsquelle

RIPA*-Puffer

Roche AG, Schweiz

RNeasy Mini Kit®

Qiagen, Venlo (Niederlande)

SDS

Sigma-Aldrich (USA)

Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder®

Thermo Scientific (USA)

T4 DNA Ligase

Fermentas, St. Leon-Rot

TEMED: Tetramethylethylendiamin (C6H16N2)

Geyer, Hamburg

Tris

Sigma-Aldrich (USA)

Trypanblau

Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Trypsin-EDTA

Gibco, Carlsbad (USA)

Turbofect® Transfektionsreagens

Thermo Scientific (USA)

Tween 20 (Polysorbat 20)

Geyer, Hamburg

UNC569

Axon Medchem

Xhol Restriktionsenzym

New England Biolabs, Ipswich (USA)

Zellkulturmedium DMEM

PAN-Biotech Aidenbach

Zellkulturmedium McCoy'’s

PAN-Biotech Aidenbach

Zellkulturmedium MEM

PAN-Biotech Aidenbach

Zellkulturmedium RPMI 1640

PAN-Biotech Aidenbach

Tabelle 4-1: Reagenzien, Analysekits, Medikamente

4.1.2 Rezepte zur Zubereitung von Ldsungen

(Dye)

+ 50ul Mercaptoethanol

Lésung Inhaltsstoffe Menge
Erythrozytenlysepuffer 0,82 % Ammoniumchlorid beliebig
0,1 % Kaliumbikarbonat
0,05 % EDTA-L6sung (0,5M)
Gefarbte Proteinlésung 950ul Laemmli Puffer (4x Dye) 1ml
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Lésung

Inhaltsstoffe

Menge

Kryokonservierungs-

medium

90 % Fetales Kalberserum

10 % DMSO

beliebig

Laufpuffer

25mM Tris; pH 7,5-8,0 mit HCI
190mM Glycin
0,1 % SDS

beliebig

Ligase Puffer

50mM Tris; pH 7,5 mit HCI
10mM MgCl

1mM ATP

10mM DTT

beliebig

RIPA* Puffer

830ul RIPA-buffer

+ 100ul RIPA*-buffer

+ 10l Natriumfluorid (NaF)

+ 50pl Beta-Glycerolphosphat (Beta-GP)
+ 10l Natriumorthovanadat (Na3vO4)

1ml

Sammelgel

1,8ml Destilliertes Wasser
+ 0,9ml Stapelpuffer

+ 0,4ml Acrylamid

+ 30ul Ammoniumpersulfat

+ 3pl Tetramethylethylendiamin

1 Gel

Sammelpuffer

60,59 Tris (0,5M); pH 6,8 mit HCI
4,0g SDS (0,4 %)

Destilliertes \Wasser bis 11

11

Separierungsgel (8 %
Acrylamid)

3,6ml destilliertes Wasser
+ 2ml Separierungspuffer
+ 2,1ml Acrylamid

+ 75ul Ammoniumpersulfat

+ 7,5l Tetramethylethylendiamin

1 Gel
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Losung Inhaltsstoffe Menge
Separierungspuffer 187g Tris (1,5M); pH 8,8 mit HCI 11
49 SDS (0,4 %)
Destilliertes Wasser bis 11
TBST 20mM Tris beliebig
150mM NaCl
0,1 % Tween
TE-Puffer (Tris-EDTA- 10mM Tris beliebig
Puffer) 50mM NaCl
1mM EDTA
Transfer Puffer 25mM Tris beliebig
190mM Gilycin

20 % Methanol

Tabelle 4-2: Rezepte zur Zubereitung von Ldsungen

4.1.3 Zelllinien
Zelllinie Spezifitat Bezugsquelle/Zitat Zellkulturmedium
697 Akute Leukamie, B- DSMz* RPMI1640
Zell-Vorlauferzellen +10% FCS
+ 1% Penicillin/
Streptomycin
HL-60 Akute Promyelozyten- | Prof. Dr. Martin RPMI1640
leukamie Stanulla, MHH, +10% FCS
Hannover/ [56] + 1% Penicillin/
Streptomycin
MHH-CALL-3 Akute Leukamie, B- Prof. Dr. Martin RPMI1640
Zell-Vorlauferzellen Stanulla, MHH, +20 % FCS

Hannover / [57]

+ 1 % Penicillin/

Streptomycin
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Zelllinie Spezifitat Bezugsquelle/Zitat Zellkulturmedium
MSC Immortalisierte Prof. Dr. Dario RPMI1640
mesenchymale Campana, Memphis, +10 % FCS

Stammzellen

USA /[58]

+ 1 % Penicillin/
Streptomycin

+ 1 uM Hydrokortison

NRA: Neonatale
Ratten-Astrozyten

Astrozyten, gewonnen
von gesunden

neonatalen Ratten

Prof. Dr. Ralph Lucius
CAU, Kiel / [59]

RPMI1640
+20 % FCS
+ 1 % Penicillin/

Streptomycin

REH Akute Leukamie, B- DSMz* RPMI1640
Zell-Vorlauferzellen +10 % FCS
+ 1 % Penicillin/
Streptomycin
RS4;11 Akute Leukamie, B- DSMZ* A-MEM
Zell-Vorlauferzellen +10 % FCS
Akute Leukamie, B- + 1 % Penicillin/
Zell-Vorlauferzellen
Streptomycin
SUP-B15 Akute Leukémie, B- DSMZ* McCoy’s SA
Zell-Vorlauferzellen +20 % FCS
+ 1 % Penicillin/
Streptomycin
U343 Gemischtes Prof. Dr. Rolf DMEM
Astrozytom/Oligo- Mentlein, CAU, Kiel / +10 % FCS

dendrogliom

[60]

+ 1 % Penicillin/
Streptomycin
+25mM HEPES

+ 1,8mM L-Glutamin
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Zelllinie Spezifitat Bezugsquelle/Zitat Zellkulturmedium

UOCB6 Akute Leukamie, B- Dr. Marketa RPMI1640
Zell-Vorlauferzellen Kubricanova-Zaliova, +10 % FCS
CLIP, Prag,

+ 1 % Penicillin/

Tschechien / [61, 62]
Streptomycin

Tabelle 4-3: Zelllinien; *Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

4.1.4 Bakterien

Bakterien Bezugsquelle
One Shot TOP10 Chemically Competent E. Invitrogen, Carlsbad (USA)
coli®

Tabelle 4-4: Bakterien

4.1.5 Patientenkohorte

Es wurde eine Patientenkohorte von 64 Patienten mit t(1;19)" B-Zell-Vorlaufer ALL untersucht,
die nach dem ALL Berlin-Frankfurt-Munster (BFM) 2000 Protokoll behandelt wurden. Die
Einwilligung fur die Verwendung des Materials wurde gemaR den ethischen Standards der
Deklaration wvon Helsinki innerhalo des ALL-BFM 2000 Protokolls eingeholt. Die
Probenentnahme erfolgte nach Aufklarung und Zustimmung der Patienten bzw. deren
gesetzlichen Vertretern unter einem genehmigten Ethikantrag (Ethikvotum Nr. 2522 der

Medizinischen Hochschule Hannover).

4.1.6 Antikorper

Antikérper Bezugsquelle

Anti-BrdU-APC eBioscience (USA)
Anti-GAPDH Cell Signalling, Danvers (USA)
Anti-Mer Cell Signalling, Danvers (USA)
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Antikérper Bezugsquelle

CD19-FITC eBioscience (USA)

CD19-PE eBioscience (USA)

IgG1-APC eBioscience (USA)

IgG1-PE eBioscience (USA)

Mer-APC R&D Systems, Mc Kinley Place (USA)

Tabelle 4-5: Antikorper

4.1.7 Primer

Antikoérper

Bezugsquelle

Galectin-3 (Hs_LGALS3_1_SG)

Qiagen, Venlo (Niederlande)

GAPDH (Hs_GAPDH_1_SG)

Qiagen, Venlo (Niederlande)

Tabelle 4-6: Primer

4.1.8 Vektoren, Plasmide und Oligonukleotide

Vektor / Oligonukleotid

Bezugsquelle

Gag/Pol-Plasmid

Addgene, Cambridge (USA)

pSicoR-Ef1a-mCh Vektor (Katalognummer: 31847 und Addgene, Cambridge (USA)
31849)
Rev-Plasmid Addgene, Cambridge (USA)

SK-Mer-FW Oligonukleotid (Sequenz:

TAAGTATGCAGGTTTTTTC)

tCCTGCATACTTACTTACTTttcaagagaAAGTAAG

Eurofins Genomics, Ebersberg

SK-Mer-RV Oligonukleotid (Sequenz:

AAAAGTAAGTAAGTATGCAGGA)

tcgagaaaaaaCCTGCATACTTACTTACTTTCTCTTG

Eurofins Genomics, Ebersberg

VSV-G-Envelope-Plasmid

Addgene, Cambridge (USA)

Tabelle 4-7: Vektoren, Plasmide und Oligonukleotide
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4.1.9 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Bezugsquelle

Amicon® Zentrifugenfilter

Merck Millipore, Billerica (USA)

BD Transwell Insert 0,4um PorengréfRe
PET

BD, Franklin Lakes (USA)

Hybond® Membran

GE Healthcare, Little Chalfont (UK)

LB Agar Ampicillin Kulturschale

Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Parafilm®

Pechiney Plastic Packaging

Pipetten, Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg, Sarstedt, Nirmbrecht

Zellkultur Platten

Sarstedt, Nimbrecht

Zellsieb Nylon 70um

BD, Franklin Lakes (USA)

Zentrifugenfilter; 0,45um

Merck Millipore, Billerica (USA)

Tabelle 4-8: Verbrauchsmaterial

4.1.10 Technische Hilfsmittel

Apparat

Bezugsquelle

ABI 7900 HT®

Thermofisher, Waltham (USA)

Brutschrank fur Zellkultur INC 153®

Memmert, Schwabach

Centrifuge 5810

Eppendorf, Hamburg

Cytospin 3®

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

FACS-Gerat BD Accuri C6®

BD Biosciences, Heidelberg

Laborabzug Scanlaf Mars Safety Class 2®

Labogene, Lynge (D&nemark)

Lichtmikroskop Axioskop 40®

Zeiss, Oberkochen

Neubauer® Zahlkammer

Glaswarenfabrik Karl Hecht, Sondheim

Photometer

Eppendorf, Hamburg

Vortex Genius 3®

IKA, Staufen

25



Apparat

Bezugsquelle

Wasserbad

Thermo Fisher scientific, Waltham (USA)

Tabelle 4-9: Technische Hilfsmittel

4.1.11 Software

Software

Bezugsquelle

BD CSampler® Software

BD Biosciences (USA)

GraphPad Prism 5®

GraphPad Software, La Jolla (USA)

RQ Manager®

Applied Biosystems (USA)

Tabelle 4-10: Software

4.2 Methoden

4.2.1 Zellkultur

Die Zelllinien 697, REH, UOCB6, SUP-B15, RS4;11, HL-60 und MHH-CALL-3 wurden nach
den Empfehlungen der Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen GmbH kultiviert. Die Kulturbedingungen fiir die MSC Zelllinie wurden dem

Protokoll von [58] entnommen. Die Kultivierung der U343 Zelllinie wurde in Anlehnung an

Krisch et al. [63] vorgenommen. Die Gewinnung der neonatalen Ratten-Astrozyten (NRA Zellen)

erfolgte gemaR der Darstellung von Wilms et al. [59] im Institut fir Anatomie der Christian-
Albrechts-Universitat zu Kiel. Fir die Kultur der NRA Zellen wurde RPMI1640 + 20 % FCS

verwendet.

4.2.2 Zellguantifizierung und Vitalitatsbestimmung

Die Zellzahlbestimmung erfolgte in einer Neubauerzahlkammer mit dem Kammerfaktor (x10%).

Zur Vitalitatsbestimmung wurde die Farbung mit Trypanblau gewéhlt.
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4.2.3 Anlegen der Kokulturen

Die Kokulturen wurden angelegt, indem zundchst die adharente Zelllinie, also U343 Zellen oder
NRA Zellen, in einer Konzentration von 0,25x10%2ml fiir 12h bei 37°C im jeweiligen Medium
(siehe Tabelle 4-3) prainkubiert wurde. Im Folgenden wurde das Medium vorsichtig abpipettiert,
die Zellen mit PBS gewaschen und die Suspension mit Leuk&miezellen in einer Konzentration
von 1,25x10%2ml hinzugefiigt. Fiir die meisten Leukamie Zelllinien erfolgte die Koinkubation
fir 48h bei 37°C. Fur REH Zellen wurde, aufgrund von langsamerem Wachstum, eine
Koinkubation fur 72h erforderlich.

4.2.4 Durchflusszytometrie

Fur eine Analyse mittels Durchflusszytometrie (Abkirzung FACS; engl. fluorescence-
activated cell sorting) wurde eine Zellkultur im entsprechenden Medium angelegt. Zur Analyse
wurden adhdrente Zellen mit Accutase® abgelost. Nach einem Zentrifugationsschritt wurden die
Zellen in FACS-Puffer resuspendiert und in ein 96-Well-Analyse-GefaR Uberfuhrt. Die
Inkubation mit einem fluoreszenz-markiertem Antikorpern erfolgte fur 30min lichtgeschitzt bei
Raumtemperatur. Um in Kokultur Versuchen Leukamiezellen von adharenten Zellen abgrenzen
zu konnen, wurde zusatzlich eine Inkubation mit einem CD19- bzw. CD45-Antikorper
vorgenommen. Die Analyse erfolgte nach Resuspension in FACS-Puffer mit dem FACS-Gerét
BD Accuri C6.

4.2.5 Zellzyklusanalyse mit der Bromdesoxyuridin (BrdU) Farbung

Die BrdU Farbung erfolgte in Anlehnung an das ,,BrdU Flow Kits Instruction Manual” des
Herstellers Becton Dickinson (USA). Fir dieses Verfahren wurde eine Zellkultur je nach
Fragestellung angelegt. Die Zellsuspension wurde mit 10uM BrdU versetzt und fur 30min bel
37°C inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen von den Kulturplatten abgeldst und mit PBS-
Puffer gewaschen. Zur Detektion der Leuk&miezellen erfolgte eine FACS Oberflachenfarbung
mittels CD19-FITC. Es folgten Fixierung, Permeabilisierung und Refixierung geméall den
Angaben des Herstellerprotokolls und anschlieBend eine Inkubation mit DNase (300mg/l) fir 1h
bei 37°C. Zur Anférbung des BrdU Antigens erfolgte nach Entfernung der DNase eine
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einstundige Inkubation mit Anti-BrdU-APC und zusétzlich eine Gegenfarbung mit 7-
Aminoactinomycin (7-AAD) zur DNA Farbung. Nach Resuspension in FACS Férbepuffer
erfolgte die Messung der Fluoreszenz.

4.2.6 Proteinanalyse mit dem Western Blot

Fur dieses Verfahren erfolgte zundchst die Freisetzung der Proteine durch eine Inkubation in
RIPA™-Puffer fiir 10min auf Eis und anschlieRend fiir mindestens 30min bei -80°C. Mit Hilfe
von BSA und BioRad-Protein-Assay®-Ldsung als Indikator wurde eine Verdinnungsreihe mit
dem Spektrum der erwarteten Proteinkonzentration hergestellt. Unter Verwendung des
Photometers wurde daraus eine Standardkurve erstellt. Anschliefend wurden die eigentlichen

Proben gemessen und die Proteinkonzentration extrapoliert.

Fur die Gelelektrophorese wurden Gele vorbereitet, die sich aus einem Separierungsgel und
einem Sammelgel zusammensetzten. Nach Standardisierung auf eine Proteinkonzentration von
1g/1, wurden die Proben in das Elektrophoresegel eingebracht. Zur Bestimmung der GroRie des
detektierten Proteins wurde zusatzlich der Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder® in
das Gel eingebracht. Danach erfolgte die Elektrophorese in Laufpuffer bei einer Spannung von
80-100V fur 20min im Sammelgel und mit einer Spannung von 120V fur 70-90min im
Separierungsgel. Im ndchsten Schritt wurden die Proteine auf eine mit Methanol aktivierte
Hybond® Membran ubertragen. Dieser Prozess erfolgte unter standiger Kihlung in
Transferpuffer fur eine Stunde unter einer Spannung von 100V. Zur Vermeidung von
unspezifischem Hintergrundleuchten der Membran bei der Entwicklung wurde die Membran fir
1hin 5 % BSA in TBST geschwenkt (Blocking). Die Markierung des Zielproteins erfolgte mit
einem Antikorper, der in einem zweiten Schritt durch einen sekundéren fluoreszierenden
Antikorper gebunden wurde. Die Inkubation mit dem Antikorper erfolgte unter stdndigem
Schwenken uber Nacht bei 4°C. Zur Kontrolle der gleichmaRigen Beladung des Gels wurde die
Membran zusétzlich in einem GAPDH-Antikorper inkubiert (Ladekontrolle). Die Inkubation in
einem Sekundarantikorper erfolgte nach einem Waschvorgang fur 1h bei Raumtemperatur. Zur
Visualisierung des Proteinsignals wurde die Membran zundchst mit Hilfe des

Chemilumineszenzkatalysators ECL fluoreszenzaktiviert und dann das Proteinsignal im
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Fotolabor entwickelt. Der relative Proteingehalt wurde dann mittels der Intensitatsunterschiede

im Bandenmuster ermittelt.

4.2.7 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

ELISA ist eine Methode zum immunologischen Nachweis l6slicher Proteine. Hier wurde das
Galectin-3 ELISA Kit® nach den Vorgaben des Herstellers verwendet. Der Test basiert auf dem
»Sandwich-ELISA-Verfahren®, bei dem ein erster spezifischer Antikorper fiir das Zielprotein am
Boden des Reagiergefales fixiert ist und ein zweiter spezifischer Antikorper spéter hinzugefugt

wird, der dann detektiert wird.

Um die Uberstinde der Kokulturen zu erhalten, erfolgte nach Trypsinierung ein
Zentrifugationsvorgang. Neben den eigentlichen Proben wurde die ELISA-Platte auch mit einer
Verdunnungsreihe zur Ermittlung der Proteinkonzentration bestiickt. Nach Durchfiihrung des
ELISA-Protokolls erfolgte die Messung bei einer Wellenlange von 450nm. Anhand der
Verdlnnungsreine und einer daraus abgeleiteten Standardgeraden wurden dann die

Proteinkonzentrationen berechnet.

4.2.8 Ermittlung der mRNA-Expression mit der gPCR

Alle Schritte erfolgten in Anlehnung an die vom Hersteller vorgeschlagenen Protokolle. Die
RNA-Isolierung aus in vitro Zellmaterial erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit® (Qiagen).
Ausgehend von der RNA wurde mit Hilfe des QuantiTect Reverse Transcription Kit® (Qiagen)
cDNA synthetisiert. Im nédchsten Schritt, der eigentlichen PCR, wurde ein Thermocycler (ABI
7900 HT®) eingesetzt, der mittels einer Fluoreszenzsonde den Fluorophor SYBR Green®
detektierte. Zum Ansetzen der entsprechenden Proben wurde das QuantiNova SYBR Green PCR
Kit® (Qiagen) verwendet. Der in diesem Kit enthaltene Fluorophor bindet an doppelstrangige
DNA (dsDNA) und fluoresziert in gebundener Form nach Anregung mit Licht. Durch Messung
der Intensitat wird der Gehalt an PCR-Produkten relativ zur Referenzprobe ermittelt. Die
auswertende Software RQ-Manager® (Applied Biosystems) erstellt dabei aus den gemessenen
Intensitaten eine Amplifikationskurve. Zur Quantifizierung wurde ein Zykluszahlenwert c' (cycle

threshold) im Bereich des aufsteigenden Anteils festgelegt, der fur alle Proben bei der gleichen
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Zahl an PCR-Zyklen liegt. Die Fluoreszenzintensitaten bei diesem Zykluszahlenwert bilden die

Grundlage fir die Berechnung der RNA Expression in den verschiedenen Proben.

Es wurde ein spezifischer Galectin-3 Primer (Hs_LGALS3 1 _SG) eingesetzt. Zur Kontrolle
wurde neben dem Zielgen auch GAPDH (Primer. Hs GAPDH_1 SG) als Referenzgen
(housekeeping gene) in die Auswertung einbezogen. Daneben wurde eine Negativkontrolle

mitgeflhrt, die nur destilliertes Wasser (im Folgenden: NTC: no template control) enthielt.

4.2.9 Knockdown durch Transfektion von Hairpin-Expressionsvektoren

Ziel des hier beschriebenen Verfahrens war die stabile Unterdriickung der Expression des
Zielgens (Knockdown). Hierfur wurde eine gegen Mer gerichtete ShRNA (TRCNO0000000865) in
den pSicoR-Efla-mCh Vektor (Addgene, Katalognummer: 31847) kloniert. Als Kontrolle wurde
ein pSicoR-Efla-mCh Vektor gegen grin fluoreszierendes Protein (Abkiirzung GFP; engl. green
fluorescent protein) verwendet (Addgene, Katalognummer: 31849). Die Klonierung erfolgte in

Anlehnung an das Protokoll des Plasmidvertreibers Addgene.

Zunéchst wurden die Oligonukleotide (Sense und Antisense Strang) hybridisiert. Die Ansétze aus
1yl 100uM Sense-Oligonukleotid, 1ul 100uM Antisense-Oligonukleotid und 18ul TE-Puffer
wurden nach folgendem Schema erhitzt:
90°C | 5min
70°C | 10min
-0.5°C | 20sec
bis 37°C
72°C | 5min
20°C | 1h
4°C | 45min

Im nédchsten Schritt erfolgte ein Restriktionsverdau mit den Restriktionsenzymen Xhol und Hpal.
Hierfur wurde ein Ansatz aus 2pug Plasmid-DNA, 2ul CutSmart® Puffer, 1l Hpal, 1l Xhol, 1pl
FCS und ddH-0O bis zu einem finalem VVolumen von 50ul fur 2h bei 37°C inkubiert.

Zur Klonierung in den pSicoR-Efla-mCh Vektor wurde ein Ligationsansatz aus 100ng
linearisiertem pSicoR-Efla-mCh Vektor, 1pl 10x Ligase Puffer, 1ul T4 Ligase und 1pl
hybridisierten Oligonukleotiden pipettiert, der durch ddH,O bis zu einem totalen Volumen von
10l ergénzt und Uber Nacht bei 37°C inkubiert wurde. Die Transformierung der Plasmide
erfolgte in E. coli (One Shot TOP10 Chemically Competent E. coli®). Hierfir wurden 5ul des
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Ligationsansatzes mit 50l Bakteriensuspension fiir 30min auf Eis, dann fur 90sec bei 42°C und
schliellich fur weitere 2min auf Eis inkubiert. Eine Kontrolle ohne Insert wurde parallel
mitgefuhrt. Nach Zugabe von 250pl LB-Medium erfolgte fur 45min unter standigem Schwenken
ein weiterer Inkubationsschritt bei 37°C. Zur Selektion wurden 200ul dieses Ansatzes auf einer
mit Ampicillin beschichteten Agarplatte ausgestrichen und fir 16h bei Raumtemperatur
inkubiert. Einige Bakterienkolonien wurden anschlieRend von der Agarplatte entnommen und in
Ampicillin-haltigem LB-Medium fiir weitere 12h bei 37°C unter stdndigem Schwenken
inkubiert. Die Plasmid-DNA wurde nach Herstellerprotokoll mit dem QIlAprep Spin Miniprep

Kit® isoliert und die DNA-Konzentration photometrisch ermittelt.

Nach Auftrennung der DNA in einem 1 % Agarosegel erfolgte eine Aufreinigung mit dem
QIAquick Gel Extraction Kit® nach dem Herstellerprotokoll. Die aufgereinigte DNA wurde in
38ul ddH,0 geldst und mit 10l NEBuffer-3® sowie 1ul alkalischer Phosphatase fur 15min bei
37°C geschwenkt. Nach erneuter Zugabe von 1pl alkalischer Phosphatase und erneutem
Schwenken fir 15min erfolgte eine Inkubation fir 45min bei 4°C. Anschlielend erfolgte ein
weiterer Ligations- und Transformationsschritt (siehe oben) um groRere DNA-Mengen zu

erhalten.

Zur Virusproduktion wurden 293T Zellen verwendet. Daflir wurden 293T mit einer Konfluenz
von 50 — 70 % in 10ml DMEM vorbereitet und mit einem Ansatz aus 24ul Turbofect®
Transfektionsreagens, 2,5ug Plasmid-DNA, 2,5ug Rev-Plasmid, 5ug Gag/Pol-Plasmid, 1,25ug
VSV-G-Envelope-Plasmid und 1ml DMEM (ohne FCS) versetzt. Nach leichtem Schwenken
erfolgte bei 37°C und 5 % CO; eine Inkubation fur 72h. In einem parallelen Ansatz wurde als
Kontrolle das Plasmid gegen GFP mitgefuhrt. Im néchsten Schritt wurde das Plasmid aus dem
Medium isoliert. Hierfiir wurde der Uberstand aus der Zellkultur zunachst mittels eines 0,45um
Filters und dann mehrmals mit einem Amicon® Zentrifugenfilter ultrafiltriert bis 200 - 250pl

Virusfiltrat zur Verfugung standen.

AnschlieBend erfolgte die Transduktion der Zielzelllinie 697. Hierfur wurden 697 Zellen in einer
Konzentration von 0,5x10°/3m| ausgesat und mit 8pg/pl Polybren, sowie 30pl Viruskonzentrat
versetzt und fur 72 — 96h inkubiert. Der Transfektionserfolg wurde mittels FACS und gPCR

dokumentiert.
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4.3 Statistische Auswertung

In der vorliegenden Arbeit hat sich insbesondere die Frage nach signifikanten Unterschieden
zwischen zwei experimentell dargestellten Bedingungen gestellt. Dementsprechend wurde fir die
statistische Auswertung auf Zwei-Stichproben-T-Tests zurtickgegriffen. Hierbei wurden jeweils
die Mittelwerte beider Gruppen verglichen. GemaR der allgemein gebréuchlichen Definition war
ein Unterschied signifikant bei einem p-Wert <0,05. In den im Ergebnisteil aufgefiihrten
Graphiken bezeichnet ,,n.s.“ keinen signifikanten Unterschied. Wiahrend ,*«, j#*«  kke

b 2 b 2

signifikante Unterschiede mit p-Werten von <0,05, <0,01 und <0,0001 kennzeichnen.
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5 Ergebnisse

5.1 ZNS Kokulturmodelle

In den im Folgenden dargestellten Versuchen sollte die ALL-ZNS-Interaktion in vitro modelliert
werden. Dabei sollte eine mogliche Modulation der Mer Expression im ZNS-Kokulturmodell
gemessen werden, um die Rolle der Mer-Tyrosinkinase (Mer-TK) im Rahmen der ALL-ZNS-
Interaktion zu untersuchen. Die folgenden Versuche sollten die Hypothese untersuchen, ob Mer-
exprimierende Leukamiezellen in Gegenwart von ZNS Zellen einen Uberlebensvorteil besitzen.
Damit sollte ein moglicher Zusammenhang zwischen der Mer Expression in Leukédmiezellen und

einem ZNS Befall hergestellt werden.

5.1.1 Die Mer Protein Level sind in 697 Zellen hoch, in REH Zellen intermediar
und in HL-60 Zellen niedrig

Der in diesem Kapitel dargestellte VVersuch sollte die Mer Expression verschiedener B-Vorl&ufer-
ALL Zelllinien untersuchen. Zu diesem Zweck wurde ein Western Blot durchgefihrt, in dem
neben den B-Vorlaufer-ALL Zelllinien 697, REH, UOCB6, SUP-B15 und RS4;11 auch die AML
Zelllinie HL-60 untersucht wurde. Als Ladekontrolle wurde das Protein GAPDH verwendet. Die
B-Vorldufer-ALL Zelllinien weisen unterschiedliche Chromosomenaberrationen auf. Die 697
Zelllinie ist hierbei Tragerin der Translokation t(1;19) [64]. REH und UOCB6 tragen die
Translokation t(12;21) [62, 65]. Die Sup-B15 Zelllinie tragt die Philadelphia Translokation
t(9;22) [66]. RS4;11 tragt die Translokation t(4;11) [67].

Der Western Blot der Mer Expression ergab deutliche Unterschiede der Expressionslevel. Die
t(1;19)" 697 Zellen zeigten im Vergleich der B-ALL-Zelllinien die hochste Expression, REH und
UOCBG6 eine mittlere Expression, SUP-B15 und RS4;11 ein geringes Expressionsniveau,
waéhrend in der AML Zelllinie HL-60 im Vergleich keine relevante Expression nachgewiesen
werden konnte (Abbildung 5-1).
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Abbildung 5-1: Western Blot der Mer-TK Expression verschiedener B-Vorlaufer-ALL Zelllinien und HL-60;

GAPDH bezeichnet die verwendete Ladekontrolle

5.1.2 Leuk&miezellen mit hoher Mer Expression geraten im U343 ZNS Modell in

einen Wachstumsarrest und zeigen sich resistent gegen Methotrexat

Der postulierte Zusammenhang zwischen Mer Expression und ZNS Beteiligung in der
betrachteten Entitat sollte mit einem in vitro Modell untersucht werden. Als Modell des ZNS
dienten U343 Zellen, die aus Tumorzellen eines gemischten Astrozytoms/Oligodendroglioms
etabliert wurden [60]. Die Hypothese dieser Versuchsreihe bestand darin, dass die ZNS Zellen
das Wachstum Mer-exprimierender Leuk&miezellen hemmen und Uber einen Wachstumsarrest
das Uberleben in der ZNS-Nische fordern. Die Kokultur von Leukamiezellen und U343 Zellen
erfolgte fir 48h bzw. 96h. Anschliefend wurde lichtmikroskopisch mit Hilfe einer Neubauer
Zéhlkammer die Zahl der lebenden Zellen und der Anteil der toten Zellen bestimmt. Die

Zellviabilitat wurde mittels einer Trypanblau Farbung bestimmt.

Es zeigte sich bei allen untersuchten Zelllinien in Gegenwart der U343 eine Reduktion der Zahl
der lebenden leuk&mischen Zellen. Dieser Effekt war in Zelllinien mit hoher Mer Expression wie
der t(1;19)" Zelllinie 697 am ausgepragtesten, wahrend er in der Mer-negativen Zelllinie HL-60
nahezu aufgehoben war (Abbildung 5-2 A).

Der Rickgang der Anzahl lebender Zellen wurde nicht durch einen proportionalen Anstieg toter
Zellen begleitet (Abbildung 5-2 B). Dieser Riickgang scheint angesichts des geringen Anteils
toter Zellen durch einen Wachstumsarrest und nicht durch Apoptose oder Nekrose erklért.
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Abbildung 5-2: A: Trypanblau Z&hlung der lebenden leukdmischen Zellen in Monokultur ( - ) bzw. in Kokultur mit
U343 Zellen ( + ); Die Kokultur erfolgte fiir 48h; B: Trypanblau Zahlung der toten leukdmischen Zellen in
Monokultur ( -) bzw. in Kokultur mit U343 Zellen ( +); Die Kokultur erfolgte fiir 48h bzw 96h in REH

Um diese Hypothese zu Uberpriifen, wurde eine Zellzyklusanalyse mittels BrdU von 697 Zellen
mit und ohne Kokultur mit U343 durchgefiihrt. Die Daten zeigten in der Kokultur eine
Verdopplung der Zellen im Zyklusarrest (GO/G1-Phase) und einen noch stérkeren Abfall,
néherungsweise um den Faktor 3, der Zellen in der Synthesephase (Abbildung 5-3 A). Dieses
Ergebnis zeigt, dass 697 Zellen in der Kokultur mit U343 in einen GO/G1-Arrest geraten. Das
Experiment wurde auch in Kokultur mit Mer-negativen HL-60 Zellen durchgefiihrt. Hier zeigte
die Kokultur nur geringen Einfluss auf den Zellzyklus. Zwar zeigte sich auch in diesem Versuch
ein Anstieg der Zellen im Zyklusarrest (GO/G1-Phase) und ein Abfall der Zellen in der
Synthesephase, im Vergleich zum Versuch in 697 waren diese Effekte aber reduziert (Abbildung
5-3B),

Das Ergebnis bestatigt damit die Hypothese, dass die U343 Zellen in diesem Versuch einen
Wachstumsarrest induzieren. Dieser Effekt fand sich deutlich in den Mer-positiven 697 Zellen,

weniger deutlich jedoch in den Mer-negativen HL-60 Zellen.
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Abbildung 5-3: BrdU Analyse eines Kokultur Modells mit 697 Zellen (A) bzw. HL-60 Zellen (B) und U343 Zellen;
GO0, G1, G2, S, M bezeichnen die Zellzyklusphasen; diese Analyse wurde von Sarah Krause, Max-Eder-

Nachwuchsgruppe Kiel, erstellt

In der folgenden Versuchsreihe sollten, durch das gleiche in vitro Modell, die Auswirkungen des
in der Kokultur beobachteten Wachstumsarrests auf eine chemotherapeutische Behandlung mit
Methotrexat (MTX) untersucht werden. MTX ist als ZNS-gerichtete Therapie fester Bestandteil
aktueller Therapieprotokolle der ALL (siehe Einleitung).

Da MTX vor allem auf teilungsaktive Zellpopulationen wirkt, bestand die Versuchshypothese
darin, dass durch die Anwesenheit von U343 und den hierdurch induzierten Wachstumsarrest die
Wirksamkeit der Therapie reduziert wird. Die Wirksamkeit der MTX Therapie wurde durch den
Anteil toter Zellen in der Vitalitatsprifung mittels Trypanblau festgestellt.

Wahrend die Viabilitdt von U343 Zellen alleine von MTX in der gewéhlten Konzentration
unbeeinflusst blieb (Abbildung 5-4 A), zeigten sich 697 Zellen in der gewéhlten Konzentration
MTX-sensitiv. Im Kokulturmodell zeigte sich in Gegenwart von U343 Zellen eine signifikante
Reduktion des Anteils toter 697 Zellen unter Therapie mit MTX. Dieser Effekt war in HL-60-
Zellen nicht zu beobachten (Abbildung 5-4 B). Das Ergebnis bestétigt damit die Hypothese, dass
die U343 Zellen in diesem Versuch chemoprotektiv wirken, wobei sich dieser Effekt lediglich in

den Mer-positiven 697 Zellen, nicht jedoch in den Mer-negativen HL-60 Zellen fand.

Zusammenfassend zeigen die hier dargestellten Daten, dass eine hohe Expression von Mer mit
einem Wachstumsarrest von ALL Zellen im Kokulturmodell mit U343 Zellen einhergeht.
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Dariiber hinaus zeigte sich in 697 Zellen, einer ALL-Zelllinie mit hoher Mer Expression, eine

U343-induzierte Chemoresistenz gegenuber der Behandlung mit MTX.
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Abbildung 5-4: A: Trypanblau Z&hlung der lebenden U343 Zellen unter Behandlung mit 100nM MTX mit einer
Inkubationszeit von 48h; MTX: Methotrexat; B: Trypanblau Z&hlung der toten leukdmischen Zellen unter
Behandlung mit 100nM MTX mit einer Inkubationszeit von 48h in Monokultur ( - ) und Kokultur mit U343 Zellen (

+); Veh (Vehikel): Negativkontrolle mit Kochsalzldsung als Losungsmittel des Wirkstoffs

5.1.3 Die Korrelation von leukdmischer Viabilitat und Mer Expression bestatigt
sich im NRA-ZNS Modell

In den unter 5.1.2 beschriebenen Versuchen wurde ein Kokulturmodell mit U343 Zellen etabliert.
U343 Zellen sind von einem gemischten Astrozytom/Oligodendrogliom abgeleitet [60]. Somit
handelt es sich um eine maligne Zelllinie. Es sollte nun Gberprift werden, ob die beobachteten
Effekte auch bei Verwendung nicht maligner Gliazellen als ZNS Modell reproduziert werden
kénnen. Hierfur wurden neonatale Ratten-Astrozyten (NRA) von Dr. Ralph Lucius CAU, Kiel
zur Verflgung gestellt [59]. Astrozyten sind die stoffwechselaktivsten Zellen des ZNS und
machen zahlenmélig den grofiten Anteil der Zelltypen im ZNS aus [68]. Damit soll eine
Anndherung an die Bedingungen im gesunden ZNS-Milieu geschaffen werden. Die
Durchfiihnrung der Versuche erfolgte, soweit mdoglich, analog zu den in U343 durchgefihrten

Versuchen.

Da die Zellen aus entsprechend aufbereiteten Gehirnen neugeborener Ratten hergestellt wurden,
befand sich in der Kultur ein Anteil von Zellen, die nicht der Astrozytenpopulation zuzuordnen

sind. Aufgrund der zahlenmé&Rigen Anteile und des Herstellungsvorgangs, verblieben neben
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Astrozyten auch Mikroglia in der gewonnenen Zellkultur. Um den Anteil der Mikroglia in der
Kultur zu quantifizieren, wurde eine FACS-Analyse mit einem CD11b/c-Antikorper
durchgefiihrt, dessen Zielstruktur auf der Zelloberflache von Mikroglia exprimiert wird [69]. Die
Analyse ergab einen Prozentanteil von 8.88 % (Siehe Abbildung 5-5). Das NRA-Modell ist also

ein gemischtes ZNS-Modell mit einem hohen Anteil an Astrozyten.

Neonatale Ratten Astrozyten

500

400

20l 12 103 0t W 4

Anti-rat CD11b/c PE

Abbildung 5-5: FACS-Analyse des Anteils CD11b/c-positver Mikroglia (graue Kurve) und der IgG2a Isotyp

positiven Zellen (schwarze Kurve)

Aufgrund der begrenzten Verfugbarkeit der NRA, wurde das Experiment nur in 697, REH und
HL-60 Zellen wiederholt.

Wie bei der Kokultultivierung mit U343 Zellen, bewirkte auch die NRA-Kokultur einen
signifikanten Ruckgang der Anzahl lebender Leuk&miezellen, wobei sich dieser Effekt lediglich
in Zellen mit hoher Mer-Expression zeigte (Siehe Abbildung 5-6 A). Der Rickgang der lebenden
Zellen konnte nicht durch einen proportionalen Anstieg toter Zellen erklart werden (Siehe
Abbildung 5-6 B) was auf einen Wachstumsarrest der Leukamiezellen in diesem Modell
hindeutet. Die BrdU-Analyse zeigte mit einen Anstieg der GO/G1-Phase-Zellen und einem Abfall
der S-Phase-Zellen einen Zyklusarrest der 697 Zellen (Abbildung 5-6 C).
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Abbildung 5-6: A: Trypanblau Zahlung der lebenden leukdmischen Zellen in Monokultur ( - ) bzw. in Kokultur mit
NRA Zellen ( +); Die Kokultur erfolgte fir 48h in 697 und HL-60 bzw. 96h in REH; B: Trypanblau Z&hlung der
toten leukdmischen Zellen in Monokultur ( -) bzw. in Kokultur mit NRA Zellen ( +); Die Kokultur erfolgte fir 48h
in 697 und HL-60 bzw 96h in REH; C: BrdU Analyse eines Kokultur Modells mit 697 Zellen und NRA Zellen. GO,
Gl, G2, S, M bezeichnen die Zellzyklusphasen; D: Trypanblau Zahlung der toten leukdmischen Zellen unter
Behandlung mit 100nM MTX mit einer Inkubationszeit von 48h in Monokultur ( - ) und Kokultur mit NRA ( +)

Unter der Therapie mit MTX zeigte sich im NRA-Modell erneut eine Abnahme der toten
Leukdmiezellen in Kokultur mit NRA Zellen. Dieser Effekt war wiederum nur in 697 Zellen

erkennbar, nicht jedoch in HL-60 Zellen (Abbildung 5-6 D).

Diese Daten zeigen, dass die Auswirkungen von U343 Zellen auf Leukamiezellen im NRA-
Modell &hnlich ausfallen. Insbesondere ging erneut eine hohe Expression von Mer mit einem
Wachstumsarrest und einer Chemoresistenz von ALL Zellen im Kokulturmodell einher. Diese
Ergebnisse zeigen, dass der Wachstumsarrest und die Chemoresistenz von ALL Zellen in einem

Kokulturmodell mit einer nicht-malignen Zelllinie reproduziert werden kénnen.
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5.1.4 Ein Mer Knockdown in 697 Zellen antagonisiert den Wachstumsarrest und

erhoht die Chemosensitivitat im Kokulturmodell

Um den Nachweis zu erbringen, dass Wachstumsarrest und Chemoresistenz im Kokulturmodell
auf die hohe Expression der Mer-TK in 697 Zellen zuriickzufuhren sind, wurde die Mer-TK in
diesen Zellen mittels lentiviralen shRNA Vektorkonstrukten herunterreguliert. Abbildung 5-9
zeigt eine verminderte Mer-Expression mittels g°PCR (Abbildung 5-7 A) und FACS (Abbildung
5-7 B) und bestétigt damit die Effektivitat des Knockdowns.

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass die chemoprotektiven und antiproliferativen Effekte des
ZNS-Milieus auf die ALL Zellen durch den Knockdown der Mer-TK in 697 Zellen reduziert oder

aufgehoben werden kdénnen.

In einem ersten Versuch wurden 697 Zellen mit und ohne Mer Knockdown fir 48h mit U343
kokultiviert. AnschlieRend wurden die Leuk&miezellen aus der Kokultur entnommen und allein
in einer Konzentration von 1x10%2ml in frischem Zellmedium neu ausgesit. Die Zahl der
Leukamiezellen wurde dann nach 48h und 96h bestimmt. Im Sinne einer Negativ-Kontrolle
wurde der Versuch parallel mit 697 Zellen durchgefiihrt, die mit einem unspezifischen Vektor

(Abkurzung ntv; engl. non-targeting vector) transfiziert wurden.

697 Zellen mit Mer Knockdown zeigten nach 48h und 96h eine hohere Proliferation als 697
Zellen ohne Knockdown (Abbildung 5-7 C). Damit zeigte sich, dass 697 Zellen mit Mer
Knockdown das Wachstum zu einem friiheren Zeitpunkt wieder aufnehmen als 697 Zellen, die

mit dem unspezifischen Vektor transfiziert wurden.

In einem zweiten Experiment sollten die Auswirkungen des Mer Knockdowns auf die MTX
Sensitivitat untersucht werden. Es sollte nachgewiesen werden, dass der Mer Knockdown die
chemoprotektiven Effekte des ZNS Milieus reduziert oder aufhebt. Hierzu wurde im U343
Kokulturmodell mit 697 Zellen, mit und ohne Herrunterregulation von Mer, eine MTX-
Behandlung in einer Konzentration von 100nM vorgenommen. Wé&hrend U343 Zellen in 697
ohne Mer Knockdown chemoprotektive Effekte induzierten, zeigte sich im gleichen Modell mit
697 Zellen mit Mer Knockdown dieser protektive Effekt gegenuber MTX nicht mehr (Abbildung
5-7 D).

Diese Daten zeigen, dass Wachstumsarrest und Chemoresistenz gegeniiber MTX durch den

Knockdown von Mer in 697 Zellen verringert werden konnen. Somit zeigte sich, dass sowohl
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Wachstumsarrest als auch Chemoresistenz in diesem Modell durch die Mer-TK vermittelt

werden.
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Abbildung 5-7: A: gPCR-Nachweis der Effizienz des Mer-Knockdowns in 697 Zellen; 697 ntv bezeichnet 697
Zellen, die mit einem unspezifischen Vektor (Abkiirzung ntv; engl. non-targeting vector) transfiziert wurden; 697
Mer KD bezeichnet 697 Zellen, bei denen ein spezifischer Mer-Knockdown durchgefuhrt wurde; RQ Mer bezeichnet
den relativen Quantifikationswert der Mer-Expression und somit die relative Expression im Vergleich zum
Kalibrator; Der Versuch wurde von Dr. Ameera Alsadeq und Sarah Krause, Max-Eder-Nachwuchsgruppe Kiel
durchgefuhrt; B: FACS-Nachweis der Effizienz des Mer-Knockdowns in 697 Zellen; MFI (Mean fluorescence
intensity) bezeichnet die Menge an gebundenem Fluoreszenzfarbstoff pro Zelle; Der Versuch wurde von Dr. Ameera
Alsadeq und Sarah Krause, Max-Eder-Nachwuchsgruppe Kiel durchgefuhrt; C: Trypanblau Z&hlung der lebenden
697 Zellen nach Kokultur mit U343; Die Zellen wurden fur 48h mit U343 kultiviert. AnschlieBend wurden die
Leukémiezellen aus der Kokultur entnommen und allein in einer Konzentration von jeweils 1x10%2ml in frischem
Zellmedium ausgesat; Die Auswertung erfolgte nach 48h bzw. 96h; D: Trypanblau Z&hlung der toten leuk&mischen
Zellen in Monokultur ( - ) bzw. in Kokultur mit U343 Zellen ( +) nach Behandlung mit 100nM MTX; Die Kokultur
erfolgte fur 48h
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5.1.5 Eine Mer-Inhibition mit UNC569 erhdoht die MTX Sensitivitat von 697 im
U343 ZNS Modell

Die folgenden Experimente sollten die Frage beantworten, ob der kleinmolekulare Mer-Inhibitor
UNC569 in der Lage ist, analog zum shRNA-vermittelten Knockdown von Mer, die durch die
Mer-TK vermittelte Chemoresistenz gegentiber MTX zu reduzieren. Der Versuch wurde mit dem
U343-Modell, 697 Zellen und einer Behandlung mit Methotrexat +/- UNC569 konzipiert.

In einem ersten Schritt wurde zun&chst eine Titrierung von UNC569 durchgefihrt, wobei die
Parameter Konzentration und Inkubationszeit variiert wurden. Dabei sollte eine Dosis ermittelt
werden, die als Monotherapie noch keinen Einfluss auf Viabilitdt und Wachstumsverhalten der
Leukamiezellen zeigte. Wahrend die U343 Zellen nicht durch den Inhibitor in ihrem Wachstum
beeinflusst wurden, kam es in 697 unter Behandlung ab einer Konzentration von 1200nM zu
einer deutlichen Abnahme lebender Zellen. Mer negative HL-60 Zellen zeigten ein &hnliches
Wachstumsverhalten, was die Vermutung nahe legt, dass hohe Inhibitorkonzentrationen
unspezifische toxische Effekte verursachen (Abbildung 5-8 A-C). Um toxische Effekte durch
hohe Konzentrationen zu vermeiden, wurde fir die folgenden Versuche mit einer Konzentration
von 800nM gearbeitet. Bei dieser Konzentration konnte in der Literatur in 697 und Jurkat Zellen

eine signifikante Mer-Inhibition gezeigt werden [55].

Im nédchsten Schritt wurde ein Kokulturversuch im U343 Modell mit 697 Zellen bzw. HL-60
Zellen unter Behandlung mit MTX +/- UNC569 durchgefihrt. Es zeigte sich unter zusatzlicher
Behandlung mit UNC569 eine Zunahme der toten leuk&mischen Zellen in der Trypanblau-
Féarbung. In HL-60 als Mer-negativer Kontrolle zeigte sich dagegen eine leichte Abnahme toter
Zellen. Die Kontrolle ohne Inhibitor und ohne MTX zeigte einen Anteil toter Zellen im
einstelligen Prozentbereich (Abbildung 5-8 D).

Diese Daten zeigen, dass die Chemoresistenz von 697 Zellen gegenliber MTX durch Inhibition
von Mer mit UNC569 verringert werden kann. Auch dieser Versuch legt nahe, dass die

Chemoresistenz in diesem Modell durch die Mer-TK vermittelt wurde.
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Abbildung 5-8: A-C: Trypanblau Z&hlung der lebenden Zellen unter Behandlung mit UNC569 in unterschiedlichen

Konzentrationen und unterschiedlichen Inkubationszeiten; DMSO bezeichnet die Tragersubstanz ohne Wirkstoff; D:
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Trypanblau Z&hlung der toten leukamischen Zellen unter Behandlung mit 200nM MTX bzw. 800nM UNC569 mit
einer Inkubationszeit von 48h

5.2 Liganden-abhangige Aktivierung der Mer-TK in ALL Zellen
Im ZNS

Um die Mechanismen einer potenziellen Nischen-abh&ngigen Aktivierung der Mer-TK in ALL
Zellen im ZNS zu erforschen, wurden als néchstes parakrin sezernierte Mer Liganden im U343
Kokulturmodell untersucht. In der Literatur konnten flnf extrazelluldre Signalmolekile als
Liganden der Mer-TK identifiziert werden. Protein S und Gas-6 sind dabei am ldngsten bekannt
und entsprechend charakterisiert [46, 70]. Tubby und Tubby-Like Protein 1 (Tulpl) kamen spater
hinzu [71]. Zuletzt wurde der Mer Ligand Galectin-3 (Gal-3) entdeckt [48]. Zur Untersuchung
parakrin sezernierter Mer-Liganden wurde erneut das U343-Kokulturmodell mit 697 Zellen
herangezogen. Dabei war die Hypothese, dass einer der Mer Liganden tber eine Aktivierung der

Mer-TK in diesem Modell zu Wachstumsarrest und Chemoresistenz fiihrt.

5.2.1 Der Wachstumsarrest im U343 Kokulturmodell mit 697 Zellen erfordert
keinen direkten Zellkontakt

Grundsétzlich sind zwei Moglichkeiten der Mer Aktivierung im U343 Kokulturmodell denkbar.
Zum einen konnte diese Uber I6sliche Signalmolekiile oder aber Uber den direkten Zellkontakt

vermittelt sein.

697, REH und HL-60 Zellen wurden zur Beantwortung dieser Frage raumlich von der U343
Zelllinie getrennt. Zum Einsatz kam ein Transwell®-System, das mittels einer
Mikroporusmembran zwei Kompartimente trennt und dadurch den direkten Zell-Zell Kontakt
unterband. Fir den Versuch wurde eine Porengrofle von 0,4um gewadhlt, die eine Diffusion der
meisten biologisch aktiven Molekile erlaubt, eine Zellmigration in das andere Kompartiment
aber verhindert. Alle anderen Versuchsbedingungen wurden, zur Vergleichbarkeit mit den
vorangegangenen Kokulturversuchen, beibehalten.

Insgesamt konnten mit diesem Versuchsansatz die Ergebnisse aus Kapitel 5.1.2. bestatigt werden,

da sich wiederum ein Wachstumsarrest der Leuk&miezellen zeigte, der in den im direkten
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Kontakt befindlichen und in den rdumlich getrennten Zellen identisch ausgepréagt war (Abbildung
5-9 A und B). Diese Daten lassen die Schlussfolgerung zu, dass im U343 Kokulturmodell mit
697 Zellen der direkte Zellkontakt nicht erforderlich ist, um einen Wachstumsarrest
hervorzurufen. Dieser Effekt wird daher am ehesten von einem l6slichen Faktor vermittelt, der in

das umgebende Medium sezerniert wird.
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Abbildung 5-9: A: Trypanblau Z&hlung der lebenden leuk&mischen Zellen in Monokultur bzw. in Kokultur mit U343
Zellen, sowie mit und ohne Transwell®-System (TW); Die Kokultur erfolgte fir 48h in 697 und HL-60 bzw. 96h in
REH; B: Trypanblau Z&hlung der toten leukdmischen Zellen in Monokultur bzw. in Kokultur mit U343 Zellen,
sowie mit und ohne Transwell®-System (TW); Die Kokultur erfolgte fiir 48h in 697 und HL-60 bzw 96h in REH

5.2.2 Der Mer Ligand Gas-6 wird im U343 Kokulturmodell nur gering sezerniert

Der bekannteste Vertreter unter den Mer-Liganden ist Gas-6 (Abkurzung; engl. Growth arrest—
specific gene 6), dessen Rolle in der Gas-6/TAM Achse schon Ende der 90er Jahre beschrieben
wurde [45]. Gas-6 wurde in der Literatur ein Einfluss auf die Teilungsaktivitit von Tumorzellen
zugeschrieben. Die Datenlage Uber die Art dieses Einflusses ist allerdings uneinheitlich. So
zeigten Studien, die die Wirkung von Gas-6 in der Knochenmarksnische untersuchten, einen
wachstumshemmenden Effekt auf Prostata Karzinom Zellen, wahrend auf AML-Zellen ein pro-
proliferativer Effekt beobachtet wurde [41, 72]. In t(1;19)" B-Vorlaufer ALL Zellen fiihrte die
Exposition mit Gas-6 Uber die Induktion eines dormanten Phanotyps zu einem Homing und
Uberleben in der Knochenmarksnische [73]. In diesem Kapitel soll die Rolle des Mer Liganden
Gas-6 im U343 Kokulturmodell erlautert werden. Die Hypothese lautete aufgrund der Datenlage
zur Gas-6/Mer Achse bei der t(1;19)" ALL und des beobachteten Wachstumsarrests der

Leukdmiezellen im U343 Kokulturmodell, dass Gas-6 hier ebenfalls verstarkt sezerniert wird.
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Die Gas-6 Konzentrationen wurden nach 24h, 48h, 72h und 96h per ELISA in den Uberstinden
der Zellkultur bestimmt. Als Positivkontrolle wurde der Versuch auch in MSC Zellen
durchgefiihrt. MSC Zellen sind eine mesenchymale Zelllinie, die Bedingungen wie im
Knochenmark modellieren sollen [58]. Dementsprechend wurde von einer hohen Gas-6 Sekretion
der MSC Zellen ausgegangen. Mittels ELISA konnte eine hohe Gas-6 Sekretion durch MSC
Zellen bestétigt werden, wéhrend U343 Zellen nur geringe Mengen sezernierten (Abbildung 5-10
A). Auch in Kokultur mit den Leukamiezelllinien 697, UOCB6 und HL-60 konnte keine

verstarkte Sekretion nachgewiesen werden (Abbildung 5-10 B).

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass Gas-6 in diesem Modell nicht in nennenswerten
Konzentrationen zu finden ist. Auch die Kokultur aus Gliazellen und Leukamiezellen fuhrte nicht
zu einer Induktion der Gas-6 Sekretion. Die Abwesenheit dieses wachstumsmodulierenden
Faktors deutet darauf hin, dass in diesem Modell andere Faktoren fir die Vermittlung der

beobachteten Effekte relevant sind.
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Abbildung 5-10: A: ELISA zur Bestimmung der von U343- und MSC Zellen ins Medium sezernierten Menge an
Gas-6; Die Bestimmung erfolgte nach 24h, 48h, 72h und 96h; B: ELISA zur Bestimmung der von 697, UOCB- und
HL-60 Zellen ins Medium sezernierten Menge an Gas-6; Die Bestimmung erfolgte nach 72h in Monokultur ( -) bzw.
in Kokultur mit U343 Zellen ( +); Der Versuch entstand in Zusammenarbeit mit Jonas Waizenegger, AG Loges, 2.
Med. Klinik, UKE Hamburg

5.2.3 Die Sekretion von Galectin-3 (Gal-3) wird im U343 Kokulturmodell
hochreguliert

Im Weiteren sollte untersucht werden, welcher der bekannten Mer Liganden (siehe Kapitel 5.2)
im U343 Kokulturmodell eine Mer Aktivierung vermitteln kénnte. Zu diesem Zweck wurde
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zunachst die mMRNA Expression der in der Literatur bekannten Mer Liganden Gas-6, Protein S,
Tubby, Tulpl und Gal-3 in U343 Zellen untersucht. Es zeigte sich eine geringe mRNA
Expression von Gas-6, Protein S, Tubby und Tulpl. Gal-3 war dagegen in U343 sechsfach hoher
exprimiert als in MSC Zellen, die als Kalibrator eingesetzt wurden (siehe Abbildung 5-11 A).

In einem zweiten Schritt sollte die Frage beantwortet werden, ob die Gal-3 Sekretion im U343
Kokulturmodell durch die Anwesenheit Mer positiver Leuk&dmiezellen beeinflusst wird. Daneben
sollte auch untersucht werden, ob ein Mer Knockdown in 697 Zellen die Gal-3 Sekretion
beeinflusst. Hierzu wurde eine ELISA-Analyse der Gal-3-Sekretion im U343-Kokulturmodell
mit 697 Mer Knockdown Zellen und 697 Zellen ohne Mer Knockdown durchgefuhrt. Es zeigte
sich, dass 697 Zellen allein kein Gal-3 sezernieren. Auch ein Mer Knockdown in 697 Zellen
fuhrte nicht zu einer Gal-3 Induktion. In der Kokultur von 697 und U343 Zellen wurden hohere
Gal-3 Konzentrationen als in der U343 Monokultur nachgewiesen. Die Gal-3 Sekretion in der
Kokultur wurde durch einen Mer-Knockdown in 697 Zellen signifikant gesenkt (Abbildung 5-11
B). Diese Daten zeigen, dass die Gal-3 Sekretion im U343 Kokulturmodell hochreguliert wird.
Die HoOhe der Gal-3 Sekretion ist abhangig von der Mer Expression in 697 Zellen.
Zusammenfassend ergeben sich somit Hinweise, dass der Mer Ligand Gal-3 als Mer Aktivator in

diesem Modell fungiert.
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Abbildung 5-11: A: Bestimmung der Menge an mRNA in U343 der angegebenen Mer Liganden mittels gPCR; Als
Kalibrator wurde die Expression in MSC Zellen verwendet; RQ U343/MSC bezeichnet den relativen
Quantifikationswert der Expression und somit die relative Expression im Vergleich zum Kalibrator; Der Versuch
wurde von Sarah Krause, Max-Eder-Nachwuchsgruppe Kiel durchgefiihrt; B: ELISA zur Bestimmung der ins
Medium sezernierten Menge an Galectin-3 (Gal-3); Die Bestimmung erfolgte nach Monokultur ( - ) bzw. nach

Kokultur mit U343 Zellen ( + ) jeweils flr 72h; 697 ntv bezeichnet 697 Zellen, die mit einem unspezifischen non-
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targeting Vektor behandelt wurden; 697 Mer KD bezeichnet 697 Zellen, bei denen ein spezifischer Mer-Knockdown
durchgefiihrt wurde; U343 MC bezeichnet U343 Zellen in Monokultur

5.2.4 Die Gal-3 mRNA Expression korreliert nicht mit klinischen Parametern in
Patienten mit t(1;19)" B-Zell Vorlaufer ALL

Auf der Grundlage der zuvor dargestellten Ergebnisse wurde die Hypothese aufgestellt, dass die
Gal-3 Expression in Patienten mit t(1;19)" B-Zell Vorlaufer ALL als diagnostischer Marker des
ZNS Befalls in Frage kommt. Zur gleichen Fragestellung existieren bereits publizierte Daten der
Arbeitsgruppe in denen die Mer mRNA Expression von Patienten mit t(1;19)" B-Zell Vorlaufer
ALL untersucht wurde. In der untersuchten Kohorte von 64 Patienten die nach dem ALL-Berlin-
Frankfurt-Munster (BFM) 2000 Protokoll behandelt wurden, zeigte sich eine Korrelation
zwischen der Hohe der Mer Expression und dem Auftreten einer ZNS Leukamie [74]. In der
gleichen Kohorte sollten dieses Mal die Gal-3 Niveaus mit klinischen Parametern wie der
Prednisone Response, der MRD (Abkirzung; engl. minimal residual disease) Risikogruppe und
dem ZNS Status korreliert werden. Patienten mit einer Gal-3 Expression ber dem Median

-3"°" (n=32) und solche mit einer Expression unterhalb des Medians als Gal-3%""

wurden als Gal
(n=32) klassifiziert. Jeweils ein Patient mit hoher Gal-3 Expression und ein Patient mit geringer
Gal-3 Expression erlitt einen Rickfall und erlag den Folgen der Erkrankung. Im Rahmen der hier
angewandten Methode zeigte sich in der untersuchten Kohorte keine signifikante Korrelation fur
Parameter, die mit der Prognose zusammenhangen (Prednisone response, MRD Risikogruppe,
Patientenalter bei Erstdiagnose, Geschlecht). Auch der ZNS Status und Parameter, die mit dem
ZNS Status in Verbindung stehen wie die Anwesenheit von Blasten im Liquor ergab in dieser
Kohorte keine Korrelation mit der Gal-3 Expression (siehe Tabelle 5-1). Diese Daten zeigen, dass
ein Screening der Gal-3 mRNA Expression in Leukdmiezellen mit t(1;19)" B-Zell Vorlaufer ALL

nicht als diagnostischer Marker der ZNS-Leukamie geeignet ist.
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Gal-3#ering, n=32 Gal-3o<", n=32 P

Geschlecht* ,3152
Mannlich 17 12
Weiblich 15 20

Durchschnittl. Alter (95% 8,1(6,5-9,7) 8,4(6,7-10,2) , 7491

K1) bei Diagnose**

Leukozytenzahl* 1,0000
<50.000/ul 23 22
>50.000/ul 9 10

Prednison Response*t ,3020
Gut 2% 25
Schlecht 3 7

Risiko Gruppe***1 ,9948
MRD SR 23 15
MRD IR 4 10
MRD HR 4 7

Durchschnittl. 8,1 3,7 ,3985

Leukozytenzahlin
diagnostischer LP***

Blastenim Liquor* ,2974
Nein 18 23
Ja 14 9

ZNS Status***|| ,7424
ZNS1 18 21
ZNS 2 10 8
ZNS 3 4 3

Rezidivund Tod*+ 1,0000
Nein 31 31
Ja 1 1

Tabelle 5-1: Gal-3 qPCR von Patientin mit t(1;19) Translokation mit hoher oder geringer Gal-3 Expression und
Korrelation mit klinischen Daten; KI: Konfidenzintervall;, HR: High Risk; IR: Intermediate Risk; LP:
Lumbalpunktion; SR: Standard Risk; *Exakter Test nach Fisher, zweiseitiger Test; **Ungepaarter t-Test mit Welsh-
Korrektur; ***Chi-Quadrat-Test; ****Mann-Whitney-Test, einseitiger Test; TGut: <1000/ul leukdmische Blasten im
Blut zum 8. Behandlungstag, Schlecht: >1000/ul; fRisiken gemd MRD Risikogruppen: MRD-SR = Zeitpunkt 1+2
negativ, MRD-IR = Zeitpunkt 1 und/oder Zeitpunkt 2 <103, MRD-HR = Zeitpunkt 2 >103, Patienten mit schlechter
Prednisone response wurden zur MRD-HR gezéhlt; Il Der ZNS-Status wurde definiert wie in [21]; Beide Rezidive

waren isolierte Knochenmarksrezidive
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6 Diskussion

6.1 Zusammenfassung

Fragestellung: Die Mer-TK wurde in zahlreichen Studien mit Uberlebenssignalwegen von
soliden und hdmatologischen Tumorerkrankungen in Verbindung gebracht. In B-Vorlaufer ALL
Zellen mit der t(1;19) Translokation fand sich eine Uberexpression der Mer-TK. Dariiber hinaus
zeigte sich, dass die t(1;19)" ALL trotz einer insgesamt vergleichsweise giinstigen Prognose ein
erhdhtes Risiko flir ZNS-Rezidive aufweist. Mit der vorliegenden Arbeit sollte daher die Frage
beantwortet werden, ob sich in vitro Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen einer ZNS-
Beteiligung und der Expression der Mer-TK im Rahmen der t(1;19)" ALL finden.

Material und Methoden: Es wurde ein Kokulturmodell etabliert, in dem die ZNS-Nische durch
Glia Zellen (U343: Gemischtes Astrozytom/Oligodendrogliom und NRA: Neonatale Ratten-
Astrozyten) imitiert und das Verhalten von B-Vorlaufer ALL Zellen mit unterschiedlichen Mer-
Expressionsniveaus in diesem Modell untersucht wurde. Zellwachstum und ZellUberleben
wurden mittels Trypanblau Exklusion und BrdU Inkorporation untersucht. Dartiber hinaus wurde
in diesem Modell die Chemosensitivitdt gegenuber Methotrexat getestet, das in der ZNS-
gerichteten Therapie eine wichtige Rolle spielt. Zusatzlich wurden in 697 Zellen die Effekte einer
Mer-Inhibition mittels stabilem lentiviralen Gentransfer von shRNAs und durch den
kleinmolekularen Inhibitor UNC569 gemessen. In einem zweiten Abschnitt wurde mittels ELISA
untersucht, welche Mer-Liganden in diesem Modell von Bedeutung sind. Abschlielend wurde
mit Hilfe einer gPCR die Gal-3 Niveaus in einer Kohorte von 64 Patienten mit t(1;19)" ALL mit

klinischen Charakteristika korreliert.

Ergebnisse: Im U343 ZNS Modell zeigte sich, dass B-Vorlaufer ALL Zellen mit einer hohen Mer
Expression in Kokultur mit U343 Zellen in einen Wachstumsarrest geraten und eine Resistenz
gegentber der Behandlung mit Methotrexat entwickeln. Diese Effekte konnten in Kokultur mit
einer nicht-malignen ZNS Zelllinie reproduziert werden. Ein Mer Knockdown in der Mer-
positiven B-Vorldufer-ALL Zelllinie 697 konnte den Wachstumsarrest verringern und die
Methotrexatresistenz komplett aufheben. Eine Mer-Inhibition durch den kleinmolekularen
Inhibitor UNC569 reduzierte die U343-induzierte Chemoresistenz von 697 Zellen. Es konnte

gezeigt werden, dass der Mer-Ligand Gas-6 in diesem Modell nur in geringem Umfang sezerniert
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wird und stattdessen der erst kiirzlich entdeckte Mer-Ligand Galectin-3 hochreguliert wird. Die
Hohe der Galectin-3 Sekretion zeigte sich abhéngig von der Mer-Expression in 697 Zellen. Ein
Galectin-3 Screening von Zellen einer Patientenkohorte mit t(1;19) Translokation zeigte
allerdings im Gegensatz zur, in der analogen Kohorte gemessenen, Mer Expression keine
signifikante  Korrelation mit klinischen Parametern wie dem ZNS-Status, dem

Therapieansprechen und anderen prognostischen Faktoren.

Schlussfolgerung: Die erhobenen in vitro Daten liefern erste Erkenntnisse tber die Mer-TK als
diagnostischen Marker und therapeutisches Target fir einen ZNS Befall der t(1;19)" B-Zell-
Vorlaufer ALL im Kindesalter. Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass der Mer-Ligand

Galectin-3 hochreguliert wird und damit als Mer-Aktivator in diesem Modell in Frage kommt.

6.2 Die Mer-TK vermittelt das Uberleben von t(1;19)" ALL Zellen
im In-vitro-ZNS-Modell

Es wurde ein ZNS Modell etabliert, in dem die ZNS-Nische durch Glia Zellen imitiert wurde. Es
zeigte sich, dass t(1;19)" B-Vorlaufer-ALL Zellen mit hoher Mer-Expression in Gegenwart von
Glia Zellen in einen Wachstumsarrest geraten und eine Resistenz gegenuber der Behandlung mit
Methotrexat entwickeln. Ein Mer-Knockdown in 697 Zellen konnte den Wachstumsarrest

reduzieren und die Chemoresistenz komplett aufheben.

Als Modell des ZNS dienten U343 Zellen, die aus Tumorzellen eines gemischten
Astrozytoms/Oligodendroglioms etabliert wurden [60]. Es handelt sich damit um maligne Zellen,
was die Représentativitidt dieses Modells in Frage stellt. Es wurden daher die Effekte einer
Kokultur mit ,,gesunden®, aus neonatalen Ratten gewonnen, Astrozyten (NRA Zellen) [59]
untersucht. Da sich die Beobachtungen der vorangegangenen Versuche bestétigten, kann davon
ausgegangen werden, dass Wachstumsarrest und Chemoresistenz nicht in der Malignitat der
U343 begrundet sind.

Waéhrend in der Literatur zahlreiche in vitro Modelle der ALL-Knochenmark Interaktion
beschrieben wurden, ist Uber die Rolle der ZNS-Nische im Rahmen der ALL deutlich weniger
bekannt. In den vergangenen Jahren wurden jedoch zunehmend Versuche unternommen, die

ZNS-Nische mittels praklinischer Modelle zu charakterisieren. So fanden Akers et al. im
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Kokultur Modell mit Zelllinien des Subarachnoidalraums, dass Astrozyten, Plexus choroideus
Zellen und Meningealzellen ALL Zellen vor der Therapie ZNS-gerichteter Chemotherapeutika
schiitzen [33]. Ahnliche experimentelle Ansatze wurden genutzt, um die Migration von
Leukdmiezellen Uber die Blut-Hirn-Schranke (BHS) oder die Blut-Liquor-Schranke (BLS)
nachzuvollziehen. So wurde z.B. die B-Zell Migration Uber die BHS mit Hilfe von humanen
Hirnendothelzellen (Abkiirzung HBEC; engl. brain-derived endothelial cells) und Endothelzellen
des Hirn-Mikrogefalisystems (Abkirzung HBMENd; engl. brain-derived microvasculature
endothelial cells) modelliert [75, 76]. Darlber hinaus wurden in vitro Modelle der BLS
beschrieben, die auch zur Untersuchung der ZNS-Leukdmie herangezogen werden konnten.
Denkbar ware etwa ein Modellsystem mit primaren Plexus choroideus Zellen oder von
immortalisierten Plexus Choroideus Zelllinien wie z.B. Z310 oder ECPC4 [77, 78]. In dieser
Arbeit wurde ein Kokulturmodell mit Glia-Zellen untersucht um die Mer-TK als
nischenspezifisches Uberlebenssignal zu charakterisieren. Modelle der BHS oder der BLS
konnten vielleicht die Frage beantworten, ob die Mer-TK darliber hinaus auch als

Eintrittsmechanismus von Leuk&miezellen in das ZNS in Frage kommt.

Da die Komplexitat der Mikroumgebung des ZNS durch die beschriebenen in vitro Modelle nur
néherungsweise abgebildet werden kann, sollten die vorgenommenen Untersuchungen durch ein
in vivo Modell ergénzt werden. Zu diesem Zweck wurde in der Arbeitsgruppe ein NOD scid
gamma (NSG) Xenograft Modell der ALL-ZNS Interaktion in der Maus etabliert und die Mer-
Expression leukdmischer Zellen mit dem Krankheitsverlauf und dem histopathologisch
erhobenen ZNS-Befall korreliert [74].

In den in vitro Kokultur Experimenten zeigte sich ein Wachstumsarrest, der durch U343 Zellen
induziert wurde. Dieser Wachstumsarrest war in t(1;19)" 697 Zellen, die eine hohe Mer-
Expression aufwiesen, besonders deutlich. Ein Kokultur-induzierter Riickgang der lebenden
Zellen war aber auch in t(12;21)" REH und UoCB6 Zellen zu beobachten, die geringere Mer-
Expressionslevel aufwiesen. Mechanistisch konnte eine Hochregulation von Mer diesen
wachstumshemmenden Effekt erklaren. Publizierte Daten der Arbeitsgruppe konnten eine U343-
vermittelte Mer-Induktion in diesen Zelllinien nachweisen. In der Mer-negativen AML Zelllinie
HL-60 zeigten sich dagegen, in Gegenwart von U343 Zellen, keine erhohten Mer-

Expressionslevel [74].
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Schon zuvor wurde die Mer-TK im Kontext hdmatologischer Neoplasien untersucht. So zeigten
Guttridge et al., dass die Mer-TK in der murinen Leukamiezelllinie 32D anti-apoptotisch und
anti-proliferativ wirkt und sich damit funktionell von bisher bekannten Rezeptortyrosinkinasen
unterscheidet, die pro-proliferativ wirken [79]. Zwei weitere Arbeiten konnten eine ektope Mer-
Expression auf T- und B-Zell-Vorlaufer- ALL Zellen nachweisen. Dabei fand sich eine Mer-
Expression auf allen untersuchten ALL Zellen mit der t(1;19) Translokation. Sie konnte aber
auch auf Zellen nachgewiesen werden, die diese Chromosomenveranderung nicht aufwiesen [51,
52]. Diese Beobachtung deckt sich mit den Daten dieser Arbeit, die zeigen, dass Mer auch in
Zellen mit der t(12;21), der t(9;22) und der t(4;11) Translokation nachgewiesen werden kann.
Linger et al. zeigten dartiber hinaus, dass ein ShRNA-Mer Knockdown in 697 und REH Zellen
Uberlebenssignalwege hemmt und synergistisch pro-apoptotisch mit den Chemotherapeutika
Methotrexat, Vincristin und L-Asparaginase wirkt und schlagen daher Mer als therapeutische
Zielstruktur der B-Zell-Vorlaufer ALL vor [52]. Weitere Arbeiten zeigen, dass die t(1;19)
Translokation, fur die eine erhohte Mer Expression gezeigt wurde [52], das nischenspezifische
Uberleben von ALL Zellen fordert. So zeigte eine aktuelle Arbeit von Gaynes et al. in einem
Plexus-Choroideus Kokulturmodell, dass PBX1, der Translokationspartner von TCF3 im Rahmen
der t(1;19) Translokation, in ALL Zellen hochreguliert wird und eine Chemoresistenz gegentber
Cytarabin vermittelt [36]. Jeha et al. waren die ersten, die eine Assoziation zwischen dem
Vorliegen einer t(1;19) Translokation und einem erhohten Risiko fur ZNS-Rezidive nachwiesen
[9]. Neuere Daten einer taiwanesischen Kohorte unterstiitzten die Beobachtungen von Jeha et al.
obgleich der Zusammenhang in der untersuchten Kohorte keine statistische Signifikanz erreichte
[80]. Die angesprochenen Arbeiten zeigten einen direkten oder indirekten Zusammenhang
zwischen der Mer-Expression und dem Uberleben von ALL Zellen. Dies ist jedoch die erste
Arbeit, die eine Verbindung zwischen der Mer-Expression und dem Uberleben von B-Vorlaufer-
ALL Zellen in der ZNS-Nische aufzeigt.

Im néchsten Schritt soll diskutiert werden, welche Mechanismen hinter der Mer-Aktivierung in
diesem Modell stehen konnten. In der Literatur existieren Studien, die das Wissen uber
zugrundeliegende Mechanismen um Aspekte erweitern, die auch in diesem Modell eine Rolle
spielen konnten. So wurde beobachtet, dass die Liganden-abh&ngige Mer-Aktivierung durch die
Anwesenheit von apoptotischen Zellen induziert wird. Dabei kommt es zu einer
Phophatidylserin-abh&ngigen Bindung von apoptotischen Zellen an die Mer-TK, bei der Mer-

Liganden als ,,Briickenmolekiile* fungieren [81]. Interessanterweise zeigen eigene publizierte
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Daten der Arbeitsgruppe, dass in Kokulturen aus Leukdmiezellen und der ZNS-Zelllinie U343
mehr apoptotische Zellen als in Kokulturen aus Leukdmiezellen und der mesenchymalen Zelllinie
MSC nachzuweisen sind [74]. Dies deutet darauf hin, dass die Mer-Aktivierung in diesem Modell
zumindest teilweise durch die Anwesenheit von apototischen Zellen vermittelt wird. Eine weitere
Studie untersuchte in leukamischen Zellen den Effekt einer prolongierten Exposition mit dem
Mer-Liganden Gas-6. Dabei wurde unter kontinuierliche Mer-Aktivierung ein Riickgang der
Mer-Expression auf der Zelloberflache und die Expression einer partiell glykosylierten Mer-
Unterform beobachtet, die praferentiell im Nukleus lokalisiert war. Die Autoren vermuteten, dass
der Mer-TK neben der Rolle als Zelloberflachenrezeptor, ein direkter oder indirekter Einfluss auf
die Genexpression zukommen konnte [82]. Ein solcher Mer-Subtyp kénnte auf Ebene der
Genexpression den dormanten Phanotyp leukdmischer Zellen im U343-ZNS Modell vermitteln.

Die in vitro Ergebnisse dieser Arbeit missen auch mit weiteren publizierten Daten der
Arbeitsgruppe diskutiert werden. So wurde in einem NSG Xenograft Modell in der Maus der
ZNS-Befall post mortem histopathologisch mit der Hohe der Mer-Expression korreliert. Dabei
zeigte sich, dass eine hohe Mer-Expression in vivo mit einem erhdhten Risiko fur eine ZNS
Infiltration assoziiert ist. Ein Mer-Knockdown konnte die ZNS-Infiltration im Mausmodell
nahezu komplett verhindern. SchlieRlich wurde mittels gPCR die Mer-mRNA-Expression von
t(1;19)" B-Vorlaufer ALL Zellen einer Patientenkohorte mit klinischen Parametern Kkorreliert.
Dabei fand sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Hohe der Mer-Expression und

einer leukdmischen ZNS-Beteiligung bei Erstdiagnose [74].

In der Zusammenschau der Ergebnisse der Arbeitsgruppe und den eigenen Ergebnissen ergeben
sich damit erste Erkenntnisse (iber die Mer-TK als ZNS Marker der t(1;19)" B-Zell-Vorlaufer
ALL. Mit Hilfe dieser spezifischen und leicht messbaren Zielstruktur kdnnte die Identifikation

von Patientengruppen gelingen, die:
1) Aufgrund ihrer Prédisposition eine intensivere ZNS-gerichtete Therapie erhalten sollten
2) Aufgrund ihres geringen Risikos weniger ZNS-gerichtete Therapie bendtigen

In weiterfiihrenden Arbeiten kénnte, zum Beispiel in einem prospektivem Studiendesign, die Mer
Expression in grolReren Kohorten gemessen und anschlieBend mit klinischen Parametern

korreliert werden. In die untersuchten Kohorten sollten auch Patienten mit anderen und vielleicht
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auch héufigeren ALL Subtypen eingeschlossen werden, da bisher unklar ist, ob sich der

dargestellte Mechanismus auf andere ALL-Subtypen tbertragen lasst.

6.3 Eine Mer-Inhibition mit UNC569 erhdht die MTX Sensitivitat
von 697 Zellen im U343-ZNS Modell

Im U343-ZNS Modell zeigte sich, dass Wachstumsarrest und Chemoresistenz von 697 Zellen
gegentber MTX durch Inhibition von Mer mit dem kleinmolekularen Inhibitor UNC569

reduziert werden kdnnen.

Dies wurde bisher nur in 697 Zellen und in HL-60 Zellen als Kontrollzelllinie gezeigt. Damit
kann dieses Ergebnis nur einen Hinweis auf die Wirksamkeit in dem untersuchten Kontext geben.
Christoph et al. untersuchten ebenfalls in vitro die Auswirkungen von UNC569 auf ALL Zellen
und zeigten dabei, analog zu den eigenen Ergebnissen, dass eine Mer Inhibition mit UNC569 die
MTX-Empfindlichkeit von ALL Zellen erhdht [55]. Anders als in der Arbeit von Christoph et al.
wurde in dieser Arbeit der Effekt einer Mer-Inhibition im U343-ZNS Modell, also in einem
Kokulturmodell, untersucht.

Bisher existieren keine Studien, die eine Mer-Inhibition im Menschen untersuchen. Daher ist
bisher auch unklar, in welchem Umfang eine Mer-Inhibition mit immunologischen Prozessen im
Menschen interagiert. Zahlreiche Studien belegen die Bedeutung der Mer-TK flr das
Immunsystem [39]. Interessanterweise konnte aber auch gezeigt werden, dass eine Mer-
Inhibition durch die Aktivierung von T und NK Zellen Antitumoreffekte vermittelt [83, 84].
Dariiber hinaus wurde im Rahmen der péadiatrischen ALL eine Zelllyse durch aktivierte NK-
Zellen beobachtet. Dieser Effekt war in einigen Subtypen wie der BCR-ABL" ALL deutlicher als
in anderen [85]. Allerdings zeigten Frishman-Levy et al. dass aktivierte NK Zellen zwar peripher-
systemisch wirken aber nicht in das ZNS Ubertreten und damit keinen Einfluss auf die ZNS-
Leuk&mie entfalten [29]. Andererseits konnte aber auch gezeigt werden, dass Leuk&miezellen
akuter Leukdmien durch die Sekretion von Matrix-Metalloproteinase-2 und -9 Tight Junctions
der Blut-Hirn-Schranke (BHS) durchbrechen und damit die Permeabilitat der BHS erhéhen [86],
was eine Immunzellmigration in diesem Kontext ermdglichen kénnte. Mdglicherweise existiert
im Menschen also ein zusatzlicher immunologischer Wirkmechanismus der Mer-Inhibition, der

in den bestehenden Modellen nicht abgebildet wird.
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Um zu kléren, ob sich eine Mer-Inhibition mit UNC569 zur ZNS-gerichteten Therapie eignet,
musste geklart werden, ob dieser Inhibitor in der Lage ist, die BHS zu tberwinden. Fir eine
ZNS-Géngigkeit von UNC569 sprechen lipophile Eigenschaften des Inhibitors wie die Présenz
von Kohlenwasserstoff-Verbindungen in Form von Benzol-Verbindungen und einer Butyl-
Seitenkette [87] sowie die Abwesenheit lipophober Verbindungen [88]. Wie schon erwahnt, ist
die Integritat der BHS im Kontext von ZNS-Leukdmien gestort [86], was die ZNS-Gangigkeit
dieses Wirkstoffs gegebenenfalls erhdhen kdnnte.

Zusétzlich zu den eigenen in vitro Experimenten wurden in der Arbeitsgruppe die Effekte einer
Mer-Inhibition mit UNC569 als Monotherapie in einem NSG Xenograft Modell in der Maus
gemessen. Neben einem verzogerten Ausbrechen der Leukamie, ermittelt durch die Anzahl von
Blasten im peripheren Blut, kam es unter der Therapie zu verlangerten Uberlebenszeiten und vor
allem zu reduzierter ZNS-Infiltration in der histopathologischen Beurteilung [74]. Damit ergeben
sich in der Zusammenschau der eigenen Daten und der in vivo Ergebnisse der Arbeitsgruppe
Hinweise fiir die Mer-Inhibition als vielversprechendes ,targeted therapy* Konzept der t(1;19)"
B-Zell-Vorlaufer ZNS-ALL.

6.4 Galectin-3 (Gal-3) ist ein mdglicher Mediator der Leukdmie-
ZNS-Interaktion im In-vitro-ZNS-Modell

Es konnte gezeigt werden, dass der Mer-Ligand Gas-6 in diesem Modell nur in geringem Umfang
sezerniert wird und stattdessen der erst kirrzlich entdeckte Mer-Ligand Galectin-3 hochreguliert
wird. Die Hohe der Galectin-3 Sekretion zeigte sich abhéngig von der Mer-Expression in 697
Zellen. Ein Galectin-3 Screening von Leukamiezellen einer Patientenkohorte mit t(1;19)
Translokation zeigte allerdings keine signifikante Korrelation mit klinischen Parametern wie dem
ZNS-Status, dem Therapieansprechen und anderen prognostischen Faktoren.

Die erhobenen Daten zeigen, dass ein gPCR-Screening der Gal-3 mRNA Expression in
Leukamiezellen als prognostischer Parameter der t(1;19)" B-Zell-Vorlaufer ALL ungeeignet ist.
Dieses Negativergebnis konnte allerdings durch die Wahl des Probenmaterials bedingt sein.
Denkbar ist etwa, dass die Untersuchung von Liquor bzw. Serum oder auch die Wahl einer
anderen Methode, wie z.B. ELISA oder FACS zu einem anderen Ergebnis fuhrt. So fanden Fei et

al. mittels ELISA erhdhte Gal-3 Level im Plasma von Knochenmarksproben und mittels FACS

56



auf Leuk&miezellen von Patienten mit B-Zell-Vorldufer ALL [89]. Die Bestimmung der
Galectin-3 Niveaus im Liquor erscheint in diesem Kontext besonders vielversprechend, unterliegt
aber einer Vielzahl methodischer Probleme. Es existieren Studien, die sich im Kontext von
neurologischen und neuropadiatrischen Erkrankungen mit der Galectin-3 Konzentration im
Liquor beschaftigen. So zeigte sich dieser Marker im Liquor von Patienten mit amyotropher
Lateralsklerose (ALS) sowie im Liquor von Neugeborenen mit Asphyxie erhoht [90, 91].
Entsprechende Daten zur ZNS-ALL stehen bisher aus. Die Herausforderung fur folgende Studien
wird einerseits darin bestehen, Liquorproben von ALL-Patienten zu akquirieren und andererseits
vorliegendes Material adéquat zu analysieren, da es in primdren Liquorproben nach der

Lumbalpunktion zu einer raschen Zelldegradation kommt.

In friheren Verodffentlichungen wurde gezeigt, dass TAM-Liganden nischenspezifische
Uberlebenssignale aktivieren. So fanden Shiozawa et al., dass die Gas-6/Mer Achse das Homing
und Uberleben der t(1;19)" B-Zell-Vorlaufer ALL in der Knochenmarksnische vermittelt [73].
Demgegenuber zeigen die eigenen Daten, dass Gas-6 im U343-ZNS Modell nur gering sezerniert
wird und stattdessen der Mer-Ligand Gal-3 hochreguliert wird.

Zu der Frage, ob Gal-3 Uberhaupt in ALL Zellen nachgewiesen werden kann, gibt es in der
Literatur widerspriichliche Angaben. Yamamoto et al. fanden zwar eine hohe Gal-3 Expression in
CML Zellen und sahen einen Zusammenhang mit Chemoresistenz und Homing in der
Knochenmarksnische, konnten aber in ALL Zellen keine Gal-3 Expression nachweisen [92].
Dazu im Widerspruch steht eine aktuellere Studie von Fei et al, die Gal-3 in ALL Zellen aus dem
Knochenmark und im Knochenmarksplasma adulter Patienten nachwiesen. Fei et al. fanden
dartber hinaus eine Assoziation von erhohter Gal-3 Expression und einer Vincristin- und
Nilotinibresistenz in B-Vorlaufer ALL Zellen [89]. Die eigenen Daten zeigen zwar, dass Gal-3
von 697 Zellen nicht sezerniert wird, die Kokultur aus 697 und U343 Zellen aber eine Gal-3
Induktion bewirkt. In ALL Zellen aus dem Knochenmark konnte, vereinbar mit den Daten von
Fei et al., Gal-3 in einigen Patienten nachgewiesen werden, die Expression war aber, im

Vergleich zur Expression in U343, gering.

Gal-3 konnte als Uberlebenssignal in der ZNS-Nische in Betracht kommen, da dessen Expression
in Glia Zellen, darunter in Mikroglia, Astrozyten und Oligodendrozyten beschrieben wurde.
Funktionell wird Gal-3 in diesem Kontext eine Rolle im Rahmen von neuroinflammatorischen

Prozessen zugeschrieben [93]. Dass Gal-3 die Interaktion von Tumorzellen und den Tumorzell-
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fordernden Zellen der Mikroumgebung vermittelt, wurde unter anderem im Rahmen der ALL,
der CML und von Neuroblastomen gezeigt, wo Gal-3 zellulare Uberlebensprozesse aktiviert und
unter anderem Einfluss auf die Onkogene RAS, BCL2 und MY C ausubt [94].

Fei, et al. haben sich in einer weiteren Studie mit den Mechanismen einer Gal-3 Aktivierung in
B-Vorlaufer ALL Zellen beschaftigt. Dabei zeigte sich, dass das Gal-3 in und auf ALL Zellen
von Stromazellen im Knochenmark stammt und die Transkription von LGALS3 mRNA in ALL
Zellen induziert. Dementsprechend fordert Gal-3 das Uberleben von ALL Zellen Gber eine Gal-3
Auto-Induktion. Sekundar wurde im Rahmen der Gal-3 Induktion eine Aktivierung von
Uberlebenssignalwegen, wie dem NFxB (Abkiirzung: nukledrer Faktor «B) Signalweg,
beobachtet [95]. Ob sich dieser Mechanismus auch auf die B-Zell-Vorlaufer ALL im ZNS
Ubertragen l&sst ist bisher nicht untersucht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit suggerieren, dass der Mer-Ligand Gal-3 als Mer-Aktivator im
U343-ZNS Modell in Frage kommt. Zukilnftige Untersuchungen konnten dies mit Hilfe eines
transienten oder permanenten Knockdowns von Gal-3 in U343 bzw. 697 Zellen bestatigen.
Dariiber hinaus konnte eine pharmakologische Gal-3 Inhibition in vitro und in vivo Daten liefern,
die helfen konnten, Gal-3 als therapeutisches Target der t(1;19)" B-Zell-Vorlaufer ALL im ZNS
zu implementieren. Daflir kommen einige Kandidatensubstanzen in Frage, die sich aktuell in der
praklinischen und teilweise schon in der klinischen Testung befinden. In einem in vitro ALL
Modell konnte gezeigt werden, dass der Gal-3 Inhibitor KB1019.7 eine durch Stromazellen
induzierte Vincristin Resistenz reduziert [96]. Sogenannte ,,Modified citrus pectins® (MCP), zu
denen auch der Galectin-3 Inhibitor GCS-100 zahlt, wurden erfolgreich in praklinischen
Modellen von Leuk&mien, Lymphomen, des multiplen Myeloms und zahlreicher solider
Tumoren eingesetzt. TD139 und GM-CT-01 konnte ein Einfluss auf immunologische Prozesse
bzw. auf die Entwicklung von Lebererkrankungen und Fibrose zugeschrieben werden. Die
Inhibitoren GM-CT-01 und GR-MD-12 werden aktuell im Rahmen des malignen Melanoms
klinisch getestet [94]. Keiner der genannten Wirkstoffe wurde bisher im Kontext der ZNS-ALL
getestet.
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7 Abkurzungsverzeichnis

Abkilrzung Beschreibung

7-AAD 7-Aminoactinomycin

AG Arbeitsgruppe

ALL Akute lymphatische Leukamie

ALS Amyotropher Lateralsklerose

AML Akute myeloische Leukamie

BFM Berlin-Frankfurt-Munster

BHS Blut-Hirn-Schranke

BLS Blut-Liquor-Schranke

BrdU Bromdesoxyuridin

CAR Chimeric antigen receptor

CAU Christian-Albrechts Universitéat Kiel

CD Cluster of differentiation

cDNA Komplementare Desoxyribonukleinsaure; engl. Complementary
deoxyribonucleic acid

CLIP Childhood Leukaemia Investigation Prague

CLL Chronisch lymphatische Leukamie

CML Chronische myeloische Leukamie

COALL Cooperative-ALL-Studiengruppe

ddH20 Doppelt destilliertes Wasser

DNA Desoxyribonukleinsaure; engl. Deoxyribonucleic acid

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

ELISA Antikdrperbasiertes Nachweisverfahren; engl. Enzyme Linked Immunosorbent
Assay

FACS Durchflusszytometrie (Abkirzung; engl. Fluorescence-activated cell sorting)

FLT3 Fms-Like-Tyrosinkinase-3
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Abkilrzung

Beschreibung

Gal-3 Galectin 3

Gas-6 Growth arrest—specific gene 6

GFP Green fluorescent protein

HBEC Brain-derived endothelial cells

IL-15 Interleukin 15

KD Knockdown

KK Kokultur

MCP Modified citrus pectins

MFI Mean fluorescence intensity

MHH Medizinische Hochschule Hannover

MK Monokultur

MRD Minimal residual disease

MTX Methotrexat

n.s. Nicht signifikant

NFkB nuklearer Faktor kB

NK Zellen Naturliche Killerzellen

NRA Neonatale Rattenastrozyten

NSG NOD scid gamma

NTV Non-targeting vector

PCR Polymerasekettenreaktion; engl. Polymerase chain reaction

gPCR Quantitative Polymerasekettenreaktion; engl. Quantitative polymerase chain
reaction

RNA Ribonukleinsaure; engl. ribonucleic acid

RNAI RNA Interferenz

SCD Stearoyl-CoA Desaturase

shRNA Small hairpin RNA

TAM Akronym der Rezeptoren Tyro3, Axl, Mer
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Abkilrzung

Beschreibung

TK Tyrosinkinase

TLP Traumatische Lumbalpunktion

Tulp1 Tubby-like Protein 1

TW Transwell®

Veh Vehikel (Tragersubstanz der entsprechenden Pharmaka)
ZAPT0 Zeta-chain-associated Proteinkinase 70

ZNS Zentrales Nervensystem
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8 Einheitenverzeichnis

Abkilrzung Beschreibung
J Mikro

d Dies (Tag)
Da Dalton

g Gramm

h Horis (Stunden)
k Kilo

I Liter

M Molar (mol/l)
n Nano

\ Volt
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