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1. Einleitung 1

1. Einleitung
1.1 Telomerbiologie
1.1.1 Telomere

1.1.1.1 Telomere — Struktur und Funktion

Der Begriff Telomer, abgeleitet vom griechischen telos (Ende) und meros (Teil),
wurde bereits 1938 von Hermann J. Muller eingefuhrt.

Mucleus

Telomer

Chromosom
i

Zentromer

— Telomear

Abbildung 1 Schematische Darstellung eines Metaphasechromosoms mit
Telomeren (aus ,Spektrum der Wissenschaft®, April 1996)

Telomere setzen sich aus einer Desoxyribonukleinsdure (DNA)-Komponente
und verschiedenen Proteinen, u.a. den sogenannten ,Telomer-bindenden
Proteinen TRF1 (telomeric-repeat binding factor 1) und TRF2 zusammen
(Blackburn, 1991; Smogorzewska et al., 2000; Zakian, 1995). Beide Proteine
sind an den Chromosomenenden lokalisiert.

Die DNA-Komponente der Telomere des Menschen und allen anderen
Wirbeltieren besteht aus 6 Basen mit der sich wiederholenden Sequenz
(TTAGGG)n (Moyzis et al., 1988). Im Gegensatz zur konservierten Nukleotid-
Sequenz bestehen in der Anzahl der Wiederholungen speziesspezifische
Unterschiede. Wahrend der Mensch im Durchschnitt Uber wenige Tausend
Wiederholungen pro Telomer verfugt, findet man z.B. bei der Maus oder der
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Katze Telomerenden bis zu einem Vielfachen dieser Lange (5 — 10 fach)
(Brummendorf et al., 2002; Kipling and Cooke, 1990).

Genauere Untersuchungen zeigten, dass die Telomerlange auch innerhalb
einer Art, selbst innerhalb verschiedener Gewebe und sogar von
Chromosomenarm zu Chromosomenarm Unterschiede aufweist (Martens et al.,
1998).

Der Telomer-Nukleoproteinkomplex leistet einen wesentlichen Beitrag zum
Schutz der kodierenden Bereiche des Chromosoms. Telomere sitzen wie
,Kappen® an Chromosomenenden und schitzen diese vor enzymatischer
Degradation, Rekombination und Fusion (Zakian, 1995). Der Verlust der
Kappenfunktion hat daher schwerwiegende Auswirkungen auf das Genom in
Folge von strukturellen und numerischen Chromosomenaberrationen (Bouffler
et al., 1996).

Eine weitere wichtige Rolle der Telomere ist die strukturelle Organisation der
Zellteilungsphase. Hier dienen sie als Anheftungspunkt der Chromosomen in
der Kernmatrix (Tommerup et al., 1994), sind fir die raumliche Anordnung von
Chromosomen im Zellkern und flr deren korrekten Trennung wahrend des
Zellzyklus verantwortlich.

Wie mit elektronenmikroskopischen Untersuchungen nachgewiesen werden
konnte, bilden die Enden der Chromosomen kein stumpfes Ende, sondern
spezielle Formationen aus. Das telomerbindende Protein TRF1, ein wichtiger
Regulator der Telomerlange, ist basierend auf biochemischen Untersuchungen
neben TRF2 an der Ausbildung dieses sogenannten t-(telomeric)-Loops
beteiligt (Abbildung 2). Dabei bildet die doppelstrangige Telomer-DNA den t-
Loop, wahrend das freie 3-Ende der Telomere in den doppelstrangigen
Telomerbereich eindringt und den D-(displacement) - Loop formiert.

Eine wichtige Funktion kommt hierbei dem Protein TRF2 zu, welches die
Ruckfaltung des 3’Einzelstrangs TTAGGG in die Doppelstrang-DNA und so die
t-Loop-Struktur induziert (van Steensel et al., 1998).
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o ¥
TRF1 dimer () l paipg

duplex DNA

3' overhang

TRF2 dimer ([} l irivagion

checkpoints, DNA repair, telomer:z

Abbildung 2 Elektronenmikroskopische Aufnahmen und Schemazeichnung
der Telomerenden und des Telomerloops (aus Griffith et al., 1999)

Auch flr die Lange der Telomere spielen diese und andere telomerbindende
Proteine eine Rolle.

Smogorzewska et al. (2000) erklarten die durch TRF1 und TRF2 vermittelte
negative Regulation der Telomerlange mit Hilfe der Beglnstigung der
geschlossenen Form des Telomers, des t-loops.

Dartber hinaus wurden zwei TRF1 beeinflussende Proteine beschrieben: In
vitro-Untersuchungen zeigen eine modifizierende Wirkung des Enzyms
Tankyrase (TRF1-interacting, ANKYrin-related ADP-ribose polymerase) auf
TRF1. Tankyrase hebt die Bindung von TRF1 an die Telomer-DNA auf, so dass
die Telomer-DNA fur das Enzym Telomerase zuganglich wird (Zhu et al., 1999;
Smith et al., 1998). Im Gegensatz dazu wird die Bindung von TRF1 an die
Telomere durch TIN2 (TRF1-interacting nuclear protein 2) vermittelt (Kim et al.,
1999). Neben den TRF1 bindenden Proteinen wurde hRap1 (TRF2-interacting
telomeric protein Rap1), als TRF2 bindendes Protein beschrieben (Li et al.,
2000a).
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Verschiedene Arbeitsgruppen identifizierten auf3erdem einen Zusammenhang
zwischen dem Protein Ku86, eine Untereinheit der DNA-abhangigen
Proteinkinase und den Telomeren. So fuhrt fehlendes Ku86 zu einem
verstarkten Auftreten von Chromosomenfusionen (Espejel et al., 2002; Samper
et al., 2000).

1.1.1.2 Telomere und das Endreplikationsproblem

Die Erklarung fur die Heterogenitat der Telomerlange ergibt sich aus der Natur
der DNA-Replikation. Durch die 5° — 3‘ Leserichtung der DNA-Polymerase,
kann eine kontinuierliche Replikation, ausgehend von einem RNA-Primer, nur
fur einen DNA-Strang erfolgen. Der zweite Strang wird diskontinuierlich
repliziert. Nach Aufwinden der Doppelhelix durch das Enzym Helicase binden,
im Unterschied zum kontinuierlich replizierten Leitstrang (,leading strand®),
mehrere kurze RNA-Stlcke als Primer an diesen Strang (,lagging strand®). An
deren freien 3‘OH-Enden beginnt die DNA-Polymerase o mit der Synthese der
sogenannten Okazaki-Fragmente. Nach enzymatischem Entfernen der RNA-
Primer koénnen die entstehenden Licken von der DNA-Polymerase &
geschlossen werden — mit Ausnahme des aullersten 5-Endes des ,lagging
strands® (Harley et al., 1990), welcher unrepliziert bleibt.

Diese inkomplette Replikation, das sogenannte ,Endreplikations-Problem®,
wurde bereits von Olovnikov (1973) und Watson (1972) erkannt und fuhrt bei
jeder Zellteilung zu einer Verkurzung der Telomer-DNA der Tochterzelle
gegenuber der Mutterzelle.

Hier zeigt sich die Funktion der nicht kodierenden Telomer-DNA als Pufferzone
zwischen Telomerende und kodierenden Nukleotidsequenzen. Der Verlust an
Telomersequenz in somatischen Zellen belauft sich dabei auf 50 bis 200
Basenpaare (bp) pro Zellteilung (Levy et al., 1992).

Bereits 1961 konnten Hayflick und Moorhead zeigen, dass somatische Zellen
sich in Kultur nur fir eine begrenzte Zeit teilen kdnnen, bevor sie in eine Art
Ruhezustand, die sogenannte ,Seneszenz“, ibergehen (Hayflick, 1965).

Dabei wird beim replikativen Altern die Lebensspanne der Zellen durch die
Anzahl der, wahrend der Expansionszeit in Kultur, durchlaufenen Zellteilungen
bis zum Erreichen des sogenannten ,Hayflick-Limit* bestimmt. In vitro konnte
gezeigt werden, dass sich primare, humane Zellen, in Abhangigkeit vom Zelltyp,
ca. 50- bis 80-fach teilen kdnnen, bevor sie in die Seneszenz Ubergehen. Diese
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Zellen leben zwar weiter und sind auch stoffwechselaktiv, doch haben sie die
Fahigkeit verloren sich weiter zu teilen. Seneszenz ist also nicht
gleichbedeutend mit Zelltod, sondern bedeutet vielmehr eine Art
postmitotisches Ruhestadium. Das Hayflick-Limit stellt somit einen wichtigen
Kontrollpunkt im Zellzyklus dar, welcher die Zelle vor Hyperproliferation im
Rahmen einer malignen Entartung schitzt (Schmitt, 2003). Verbunden ist das
Erreichen des Hayflick-Limits mit einer kritischen Telomerlange von ca. 5-7 kb.

Basierend auf diesen Arbeiten formulierte Calvin Harley das ,Modell der
mitotischen Uhr® somatischer Zellen, demzufolge die Telomerlange
Ruckschlisse auf die replikative Vergangenheit der Zelle in vitro und in vivo
zulasst (Harley et al., 1990) (Abbildung 3).

Telomerldnge
(in kb)
Keimbahnzellen
Telomerase-positiv

ca. 15kb pos

Stammzellen
Telomerase (+)

Mortale somatische Zellen '\ =srsssssssmmmnssmmnmnssmmnmnn >

Telomerase-negativ ope hTERT Expression
ca57TKb- = == m = in somatischen Zellen

Telomerase-positiv
Pré_crisi s-Zellen = 01 [ e >

0d Telomerase-negativ :_
ca. 2-4 kb | Immortale Tumorzellen

1 Telomerase-positiv
|

»
»

wm M2 .
Hayflick- Crisis Anzahl der Zellteilungen
Limit

Abbildung 3 Telomerhypothese der zellularen Alterung und Immortalisierung
(aus: Hartmann U. und Brimmendorf T.H.; Arzneimitteltherapie (2003) 6:176-
185; modifiziert nach Harley, Exp. Geront. 1992)
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Die scheinbar unbegrenzte Proliferationsfahigkeit von Tumorzellen ist mit der,
aus dem Hayflick-Limit resultierenden, eingeschrankten Proliferationsfahigkeit
somatischer Zellen nicht zu vereinbaren. Demzufolge verfigen Tumorzellen
offensichtlich Gber Mechanismen, die es ihnen ermoglichen, das Hayflick-Limit
zu Uberwinden.

Gegenwartige Modelle beschreiben den Weg zur Unsterblichkeit der Zellen, der
Immortalisierung, als einen zweistufigen Prozess (Abbildung 3). In vitro kdnnen
Zellen das als ,Mortalitatsstadium 1% (M1) bezeichnete Hayflick-Limit durch
Transformation mit viralen Onkogenen (z.B. ,simian virus“* SV 40 T, ,human
papilloma virus“ HPV E6) uUberwinden, indem diese vermutlich Zellwachstum
kontrollierende Gene [wie die Tumorsuppressorgene p53 und das
Retinoblastom (RB)-Gen] ausschalten. Daraus resultiert eine, gegenuber dem
Hayflick-Limit, verlangerte Zeit der Proliferationsfahigkeit und damit eine weitere
Verkurzung der Telomere, was infolge zunehmender genetischer Instabilitat zur
Akkumulation von chromosomalen Schaden fuhrt.

Der multifunktionale Transkriptionsfaktor p53 scheint eine wichtige Rolle in der
Uberwindung dieses, beim Erreichen des Hayflick-Limit ausgeldsten Signals der
Zellzyklusblockade zu spielen. Eine Aktivierung von p53 wird u.a. durch die
oben genannten DNA-Schaden (vor allem Doppelstrangbriche) ausgel6st und
stimuliert die Transkription zellzyklusregulierender Gene (von Zglinicki et al.,
1995). In den meisten Fallen sterben viele dieser post-seneszenten Zellen
aufgrund der erfolgten Schadigungen ab (Olovnikov, 1973). Im Gegensatz zur
Seneszenz handelt es sich hierbei um einen Zustand, der mit betrachtlicher
Instabilitdt der Chromosomenstruktur und nachfolgendem Zelltod — vermutlich
durch Apoptose — einhergeht. Nur einigen wenigen Zellklonen gelingt es, dieses
im Englischen recht treffend als ,crisis“ bezeichnete, ,Mortalitatsstadium 2“ (M2)
zu uberwinden.

Diese Zellen haben offensichtlich durch bestimmte genetische Veranderungen
die Fahigkeit zu unbegrenztem Zellwachstum erworben (Chiu and Harley,
1997). Die Suche nach dem Schlissel zur Immortalitat fuhrte dabei zu dem
Enzym Telomerase (de Lange, 1995; Greider, 1996; Morin, 1989)
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1.1.2 Telomerase

1.1.2.1 Telomerase — Struktur

Anfang der 80er Jahre gab es erste experimentelle Hinweise auf ein Enzym,
welches dem replikationsabhangigen Verlust der Telomer-,repeats®
entgegenwirken kann. Wie auch schon bei der Entschllisselung der Telomer-
DNA konnte dieses als Telomerterminal-Transferase bzw. Telomerase
bezeichnete Enzym zuerst in Wimperntierchen (Tetrahymena thermophila)
nachgewiesen werden (Greider, 1996). 1989 entdeckte Morin erstmals
Telomeraseaktivitat in  einer humanen Tumorzell-Linie (Morin, 1989).
Telomerase stellt einen Ribonukleoproteinkomplex dar, der aus einer RNA-
Komponente, einer katalytischen Untereinheit und mehreren assoziierten
Proteinen besteht. Trotz intensiver Forschung ist es bis heute noch nicht
gelungen, die Struktur der humanen Telomerase, einem ca. 1000 kDa grof3en
Molekuls, vollstandig aufzuklaren.

Bekannt ist bisher die Zusammensetzung aus einer 560 bp langen RNA-Matrize
(hTR, human telomerase RNA) (Feng et al.,, 1995) und einer reversen
Transkriptase, welche als katalytische Untereinheit des Enzyms fungiert
(hTERT, human telomerase reverse transcriptase) (Counter et al., 1998)
(Abbildung 4).

Die RNA-Komponente (5-CUAACCCUAAC)n der humanen Telomerase besitzt
dabei einen Abschnitt, komplementar zur humanen Telomersequenz
(TTAGGG)n.

Das uber 35 kb groRe hTERT-Gen ist auf dem kurzen Arm des Chromosoms 5
(5p15.33), ca. 2 Mb vom Telomer entfernt lokalisiert und besteht aus 16 Exons
und 15 Introns (Cong et al., 1999; Wick et al., 1999). Das daraus resultierende,
aus 1132 Aminosauren bestehende, 127 kDa grof3e hTERT-Protein enthalt die
konservierten Motive 1, 2 und A bis E bekannter reverser Transkriptasen (RT).
Zusatzlich zu diesen RT-Domanen ist das hTERT-Protein durch spezifische
Telomerase-Domanen, die T-Domanen gekennzeichnet (Meyerson et al.,
1997). Diese T-Domanen scheinen bei der Bindung der RNA-Komponente hTR
an die katalytische Untereinheit hnTERT eine wichtige Rolle zu spielen (Lai et al.,
2001) und befinden sich auf einem anderen Exon als die RT-Motive.

Im Gegensatz zu hTERT (Ducrest et al., 2002), dessen Expression vor allem in
Keimbahnzellen und malignen Tumoren gefunden wird, scheint hTR in allen
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bisher untersuchten Geweben ubiquitar exprimiert zu werden (Feng et al.,
1995).

Des weiteren wurden telomerasebindende Proteine (Abbildung 4), wie das TP1
(telomerase associated protein) des Telomerase-Komplexes identifiziert,
dessen Anwesenheit fir die Telomeraseaktivitat in vitro jedoch nicht zwingend
erforderlich zu sein scheint (Beattie et al.,, 1998; Harrington et al., 1997). Im
Gegensatz dazu wurden den Proteinen p23 und hsp90 sowohl in vitro als auch
in vivo eine essentielle Funktion fur die Telomeraseaktivitat zugeschrieben (Holt
et al.,, 1999). Ein weiteres Protein, das Dyskerin, ist ebenfalls in der Lage
sowohl Aufbau als auch Aktivitat des Enzyms zu modulieren (Mitchell et al.,
1999).

Telomer-Ende Telomerase-Komplex

Neu synthetisierte DNA Protein-Komponentern

Telomerbindende
Proteine

RAD 50
KU 70/80 Telomerase RNA
3 hTR 5

Proteine 2 erkennen das kurze Telomer-Ende

Abbildung 4 Telomere, Telomerase und Proteine, die deren Funktion
modulieren (aus: Hartmann U. und Brimmendorf T.H.; Arzneimitteltherapie
(2003) 6:176-185; modifiziert nach Keith et al. Expert Reviews, 2002)



1. Einleitung 9

1.1.2.2 Telomerase — Molekulare Regulationsmechanismen

Ein detailliertes Verstandnis der komplexen und dynamischen Mechanismen
zur Regulation der Telomeraseaktivitat ist Voraussetzung fur die Entwicklung
klinisch-therapeutischer Anwendungen. Viele Forschungsarbeiten fokussieren
sich dabei auf die transkriptionelle Regulation der katalytischen Komponente
der Telomerase, der hTERT. Trotz vielfacher Bemuhungen wurde der genaue
molekulare Mechanismus der Telomeraseaktivierung bisher nur zum Teil
aufgedeckt. Untersucht wurden hierbei neben der Regulation der hTERT-
Transkription die posttranslationale Modifikation der hTERT, der Transport zum
Kern, die Struktur des Telomerase Holoenzyms, sowie die Bindungsstellen der
Telomerase am Telomer.

Regulation der hnTERT Gen-Expression

Die Transkription der enzymatischen Untereinheit hTERT scheint der
entscheidende Schritt fur die Aktivierung der Telomerase zu sein. Wahrend die
RNA-Komponente hTR (Feng et al., 1995) ubiquitar exprimiert wird, ist die
hTERT-Expression in telomerasenegativen Geweben nicht vorhanden (Ducrest
et al., 2002). Des weiteren korreliert die Expression der hTERT mRNA, im
Gegensatz zu hTR, mit der Telomeaseaktivitdt (Ducrest et al., 2001), was
ebenfalls auf eine transkriptionelle Regulation der hTERT-Aktivitat hinweist.

Mittels Sequenz-Analysen des hTERT-Promotors wurden mehrere GC-reiche
Regionen identifiziert, welche um den Translations-Start (ATG) ausgedehnte
CpG-Inseln bilden. Es ist bekannt, dass die Methylierung der CpG-Inseln eines
Gens eine wichtige Rolle bei der Regulation von Differenzierung, Seneszenz
und Tumorentwicklung spielt (Merlo et al., 1995; Deng et al., 1999). Die Lage
des hTERT-Promotors zwischen diesen CpG-Inseln lasst demnach auf eine
transkriptionelle Regulation des hTERT-Gens durch Methylierung schlief3en.

Unterstutzt wird diese Annahme durch die Fahigkeit verschiedener Onkogene,
hTERT direkt zu induzieren. Der hTERT-Promotor enthalt Bindungsstellen fur
verschiedene Transkriptionsfaktoren (Cong et al., 1999). Die Anzahl dieser
potentiellen Bindungsstellen deuten auf eine Regulation der hTERT-Expression
auf mehreren Kontrollebenen hin. Von c-Myc (Wang et al.,, 1998) oder auch
dem humanen Papillomavirus 16 E6 Protein (Veldman et al., 2001), ist eine
Beteiligung an der Aktivierung der hTERT-Transkription bekannt. Daruber
hinaus ist auch Estrogen in der Lage uber direkte (estrogenresponsible
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Elemente des hTERT-Promotors) aber auch indirekte (c-Myc-Aktivierung)
Effekte Telomerase zu aktivieren (Kyo et al., 1999).

Daneben sind auch verschiedene Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel
Mad1 (Gunes et al., 2000) oder p53 (Xu et al., 2000) als negative Regulatoren
der hTERT bekannt.

Ferner wird angenommen, dass die fehlende Telomeraseaktivitat der meisten
somatischen Zellen auf die transkriptionelle Hemmung des hTERT-Gens
zuruckzufuhren ist. Im Einklang mit dieser Hypothese, fuhrt die Fusion normaler
somatischer  Zellen mit einigen telomerase-positiven Zellen  zur
Telomerasehemmung (Ishii et al., 1999). Des weiteren kann die hTERT-
Expression und auch die Telomeraseaktivitat von Tumorzellen durch den
Transfer spezifischer humaner Chromosomen gehemmt werden (Oshimura and
Barrett, 1997). In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen findet man auf
verschiedenen Chromosomen potentielle transkriptionelle Hemmer der hTERT.
Untersuchungen zeigen, dass der Transfer von Chromosom 3 (Tanaka et al.,
1998) und auch Chromosom 10 (Nishimoto et al., 2001) in der Lage ist die
Expression von hTERT zu hemmen.

Regulation durch Splicing-Varianten

Eine weitere Moglichkeit die Aktivitat der Telomerase zu regulieren bietet auf
transkriptioneller Ebene alternatives Spleiien der hTERT mRNA, welches zu
Proteinen unterschiedlicher GroRe fuhrt. Einige Gruppen beschrieben
unterschiedliche Splicing-Varianten der hTERT mRNA, nicht nur wahrend der
embryonalen Entwicklung (Kilian et al., 1997; Ulaner et al., 1998) sondern auch
im normalem Gewebe (Ulaner et al., 1998) und in Tumoren (Krams et al.,
2001). Diese Splicing-Varianten unterscheiden sich dabei in ihrer Fahigkeit,
aktive Telomerase zu generieren. Ergebnisse aus in vitro und in vivo
Untersuchungen zeigten, dass nur Transkripte der vollen Lange in der Lage
sind funktionsfahige Telomerase zu bilden. Neben diesen ,full-length®-
Transkripten (+a+B) wurden bisher sieben weitere Splicing-Varianten
beschrieben (Yi et al., 2001). Das hTERT Gen besitzt vier Insertions-Stellen
und zwei Deletions-Stellen (Abbildung 5 und 6), was eine Fulle an
Kombinations-Moéglichkeiten bietet. Alle Insertionen flhren durch die
Unterbrechung der RT Domane zu nicht funktionsfahigen Proteinen. Die a-
Deletion (36 bp) beinhaltet eine Deletion im Reversen Transkriptase (RT) Motif
A (Kilian et al., 1997; Wick et al., 1999) und fuhrt ebenfalls zu nicht
funktionsfahigen Proteinen. Interessanterweise wurde diese -a-Variante durch
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in vitro Untersuchungen auflerdem als dominant-negativer Repressor der
Telomeraseaktivitat identifiziert (Colgin et al., 2000; Yi et al., 2000). Die B-
Deletion (182 bp) fuhrt auf Grund ihrer Lage vor dem essentiellen RT Motif B
zum vorzeitigen Abbruch der Translation. Die Proteine der daraus
resultierenden Splicing-Varianten (-3 and -a-B) besitzen deshalb keine
katalytische Aktivitat. Die Entdeckung verschiedener Splicing-Varianten in
Proben mit wenig oder keiner Telomeraseaktivitat zeigen dartber hinaus, dass
die Transkription der hTERT mRNA nicht notwendigerweise zu funktionsfahigen
Jfull-length® Transkripten fuhrt.

5 12 B cb 3

36 bp 182 bp
hT2164F hT2620R

Abbildung 5 Aufbau des hTERT Gens mit den RT Motifs (1, 2 und A — E) und
den alternativen Splicing-Stellen. (Deletion « und p), flankiert von den
verwendeten Primern hT2164F und hT2620R. Die Insertions-Stellen 1 — 4 sind
nicht dargestellt.
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*a+ps7 bp)
ra* B (421 bp) —:_I-
TR o . I

PEER S N S

Abbildung 6 Darstellung der unterschiedlichen Splicing-Varianten der hTERT
MRNA. Nur das ,full-length® Transkript (+a+p) fuhrt zu einem funktionsfahigen
Protein und damit zur aktiven Telomerase.

Regulation durch posttranslationale Modifikation

Die transkriptionelle Regulation von hTERT ist zweifellos der grundlegende
Mechanismus zur Kontrolle der Telomeraseaktivitat. Dennoch weisen
Untersuchungen auf posttranslationale Modifikationen als zusatzliche
Regulations-mechanismen der Telomeraseaktivitdt hin. Untersuchungen an
ovarialem Gewebe sowie an Uterus-Leiomyom-Zellen fanden trotz hTR- und
hTERT-Expression keine nachweisbare Telomeraseaktivtat (Ulaner et al.,
2000). Daruber hinaus kann die Telomeraseaktivitat in Lymphozyten,
peripheren B- und T-Zellen, sowie in Tonsillen ungeachtet der einheitlichen
hTERT-Expression stark variieren (Liu et al., 1999), wahrend in einigen
Zellarten die hTERT mRNA Expression nicht ausreicht um Telomerase
uberhaupt aktivieren zu konnen. Die posttranslationale Modifikation von hTERT
spielt demzufolge eine wichtige Rolle in der Modifikation des aktiven sowie
inaktiven Zustands der Telomerase.

Reversible Phosphorylierung stellt einen der wichtigsten Mechanismen zur
Regulation von Struktur, Lokalisation und Aktivitdt von Proteinen dar. Einige
Studien weisen auf die Beteiligung unterschiedlicher Proteinkinase C (PKC)
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Isoformen an der Regulierung der Telomeraseaktivitat verschiedener Zellarten
hin (Ku et al., 1997; Li et al., 1997). Bekannt ist daruber hinaus sowohl die
Steigerung der Telomeraseaktivitat durch Aktivatoren der PKC als auch deren
Hemmung durch PKC-Inhibitoren (Bodnar et al., 1996). Untersuchungen dieser
Art zeigen, dass die Telomerase auf Proteinebene mittels Phosphorylierung
reguliert werden kann.

Neben der PKC ist auch die Proteinkinase B (PKB oder auch Akt Kinase
genannt) in der Lage die enzymatische Untereinheit hTERT zu phosphorylieren
und damit die Telomeraseaktivitat zu stimulieren (Kang et al., 1999). Durch die
Schlisselposition der Akt Kinase im Phosphatidylinositol 3 (PI3) - Signalweg
bietet diese Beobachtung zudem neue Erkenntnisse Uber welche molekularen
Mechanismen der PI3-Signalweges Zellwachstum und -Uberleben férdern und
damit Einfluss auf das Wachstum maligner Zellen nehmen kann (Lawlor and
Alessi, 2001).

Neuere Studien beschreiben die Fahigkeit der Tyrosinkinase c-abl hTERT in
vitro und in vivo zu binden und zu phosphorylieren. Im Vergleich zu PKC und
der Akt Kinase hemmt die Phosphorylierung von hTERT durch c-Abl die
Telomeraseaktivitat. Interessanterweise flihrte die Expression von c-Abl in
hTERT positiven Zellen nicht nur zu einer Herunter-Regulation der
Telomeraseaktivitat sondern auch zu signifikant kirzeren Telomeren gegenuber
c-Abl”™ Zellen (Kharbanda et al., 2000). Dariiber hinaus fiihrt die Behandlung
der Zellen mit ionisierender Bestrahlung Uber einen c-Abl-abhangigen
Mechanismus zur hTERT-Phosphorylierung. Unter Berucksichtigung der
Assoziation zwischen c-Abl und einem DNA-abhangigen Protein-Kinase-
Komplex (Kharbanda et al., 1997), beteiligt an DNA-Reparatur, Zellzyklus-
Arrest und pro-apoptotischen Aktivitaten, stellt die funktionelle Interaktion
zwischen c-Abl und hTERT einen engen Zusammenhang zwischen DNA-
Schaden, ihrer Reparatursysteme und der Erhaltung von Telomeren dar.

Ein  weiterer interessanter ¥ Mechanismus, bei welchem hTERT-
Phosphorylierung die Telomeraseaktivitat reguliert, zeigt sich bei der
Aktivierung von T-Lymphozyten (Liu et al., 1999). Wahrend unstimulierte
Lymphozyten bei nachweisbaren hTERT-Leveln keine Telomeraseaktivitat
zeigen, findet man in stimulierten Lymphozyten mit unwesentlich hoheren
hTERT-Spiegeln eine dramatische Steigerung der hTERT-Phosphorylierung
sowie der Telomeraseaktivitit. Diese Anderungen korrelieren auRerdem mit
unterschiedlicher subzellularer Verteilung von hTERT. Unphosphorylierte,
inaktive hTERT scheint sich zytoplasmatisch anzureichern, wahrend
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phosphorylierte, aktive hTERT in den Kern wandert und zur die Aktivierung der
Telomerase fuhrt (Liu et al., 2001).

1.1.2.3 Telomerase — L6sung des Endreplikationsproblems

Die Synthese neuer Telomer-Repeats erfolgt vermutlich bereits vor Beginn der
Replikation (Feist et al., 1998). Dabei nutzt die Telomerase einen Teil ihrer
RNA-Komponente hTR fur die Bindung an das Uberhdangende G-reiche
Telomerende, wahrend der andere Teil als Matrize fur die Reverse
Transkriptase hTERT dient, welche die DNA-Neusynthese ubernimmt (Morin,
1989).

Die Verlangerung der Telomere erfolgt dabei in insgesamt 3 Schritten: Nach der
Bindung des Telomerase-Enzymkomplexes an das freie 3’-Ende der
chromosomale DNA (Alignment) werden die Telomer-Repeats (TTAGGG)
synthetisiert (Elongation). Danach ruckt der Enzymkomplex weiter
(Translokation), wodurch eine neue Runde der Telomersynthese eingeleitet
wird.

Eine wichtige Kontrollinstanz der Elongation scheint dabei das telomerbindende
Protein TRF1 zu sein. Wird TRF1 in einer Tumorzell-Linie Uberexprimiert,
erfolgt eine kontinuierliche Verkurzung der Telomere. Mutiertes TRF1, welches
nicht mehr zur Telomerbindung fahig ist, fuhrte dagegen zur unkontrollierten
Telomerverlangerung (Smogorzewska et al., 2000; van Steensel and de Lange,
1997). Obwohl keine nachweisbare Beeinflussung der Expression und der
generellen Aktivitat der Telomerase durch TRF1 nachgewiesen werden konnte,
wirkt TRF1 als negativer Regulator der Telomerlange an individuellen
Telomeren. Wahrend TRF1 entlang des gesamten Telomers bindet, greift die
Telomerase an den Telomerenden an. Dabei kann die Zuganglichkeit des DNA-
Endes fur die Telomerase durch die Nahe des TRF1 zum Telomer-Terminus
(dem freie 3’-Ende des Telomers) vermindern sein. Eine alternative Erklarung
ist die Ausbildung der t-Loopstruktur, welche die Bindung der Telomerase,
verhindern kann. Ein weiteres Sequenz-spezifisches telomerbindendes Protein,
TRF2 (van Steensel et al., 1998) ist fur die Ausbildung der sogenannten t-loops,
und damit fir den Schutz der freien Telomerenden mitverantwortlich (Griffith et
al., 1999). Der Verlust an TRF2 fuhrt zur chromosomalen Veranderungen und
zum Zellzyklus-Arrest (van Steensel et al., 1998). Bei der Uberexpression von
TRF2 dagegen, wird der Zeitpunkt bis zum Eintreten der zellularen Seneszenz
in vitro Uber eine Reduktion der kritischen Telomerlangenschwelle verzogert
(Karlseder et al., 2002).
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1.1.2.4 Telomeraseunabhangige Verlangerung der Telomere

Einige Untersuchungen zeigten, dass der Mechanismus der Telomer-
Regulation vermutlich komplexer ist, als ursprunglich vermutet. Wahrend 90%
der Tumoren telomerasepositiv sind, stabilisieren / verlangern die restlichen
10% ihre Telomere auf andere Art und Weise. Es muss also von einem
weiteren Mechanismus der Telomerverlangerung ausgegangen werden. Dieser
weitere, telomerase-unabhangige Mechanismus wurde erstmalig 1995 von
Reddel et al. beschrieben (Reddel, 2003; Bryan et al., 1995) und als ,ALT
(alternative lenghtening of telomeres) pathway*“ oder ,ASP-pathway“ (alternative
senescence pathway) bezeichnet. Untersuchungen an immortalen Zellen ohne
Telomeraseaktivitat, hatten untereinander ein sehr ahnliches und typisches
Muster an TRFs (terminal restriction fragments) gezeigt. Mit einer TRF-Lange
von ca. 20-25 kb unterscheiden sie sich deutlich von den telomerasepositiven
Zellen, welche zwar stabile, aber kurzere TRFs aufweisen. ALT ist also
ebenfalls in der Lage die Telomerlange zu erhalten und unter bestimmten
Umstanden zu verlangern. Ferner konnte in Hefen nachgewiesen werden, dass
blanke, d.h. telomer-freie Chromosomenenden durch Rekombination Uber einen
RADS2-induzierten Prozess zu zusatzlichen Telomer-repeats gelangen konnen
(Wu et al., 2003).

Neueste Untersuchungen zur Hypermethylierung der hTR und hTERT-
Promotoren zeigten eine hohe Methylierungsfrequenz in den untersuchten ALT
Zelllinien (Hoare et al., 2001). Diese Hypermethylierung kann den Verlust der
Telomeraseaktivitat nach sich ziehen oder Verlust der Telomeraseaktivitat fuhrt
sekundar zur Hypermethylierung der Promotoren. Weitere Arbeiten beschrieben
in Interphasekernen von ALT Zelllinien, jedoch nicht in telomerasepositiven
immortalen oder telomerasenegativen mortalen Zellen, sogenannte
~promyelocytic leukemia bodies“ — PML-Koérper, deren Funktion noch unbekannt
ist. Die ALT-assoziierten PML-Korper enthielten ein PML-Protein, Telomer-DNA
und telomerbindende Proteine, wie TRF1 und TRF2, sowie Proteine, die bei der
DNA-Synthese und Rekombination beteiligt sind (Yeager et al., 1999). Kass-
Eisler und Greider vermuteten, dass ahnlich wie in der Hefe alle TMM —
.lelomere maintenance mechanism“ — zusammen auftreten, jedoch die
Telomerase der dominierende Weg zur Erhaltung der Telomere ist. Unter
bestimmten Umstanden kommt es dann zur Selektion des einen oder anderen
Mechanismus (Kass-Eisler and Greider, 2000). Dem ALT Mechanismus scheint
nach gegenwartigem Stand der Forschung bei Saugetieren allerdings
gegenuber der Telomerase eine weitaus geringere Bedeutung zuzukommen.
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1.1.2.5 Telomerase und ihre Bedeutung

Im Gegensatz zu Tumorzellen kann in somatischen Zellen, vermutlich durch
mangelnde Telomeraseaktivitat dieser Zellen, eine kontinuierliche Telomer-
verkdrzung in vitro und in vivo beobachtet werden. In periphere Blutleukozyten
und hamatopoetischen Stammzellen dagegen konnten einige Arbeitsgruppen in
einem geringen Ausmaly Telomeraseaktivitat nachweisen (ca. 10% des
Expressionsniveaus von Tumorzellen) (Broccoli et al., 1995; Hiyama et al.,
1995b; Yui et al.,, 1998). Vermutlich ist die geringe Expression nicht
ausreichend, um dem stetigen Telomerverlust entgegenzuwirken. Bei Zellen, fur
welche eine Stabilisierung der Telomerlange Uber Generationen hinweg
essentiell ist, wie zum Beispiel Keimbahnzellen, findet sich dagegen eine hohe
Expression des Enzyms (Wright et al., 1996).

Untersuchungen an  Mausen, deren RNA-Komponente der Telomerase
homozygot deletiert wurde (mTR™ = mice deficient for the mouse telomerase
RNA bzw. ,telomerase knock out Mause“) verdeutlichen die Bedeutung der
Telomerase fur den Erhalt der Telomere (Blasco et al., 1997). Homozygote
,knock-out Mause“ zeigen eine kontinuierliche Telomerverkirzung, bis es
schlieBlich zum volligen Verschwinden der TTAGGG-Wiederholungen kommt.
Dartber hinaus wurde mit steigender Generationenzahl eine Zunahme an End-
zu-End Fusionen, den sogenannten ,telomeric associations® (TA's) beobachtet.
Da in Mausen alle Chromosomen akrozentrisch vorliegen, entstehen durch die
Fusion der Telomere kurzer Chromosomenarme vorwiegend die sogenannten
Robertson-ahnliche Fusionen (,Robertsonian-fusion-like configurations®) sowie
durch Fusion der Ilangen Chromosomenarme sogenannte ,dicentric
chromosomes*® (Hande et al., 1999).

Trotz der stetigen Abnahme an Telomerlange bleiben die mTR” Méause bis in
die sechste Nachfolge-Generation zeugungsfahig. Zu diesem Zeitpunkt zeigten
die Mause jedoch zunehmend Defekte der Spermatogenese bis hin zur
Infertilitat, sowie neben Milzatrophien auch Stérungen der Wundheilung,
Immundefizienzen (insbesondere Defekte der B-lymphozytaren Reihe) und eine
Reduktion der Knochenmarkreserve. Gegenlber den Kontrolltieren war
aulRerdem eine deutlich erhdhte Tumorinzidenz und gesteigerte Apoptoseraten
innerhalb des hamatopoetischen Systems nachweisbar (Blasco et al., 1997;
Lee et al., 1998; Rudolph et al., 1999).

Auf der anderen Seite konnten Bodnar et al. sowie andere Arbeitsgruppen
zeigen, dass die Expression der Telomerase in ansonsten telomerasenegativen
humanen retinalen Epithelzellen und Fibroblasten zu einer Teilung der Zellen
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weit Uber das Hayflick-Limit hinaus fuhrt. Diese Zellen kdénnen somit als
immortalisiert betrachtet werden (Bodnar et al., 1998; Vaziri and Benchimol,
1998), womit die ,Telomerhypothese der zellularen Alterung“ (Harley et al.,
1992) nach Harley flr somatische, telomerasenegative Zellen als bewiesen
gelten kann.

Wahrend Epithelzellen, welche durch Transfektion mit hTERT immortalisiert
werden, gegenuber den Kontrollzellen keine Anzeichen einer malignen
Transformation aufweisen (Morales et al., 1999; Vaziri et al., 1999), schreiben
andere Untersuchungen der Telomerase allein ein telomerlangen-
unabhangiges onkogenes Potential zu (Stewart et al., 2002).

Des weiteren fuhrt die gemeinsame Expression von hTERT mit den H-ras und
SV40-large T Onkoproteinen in primaren Epithelzellen nicht nur zur
Immortalisierung, sondern auch zur malignen Transformation der Zellen (Hahn
et al., 1999a).

Wird andererseits die Telomerase ursprunglich telomerasepositiver immortaler
Zellen inhibiert, so erreichen diese nach einer definierten Anzahl von
Zellteilungen das Stadium der Seneszenz. Die Zeitspanne bis zum Erreichen
der Seneszenz korreliert dabei mit der Telomerlange der Zellen vor der
Mutation, was bedeutet, dass die Telomerreserve der Zellen vor dem
Abschalten der Telomerase die Anzahl der noch moglichen Zellteilungen
limitiert (Herbert et al., 1999).

1.1.2.6 Telomerase als diagnostischer und prognostischer Marker

In den letzten Jahren wurden die meisten malignen Tumorarten des Menschen
auf ihre Telomeraseaktivitat untersucht. Dabei zeigt sich in der Uberwiegenden
Mehrzahl der Tumoren eine hohe Enzymaktivitat, wahrend im Vergleich dazu
im umliegenden Normalgewebe keine nachweisbare Aktivitat gefunden werden
konnte (Shay, 1997). 90% aller untersuchten malignen Tumoren zeigen, wie
oben schon angesprochen, deutliche Telomeraseaktivitat (Schwartz et al.,
1995; Langford et al., 1995).

Fir die klinische Onkologie kdnnte hier eine Verwendung der Telomerase als
molekularer, mit der Proliferationsaktivitat assoziierter prognostischer und
diagnostischer  Marker  maligner  Erkrankungen liegen. Um die
Telomeraseaktivitat in unterschiedlichem Probenmaterial bestimmen zu kdnnen
wurden sensitive, sog. PCR-basierte TRAP-Assays entwickelt.

Dabei ist unklar, in wie weit diese Methode geeignet ist, um in
Routinemessungen angewendet werden zu kdnnen.
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Hiyama et al. (2000) berichteten in einer prospektiven Studie von einer
Verbesserung der Brustkrebsdiagnostik durch die Bestimmung der
Telomeraseaktivitat in  Feinnadelpunktionen mit einer Steigerung der
Genauigkeit gegenuber der konventionellen zytologischen Diagnose von 70%
auf 86%. Auch Untersuchungen an Zellen aus Blasenspulungen versprechen
eine Verbesserung der Diagnostik und des Monitorings des Blasenkarzinoms
(Dalbagni et al., 1997).

Trotzdem bleiben bei der Verwendung der Telomerase in der Diagnostik noch
die Fragen nach Grenzwerten fur Spezifitdt, Sensivitat und Genauigkeit des
Assays zu beantworten, bevor ein solcher Assay in die Routinediagnostik
ubernommen werden kann.

In vielen Studien wird versucht die Telomeraseaktvitat mit dem klinischen
Verlauf verschiedener Tumorentitaten zu korrelieren. Hiyama et al. (Hiyama et
al., 1995a) konnte beim Neuroblastom eine Korrelation zwischen der
Aggressivitat des Tumors und der Telomeraseaktivtat zeigen. Auch fur andere
Tumorarten, wie beim Magenkarzinom (Kakeji et al., 2001) oder der
chronischen und akuten Leukamien (Ohyashiki et al., 1997a; Ohyashiki et al.,
1997b) konnten Korrelationen zwischen der Telomeraseaktivitat und dem
Verlauf der Erkrankung festgestellt werden.

1.2 Messung der Telomerlange

1.2.1 Southern Blot

Die Telomerlangen-Messung humaner Zellen basierte bis vor einigen Jahren
auf dem Southern Blot (Oexle, 1998). Hierbei erhalt man nach dem
Restriktionsverdau der DNA Telomerfragmente (TRF = telomere/terminal
restriction fragment), welche mittels Elektrophorese nach GrolRe getrennt,
geblottet und anschlieBend mit einer telomerspezifischen Sonde hybridisiert
werden. In Folge der inter- und intrazellularen Heterogenitat der Telomere
verteilen sich die TRFs als ,Schmier“ auf der Membran.

Obwohl der Southern Blot eine haufig verwendete Methode zur Telomerlangen-
Messung ist, besitzt sie verschiedene Nachteile. Zum einen ist es nicht moglich
die Telomerlange einzelner Zellen oder auch Subpopulationen von Zellen
innerhalb einer Probe zu bestimmen. Zum anderen enthalten die
Telomerfragmente aufgrund der subtelomerisch gelegenen Schnittstelle der
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Restriktionsenzyme subtelomerische DNA (ca. 2.5 bis 4 kb) und geben die
Telomerlange nur annaherungsweise wieder (Murnane et al., 1994).
Zudem ist der Southern Blot eine zeitraubende, arbeitsintensive Methode,
welche groRe Mengen an unfixierten Zellen (mind. ~ 5 x 10° Zellen; > 2 ug
DNA) zur Isolation von hochmolekularer genomischer DNA bendtigt.

1.2.2 Q-FISH

Aufgrund der verschiedenen Nachteile und Schwierigkeiten des Southern Blot,
wurde in der Arbeitsgruppe von Peter Landsdorp die sogenannte ,quantitative
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung“ (Q-FISH) entwickelt. Dieser Methode liegt
die quantitative Hybridisierung der Telomer-Repeats mit einer komplementaren
fluoreszenz-markierten Peptid-Nukleinsaure (PNA-Sonde; ,peptide nucleic acid)
zugrunde (Lansdorp et al., 1996).

Dabei ist das negativ geladene Phospho-Deoxyribose-Ruckrat der DNA durch
eine ungeladene, auf N-Aminoethylglycin-Einheiten basierende
Polyamidstruktur ersetzt (Nielsen et al., 1994).

PNAs hybridisieren mit der komplementaren DNA oder RNA Uber
Wasserstoffbriicken-vermittelte Basenpaarung nach Watson-Crick (Egholm et
al., 1993) und zeichnen sich durch wesentlich thermostabilere Bindungen zur
Ziel-DNA aus. So kénnen bei niedriger lonenspannung
Hybridisierungsbedingungen gewahlt werden, die eine spezifische und
quantitative Bindung der Probe unter weitgehender Vermeidung von
unspezifischer Autohybridisierung erlauben.

Die Fluoreszenzintensitat der zur Darstellung kommenden Telomersignale kann
mittels digitaler Bildverarbeitung und einer eigens entwickelten Computer-
Software quantifiziert werden (Poon et al., 1999).

Da die Fluoreszenz proportional zur Anzahl der Telomer-Wiederholungen ist,
kann sie zur Messung der Telomerlange herangezogen werden (Lansdorp,
1996). Dieses Verfahren wird an Metaphasen, welche auf Objekttrager
aufgebracht werden, durchgefuhrt und erfordert eine wesentlich geringere
Zellzahl (102 bis 10° Zellen) als ein Southern Blot.

Daruber hinaus kann Q-FISH mit einer Karyotypisierung kombiniert werden und
erlaubt dann die spezifische Untersuchung der replikationsabhangigen
Telomerverkurzung der jeweiligen individuellen Chromosomenarme einer Zelle
(Lansdorp et al., 1996; Martens et al., 1998; Poon and Lansdorp, 2001).

Von Nachteil ist allerdings die Einschrankung dieser sehr laborintensiven
Methode auf sich teilende Zellen.
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1.2.3 Flow-FISH

Um die durchschnittlichen Telomerlangen groRerer Probenmengen analysieren
zu kénnen, wurde im Labor von Peter Lansdorp die Q-FISH Methode durch
Rufer und Brummendorf et al. fur die durchflusszytometrische Analyse von
Interphase-Zellen in Suspension weiterentwickelt (Rufer et al., 1998; Rufer et
al., 1999). Zur quantitativen Hybridisierung der Telomer-Repeats wird, wie
schon bei Q-FISH, eine fluoreszenz-markierte PNA-Sonde, komplementar zur
Telomer-DNA, verwendet. Man erhalt eine telomerspezifische Fluoreszenz,
welche anschlieRend mittels Durchfluss-Zytometrie schnell und reproduzierbar
gemessen und ausgewertet werden kann.

Im Gegensatz zu Q-FISH misst Flow-FISH dabei die Summe der
Telomersignale aller Chromosomenarme einer individuellen, diploiden Zelle,
unabhangig vom Zellteilungs-Status. Basierend auf der unterschiedlichen
Grole und Granularitat der Zellen ist es mdglich Subpopulationen (z.B.
Lymphozyten und Granulozyten innerhalb der peripheren Blutleukozyten)
gesondert zu analysieren. Neben der Schnelligkeit der Methode ist die geringe
benétigte Zellzahl (Minimum 10° Zellen pro Test) ein wichtiger Vorteil dieser
Methode. Durch Einsatz interner Kontrollen (Baerlocher et al., 2002) ist es
moglich, Unterschiede innerhalb eines Experiments und zwischen
unterschiedlichen Versuchen auszugleichen.

1.3 Chronisch Myeloische Leukdmie

1.3.1 Krankheitsbild

Die Chronisch Myeloische Leukamie (CML) ist eine klonale, myeloproliferative
Erkrankung der pluripotenten, hamatopoetischen Stammzelle und gehért damit
zu den Myelopoliferativen Syndromen. Kennzeichnend fur dieses Krankheitsbild
sind die z.T. sehr hohen Leukozytenzahlen, welche 1845 zu der von Virchow
gepragten Bezeichnung ,weisses Blut® oder ,Leukamie® gefuhrt hatten.

Ohne geographische Variationen betragt die Inzidenz der CML weltweit etwa 1-
1,5 / 10° Neuerkrankungen pro Jahr, wobei Manner ca. 1,4-mal haufiger
betroffen sind als Frauen. Obwohl CML im Allgemeinen eine Erkrankung der
Erwachsenen mit einem medianen Erkrankungsalter von ca. 50 Jahren ist, kann



1. Einleitung 21

sie in allen Altersgruppen beobachtet werden und macht etwa 20% aller
Leukamien aus (Lee, 2000).

Charakteristisch fur die CML sind drei Phasen: die chronische Phase (CP),
welche einige Jahre andauern kann, die akzelerierte Phase (AP) und die
Blastenkrise (BC), mit einer massiven Proliferation von unreifen, funktionslosen
Leukozyten.

Normal CP BC
o "
oo *Y a’ n
“' & - ®
e o °
o - ] 2 o
_ P ; v
>y . & & '_--:.‘ ~ G
: Y 9. s
. 4 e E
bl A .
c. g "

Abbildung 7 Blutausstrich eines gesunden Probanden (Normal) und eines
Patienten mit CML in der Chronischen Phase (CP) und in der Blastenkrise (BC)
(Med.Uniklinik Tbingen)

Typisches Charakteristikum der CP stellt eine Vermehrung der Zellen der
myeloischen Reihe aller Differentationsstufen, sowie mitunter eine deutliche
Steigerung der Thrombopoese dar. Wahrend die Beteiligung der B-
lymphozytaren Reihe keine Seltenheit ist, wird die Haufigkeit einer Beteiligung
der T-lymphozytaren Reihe kontrovers diskutiert (Brummendorf et al., 2000).
Nach 4 bis 6 Jahren (bei prognostisch gunstigen Verlaufen auch 8 — 10 Jahre)
kommt es zur Progression der Erkrankung, gekennzeichnet durch zunehmende
Blastenzahl, schlechtere medikamentdose Fuhrbarkeit oder Auftreten
zusatzlicher genetischer Abberationen. Die Akzeleration geht schlief3lich in die
terminale Blastenkrise Uber, welche einer akuten Leukamie gleicht und
therapeutisch nur wenig beeinflusst werden kann.

1.3.2 Das Philadelphia-Chromosom

Die CML ist durch eine spezifische, zytogenetische Anormalitdt, dem
Philadelphia-Chromosom gekennzeichnet. Ursachlich fur die Entstehung des
Philadelphia-Chromosoms ist eine reziproke Translokation zwischen den
langen Armen der Chromosome 9 und 22 (Ph+ t(9,22)) (Sawyers, 1992). Diese
Translokation fuhrt zur Kopplung des BCR-Gens (breakpoint cluster region, auf
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Chromosom 22) und des Gens fur die Tyrosinkinase ABL (Abelson-
Leukamievirus-ahnliche Tyrosinkinase, auf Chromosom 9). Auf dem
Philadelphia-Chromosom werden Teile beider Gene verknupft. Dabei entsteht
das neue BCR-ABL-Fusionsgen, welches fur die Expression eines spezifischen
Proteins, der konstitutiv aktiven Tyrosinkinase BCR-ABL verantwortlich ist. Je
nach Lage der Bruch- und Rekombinationsstellen der beteiligten Genabschnitte
resultieren Fusionsproteine unterschiedlicher Grofe.

Diese Fusionsproteine werden entsprechend ihrem Molekulargewicht eingeteilt.
Bei der CML uberwiegt die Expression des Fusionsproteins p210, wahrend bei
60 — 70% der Ph-positiven Akuten Lymphatischen Leukamien (ALL) vorwiegend
das Fusionsprotein p190 anzutreffen ist. p230 tritt dagegen nur bei einer
Untergruppe von CML-Patienten auf (Sawyers, 1999; Melo, 1996) (Abbildung
8).

Das BCR-ABL-Fusionsprotein stimuliert die unkontrollierte Proliferation der
betroffenen hamatologischen Stammzelle im Knochenmark und spielt die
wesentliche Rolle bei der Entstehung der CML.
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Abbildung 8 Molekulare Anatomie der BCR-ABL Translokation

Neben der engen Korrelation zwischen dem Nachweis der BCR-ABL
Translokation und dem klinischen Bild einer CML wird die zentrale Bedeutung
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von BCR-ABL fur die Entstehung der chronischen Phase der CML durch
Transfektionsexperimente in vitro (Daley and Baltimore, 1988) aber auch durch
die Transplantationsexperimente mit murinem BCR-ABL transfizierte
Knochenmarkzellen im Tierexperiment (Daley et al., 1990) belegt (Ubersicht in
(Wong and Witte, 2001)).

Zum einen fihrt BCR-ABL zu einer Steigerung der Zellwachstumsrate, zum
anderen zu einem anti-apoptotischen Effekt und zudem zu einer Veranderung
der adhasiven Eigenschaften gegeniber Knochenmarkstroma. Das erklart die,
bei Diagnosestellung bzw. im unbehandelten Zustand, deutlich erhdhte Zahl
insbesondere durch unreife myeloischen Zellen in Knochenmark und Blut der
Patienten.

1.3.3 BCR-ABL Signaltransduktion

So gut die Relevanz des BCR-ABL-Genprodukts fir den malignen Phanotyp
der CML untersucht wurde, so wenig ist bekannt Uber die Bedeutung der
einzelnen bislang charakterisierten Schritte der Signaltransduktionskaskaden
an deren Anfang die Phosphorylierung durch BCR-ABL steht.

Einzelne Interaktionspartner sind bekannt, darunter der sog. ,Growth-factor-
receptor binding protein 2“ — Komplex (GRB-2) (Pendergast et al., 1993) der
ebenso wie das sog. ,CRK-like-Protein“ (CRKL) (Feller et al., 1998; Rhodes et
al., 2000) zur Aktivierung des RAS-Signalweges Uber BCR-ABL fuhrt (Sawyers
et al.,, 1995). CRKL kann dartuber hinaus zu einer Aktivierung der Nicht-
Rezeptortyrosinkinase PI-3 (Phosphotidylinositol-3) fuhren, welche ebenfalls als
,downstream target® von BCR-ABL identifiziert wurde (Skorski et al., 1995).
Weitere Signalwege laufen Uber die Aktivierung von sog. Janus-Kinasen (JAK)
und STAT-Proteinen (= signal-transducer and activator of transcription) und die
damit verbundene Ausldsung von anti-apoptotischen Signalen.

Weiterhin beeinflusst BCR-ABL Adhasionsproteine wie Paxillin mit den damit
verbundenen Veranderungen des Adhasionsverhaltens der Zelle und ist so fur
eine vermehrte Zellfreisetzung in die Peripherie verantwortlich. Ein RAS-
unabhéangiger Signalweg ist die BCR-ABL-induzierte Uberexpression von c-myc
und die dadurch bedingte Transformation von Fibroblasten (Sawyers et al.,
1992; Sawyers, 1993).
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1.3.4 Therapie

Hauptziel der CML-Therapie ist die Stabilisierung des Blutbildes, sowie das
Erreichen eines hamatologischen (hematological response = HR) und
zytogenetischen Ansprechens (cytogenetic response = CR). Kennzeichen des
hamatolgischen Ansprechens ist neben Normalisierung der Leukozytenzahlen
eine Eliminierung unreifer myeloischer Blasten und eine Beseitigung der
Krankheitssymptome mit Stabilisierung des Therapieeffektes Uber mindestens 4
Wochen. Im Gegensatz dazu spricht man bei einer Verminderung oder
vollstandigen  Eliminierung  Philadelphia-positiver  Zellen von einem
zytogenetischen Ansprechen (CCR = complete cytogenetic response =
vollstandige Entfernung Ph+ Zellen; PCR = partial cytogenetic response =
Anteil Ph+ Zellen zwischen 1% und 35%).

Zur Behandlung der CML kommen heute verschiedene Therapieoptionen zur
Anwendung. Die einzig mdgliche kurative Therapie ist auch heute noch die
allogene (Geschwister- oder nichtverwandter Spender) Stammzell-
transplantation. Rein zytoreduktive, aber nicht kurative Behandlungen werden
mit Hydroxyurea (Hydroxycarbamid) oder Arabinosylcytosin (Ara-C; Cytarabin)
durchgefuhrt.

Seit 1986 hat Interferon-a (INF-a.) erhebliche Bedeutung in der CML-Therapie
gewonnen. Grund hierfir ist das Erreichen stabiler hamatologischer
Remissionen bei 70-80% der CML-Patienten, sowie teils lang andauernde
komplette zytogenetische Remissionen in einem kleinen Prozentsatz der Falle
(Hehlmann et al., 1994).

Durch die Einfiihrung von Imatinib (Glivec®) (Buchdunger et al., 1996) ist fiir die
Behandlung der CML eine vollkommen neue Situation entstanden (Goldman
and Druker, 2001). Glivec® (Imatinibmesylat, auch unter der Bezeichnung STI
571 | GCP 57148 bekannt) ist der erste klinisch erprobte selektive
Tyrosinkinsaseinhibitor.
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Abbildung 9 Chemische Struktur von Imatinib (Glivec®) und Wirkmechanismus
(aus Produktinformation Novartis Oncology)

Imatinib unterdrickt Uber kompetitive Hemmung der ATP-Bindungsstelle der
Tyrosinkinase relativ spezifisch die Wirkung von BCR-ABL, aber auch von
anderen Tyrosinkinasen wie ABL, dem Stammzellrezeptor c-kit und PDGF-R
(platelet-derived growth factor rezeptor) (Druker et al., 1996). Die Substanz
zeigt hohe zytogenetische Ansprechraten in sowohl der chronischen Phase
(CP) (Kantarjian et al., 2002) der Erkrankung als auch in der akzelerierten
Phase (AP) (Talpaz et al., 2002) und der Blastenkrise (BC) (Sawyers et al.,
2002).

Inzwischen wurde Imatinib als Therapie erster Wahl fur Patienten mit neu
diagnostizierter CML, sowie zur Behandlung von c-kit-positiver nicht
resezierbarer und/oder metastasierter Gastrointestinaler Stromatumoren (GIST-
Tumoren) zugelassen. Bei letzteren wird eine Mutation in c-kit fir die
Entstehung der Erkrankung verantwortlich gemacht.

Imatinib wird im Allgemeinen von den Patienten gut toleriert, typische
Nebenwirkungen der Behandlung mit Imatinib, neben Ubelkeit, Erbrechen,
Muskelkrampfen und Odemneigung, betreffen das blutbildende System mit
Abfall der Erythrozyten, Leukozyten und der Thrombozyten im Blut (Druker et
al., 2001). Ein weiteres Problem der Therapie kann die Resistenzentwicklung
gegeniiber Imatinib sein. Mégliche Mechanismen sind Uberexpression des
BCR-ABL-Proteins, genomische Amplifikation von BCR-ABL, gesteigerte
Expression des P-Glykoproteins mit Induktion einer Multi-Drug-Resistenz
(MDR), eine Mutation der Tyrosinkinase-Domane von BCR-ABL und
gesteigerte Wirkspiegel des sauren o1-Glykoproteins mit der Folge einer
gesteigerten Bindung von Imatinib. Die klonale Selektion von Blasten mit
Vervielfachung des BCR-ABL-Gens oder mit Punktmutationen, die eine
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Konformationsanderung der ATP-Bindungsstelle auslosen, wurde bei Patienten
mit sekundarer Imatinib-Resistenz beschrieben (Shah and Sawyers, 2003).

1.4 Akute Myeloische Leukdmie

1.4.1 Krankheitsbild

Bei der akuten myeloischen Leukamie (AML) handelt es sich um eine sehr
heterogene Erkrankung. Die Entwicklung einer AML resultiert aus einer Vielzahl
von genetischen Veranderungen  hamatopoetischer Stamm-  oder
Vorlauferzellen (Jamieson et al., 2004; Cozzio et al., 2003). Obwohl mit Hilfe
genetischer Studien der klonale Ursprung der AML nachgewiesen werden
konnte, ist die genaue Urspungszelle der leukdmischen Transformation noch
unbekannt.

Im Gegensatz zur Chronischen Phase der CML ist die Folge dieser
Transformation der Verlust oder die Einschrankung des
Differenzierungspotentials der Zellen mit Stop der Ausreifung auf einem sehr
frihen Stadium der Myelopoese. Bei erhaltener Proliferationskapazitat kommt
es zur Akkumulation der Blasten im Knochenmark, im peripheren Blut und in
extramedullaren Organen. Folge davon ist die sukzessive Verdrangung der
normalen Hamatopoese im Knochenmark mit den haufig akut auftretenden
Symptomen Blutung, Anamie und Infekt.

Die Inzidenz der AML liegt bei 2,3 / 100 000 Einwohner pro Jahr, wobei die
Haufigkeit mit dem Alter zunimmt, so dass das mediane Erkrankungsalter bei
ca. 60 Jahren liegt. Die AML macht somit 80% der akuten Leukamien der
Erwachsenen und 20% der Kinder aus.

1.4.2 Einteilung und Klassifikation

Die AML ist keine homogene Erkrankung, deshalb existieren neben der
Einteilung nach Verlauf der Erkrankung in de-novo AML oder sekundare AML
noch verschiedene andere Moglichkeiten der Klassifikation.

Die gebrauchlichste Einteilung der AML erfolgt nach der FAB-Klassifikation
(French-American-British). Diese beruht auf der Morphologie der
vorherrschenden Blasten-population, welche mit Hilfe der panoptischen
Farbung (Pappenheim) sowie einer zytochemischen Farbungen (Peroxidase,



1. Einleitung 27

Periodschiffsdure, unspezifische Esterase) (Bennett et al., 1985) beurteilt wird.
Erganzt und unterstutzt wird diese morphologische Klassifizierung durch
Durchfluss-Zytometrie (immunologische Klassifikation) und die Chromosomen-
analyse (Zytogenetik verschiedener Chromosomenabberationen).

Nach 25 Jahren FAB-Klassifikation wurde von der WHO ein neuer Vorschlag
zur Einteilung der AML gemacht. Diese Klassifikation enthalt neben
morphologischen, zytochemischen und immunologischen Kriterien auch
zytogenetische und klinische Merkmale, die prognostisch relevant sein kdnnen
(Harris et al., 2000).

1.4.3 Therapie

Standard einer rein medikamentdosen AML-Therapie ist heute die intensive
Polychemotherapie mit mehreren Zytostatika. In der ersten Behandlungsphase,
der Induktionsphase, wird eine rasche Reduktion der Leukamiezellmasse unter
die mit Routineverfahren noch nachweisbare Grenze, sowie die Rekonstitution
der gesunden Hamatopoese angestrebt (Cheson et al., 1990). Erreicht wird
dies durch intensive Behandlung mit mehreren verschiedenen Zytostatika,
welche zu einer lang anhaltenden Knochenmarksaplasie fuhren. Die
Fortsetzung der Therapie nach Erreichen einer kompletten Remission (CR)
beruht auf der Vorstellung, dass ein mdgliches Rezidiv der Leukamie von den
zum Remissionszeitpunkt noch vorhandenen Leukamiezellen ausgeht und die
Dauer der Remission von deren Zahl und Proliferationskapazitat bestimmt wird.
Die Postremissionstherapie ist von ahnlicher antileukamischen Wirkung, wie die
Induktionsphase, haufig werden hier die gleichen Zytostatika eingesetzt oder
auch mehrere nicht kreuzresistente Medikamente. Im Anschluss wird oft noch
eine Erhaltungstherapie mit einer Gesamtdauer von bis zu 1,5 Jahren
angeschlossen.

1.5. Hemmung der Telomerase — ein neuer Therapieansatz

1.5.1 Prinzip

In den letzten Jahren wurden die meisten malignen Tumoren des Menschen auf
Telomerase-Aktivitat hin untersucht. Dabei zeigte sich in der Uberwiegenden
Mehrzahl der Tumoren eine hohe Enzymaktivitat und im Vergleich dazu keine
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nachweisbare Aktivitat im umliegenden Normalgewebe (Shay and Bacchetti,
1997; Sommerfeld et al., 1996; Schwartz et al., 1995; Langford et al., 1995). Das
Enzym Telomerase bzw. dessen Hemmung durch neue therapeutische
Strategien bietet (neben der Nutzung des Enzyms als diagnostisch-
prognostischer Faktor (Hiyama et al., 1995a)) die Madglichkeit eines vdllig
neuartigen, kausalen und zudem auch tumorentitats-Ubergreifenden
therapeutischen Ansatzes zur Behandlung maligner Tumoren, welcher
gegenwartig weltweit intensiv bearbeitet wird.

1.5.2 Tumorbiologische Uberlegungen und Perspektiven

Theoretische Uberlegungen, die den klinischen Einsatz von Telomerase-
Inhibitoren limitieren kénnten, ergeben sich zum einen aus der Tatsache, dass
sich nicht in allen malignen Tumoren Telomerase-Expression findet. Zum
anderen konnte diese Therapie bei Tumoren mit relativ langen Telomeren zum
Zeitpunkt des Therapiebeginns moglicherweise erst nach einer, viele Monate
oder gar Jahre andauernden, Latenzzeit zur proliferationsrelevanten Verkilrzung
der Telomere fuhren, da die Zelle zunachst ihr vorhandenes
Replikationspotential aufbrauchen wirde.

Dies legt zumindest im metastasierten Stadium die Kombination von
Telomerase-Inhibitoren mit konventionellen Therapiemodalitaten (Chirurgie,
Bestrahlung, Chemotherapie) nahe, um die erforderliche Reduktion der
Tumorlast zu erzielen, die den Substanzen die notige Zeit gibt, ihre
antiproliferative  Wirkung zu entfalten. Analog bietet sich die Therapie bei
minimaler Tumorlast z.B. im Sinne einer minimalen Resterkrankung (MRD) oder
in einer adjuvanten (beispielsweise Hochrisiko-) Situation an. Es ist dartber
hinaus maoglich, Tumorzellen mit Telomerase-Inhibitoren fur konventionelle
Chemotherapien zu sensibilisieren. So berichtete Kondo et al. (Kondo et al.,
2001) von einer Steigerung der Sensitivitat humaner Gliomzellen fur die
Cisplatin-induzierte Apoptose in vitro in Folge von Telomerase-Inhibition durch
stabile Expression einer anti-hTR-RNA und Ludwig et al. (2001) zeigte einen
gesteigerten apoptotischen Effekt von Topoisomerase-Hemmstoffen durch ein
anti-hTERT-Ribozym. Alternativ. ware es unter den oben genannten
tumorbiologischen Gesichtspunkten auch vorstellbar, zukunftig
replikationsabhangige und replikationsunabhangige telomerase-spezifische
Therapiestrategien zu kombinieren.
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Potentielle Nebenwirkungen einer Therapiestrategie mit Telomerase-Inhibitoren
betreffen eine Verkurzung der Telomere in Keimbahnzellen des Patienten. Dies
konnte zur Folge haben, dass es im Falle von weiterbestehender Fertilitat zu
einer Verkurzung der Telomere bei den Nachkommen dieser Patienten kame.
Aulerdem koénnten telomerasepositive somatische Zellen, wie zum Beispiel
aktivierte Lymphozyten oder hamatopoetische Stammzellen in ihrer
Proliferationsfahigkeit durch die Therapie mit Telomerase-Inhibitoren
beeintrachtigt werden.

Ein engmaschiges telomerbiologisches Monitoring der zu behandelnden
Patienten ist erforderlich, um sowohl die Effekte der Substanzen auf die
erkrankte (im Falle von hamatologischen Neoplasien) als auch auf die normale
Hamatopoese rechtzeitig erkennen zu kdénnen.

Mit dem Ziel der Entwicklung neuer telomerase-inhibitorischer Strategien werden
verschiedenste Angriffspunkte des Telomerase-Komplexes evaluiert. In den
letzten Jahren wurden Telomerase-Inhibitoren in einer Vielzahl von
Publikationen erwahnt. White et al. (White et al., 2001) erarbeitete verschiedene
theoretische Vorraussetzungen fiur den telomerabhangigen, antiproliferativen
Effekt einer Telomerase-hemmenden Substanz:

[1] Der Inhibitor sollte die Telomerase-Aktivitat reduzieren, aber initial keinen
Effekt auf die Zellwachstumsrate zeigen.

[2] Die Zugabe des Inhibitors sollte mit jeder Zellteilung zu einer progressiven
Verkurzung der Telomere fuhren.

[3] Die Zugabe des Inhibitors sollte nach (langerer) Therapie zu Apoptose oder
Wachstumsarrest der Zellen fuhren.

[4] Die Behandlungsdauer bis zum Einsetzen eines proliferationshemmenden
Effekts sollte direkt mit der initialen Telomerlange korreliert sein.

[5] Substanzen, welche die Telomerase-Aktivitat nicht reduzieren, sollten die
Zell-Proliferation oder Telomer-Verkurzung ebenfalls nicht verringern.

1.5.3 Selektive Hemmung der Telomerase - BIBR1532

Ein groRer Fortschritt in der Entwicklung neuer, selektiver Telomerase-
Inhibitoren wurde durch das Screening verschiedener ,small molecule”
Substanzen gegen telomerasehaltige Kernextrakte erreicht. Diese Stoffe erflillen
die oben genannten theoretischen Anforderungen an einen Telomerase-Inhibitor.
Das heilt, sie zeigen keinen Effekt auf das kurzzeitige Uberleben oder das
Wachstum der Zellen und bewirken eine replikationsabhangige Verklrzung der
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Telomere in Krebszellen. Experimentelle Erfolge wurden mit der von Boéhringer
Ingelheim entwickelten Substanz BIBR1532 (2-[(E)-3-naphtalen-2-yl-but-2-
enoylamino]-benzoesaure erzielt (Damm et al., 2001). Bei dieser Substanz
handelt es sich um einen nicht nukleosidischen Reverse Transkriptase-Inhibitor,
der in vitro bei verschiedenen Tumorzelllinien zu einer Verkurzung der Telomere
und zu einem seneszenten Phanotyp fuhrt. Dartber hinaus kann unter Einsatz
dieses Inhibitors in einem Maus-Xenograft-Modell eine Reduktion der
TumorgroRen gegenuber Kontrolltieren festgestellt werden. Ein weiterer Vorteil
besteht in der oralen Bioverfugbarkeit der Substanz, was in Anbetracht der zu
erwartenden Einnahme der Substanz im Sinne einer ,Dauertherapie“ von
besonderer Bedeutung ist.

o) OH
\

NH

Abbildung 10 Chemische Struktur von BIBR1532

1.5.4 Weitere Strategien

Verschiedene weitere therapeutische Prinzipien wurden bislang in vitro und in
praklinischen in vivo Modellen gepruft. Beispielhaft sei die Hemmung der
katalytischen Untereinheit der Telomerase (hTERT) mit aus der HIV Therapie
bekannten Inhibitoren der Reversen Transkriptase wie zum Beispiel
Azidothymdin (AZT) erwahnt (Strahl and Blackburn, 1996).

Weitere Ansatze zielen auf eine Hemmung der RNA Untereinheit, hTR mittels
sog. ,Antisense“-Strategien (Kushner et al., 2000) ab. Hier ruhen die Hoffnungen
insbesondere auf RNA Analoga (wie z.B. 2'5-Oligoadenylat (2,5-A)-
Oligonukleotiden (Kondo et al., 2000; Kushner et al., 2000) und den sog.
pepetide nucleic acids (PNA) (Norton et al., 1996; Shammas et al., 1999).

Einen weiteren Angriffspunkt fur therapeutische Intervention konnte die
Stabilisierung der raumlichen Konfiguration der Telomere bieten (Hurley et al.,
2000). Damit kann die Anlagerung der Telomerase an das Telomerende
gehemmt werden. .,Hammerhead“ Ribozyme, so genannt wegen ihrer
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spezifischen Y-formigen Struktur, erkennen spezifische Sequenzen und spalten
die Ziel-RNA an diesen Stellen durch ihre Endoribonuklease-Aktivitat (Yokoyama
et al., 2000).

Von den genannten Ansatzen abzugrenzen sind immuntherapeutische
Strategien, die sich die Expression des Enzyms in der Mehrzahl der
untersuchten Tumorentitaten als sog. ,Pan-Tumor-spezifisches Antigen“ zunutze
machen (Nair et al., 2000).

Eine alternative Strategie nutzt die Telomerase-Expression in malignen
Geweben, um zytotoxische Molekulle tumorspezifisch zu aktivieren, wo sie ihre
Wirkung telomerunabhangig entfalten konnen. hTR und/oder hTERT-Promotoren
ergeben eine Vielzahl an exzellenten Angriffspunkten fir derartige
Therapiestrategien (Nettelbeck et al., 2000).
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2. Fragestellung

2.1 Telomerlangen-Dynamik der Chronisch Myeloischen
Leukamie (CML) unter Behandlung mit dem
Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib

Uber eine deutlich erhéhte Teilungsrate in den malignen, hadmatopoetischen
Stammzellen kommt es bei dem Krankheitsbild der Chronisch Myeloischen
Leukamie (CML) zu einer akzelerierten Telomerverkirzung der malignen
Zellpopulation im Laufe der chronischen, klinisch stabilen Phase der Erkrankung.
(Brummendorf et al.,, 2000). Trotz erhdhter Telomerase-Aktivitat der
fortschreitenden Erkrankung uUberwiegt offensichtlich der Effekt des gesteigerten
Stammzellturnovers und damit des erhéhten zellularen Umsatzes.

Seit Einfiihrung des selektiven Tyrosinkinaseinhibitors Imatinib (Glivec®) hat sich
die Therapie der CML-Patienten grundlegend geandert (Buchdunger et al., 1996;
Goldman and Druker, 2001).

In Folge dessen ergab sich fur die vorliegende Arbeit folgende Fragestellung:

1) Inwieweit schlagt sich ein Ansprechen auf diesen veranderten
Therapieansatz mit Imatinib (Sawyers et al., 2002; Talpaz et al., 2002) in
einer Zunahme der durchschnittlichen Telomerlange nieder?

Dieser Teil der Arbeit wurde in Zusammenarbeit mit Fr. Dr. med Inci Ersoz
erstellt.

2.2 Untersuchungen zum funktionellen Zusammenhang
zwischen der BCR-ABL-Tyrosinkinaseaktivitdt und der
Telomerase-Aktivitat bzw. Telomerlange in vitro

Die c-Abl Tyrosinkinaseaktivitat wird in gesunden Zellen streng reguliert. Dartber
hinaus konnte gezeigt werden, dass c-Abl an die katalytische Untereinheit der
humanen Telomerase (hTERT) bindet, diese phosphoryliert und damit eine
signifikante Hemmung der Telomeraseaktivitat bewirkt. Interessanterweise fuhrt
die Expression von c-Abl in hTERT positiven Zellen nicht nur zu einer
Herunterregulation der Telomerase-Aktivitdt sondern auch zu signifikant
kiirzeren Telomeren gegeniiber c-Abl” Zellen (Kharbanda et al., 2000).
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Aufgrund dieser Daten stellte sich die Frage:

1) Gibt es analog zu c-Abl, eine funktionelle Interaktion zwischen BCR-ABL
und der Telomerase-Regulation?

Die Hemmung von BCR-ABL durch Imatinib koénnte demzufolge die
Phosphorylierung von hTERT analog zur c-ABL-Wirkung aufheben und damit
uber steigende hTERT-Aktivitat eine Verlangerung der Telomere bewirken.
Untersuchungen dieser funktionellen Interaktionen wurden mit Hilfe
pharmakologischer Hemmung der Tyrosinkinaseaktivitat mittels Imatinib am
Beispiel Ph+ und Ph- Zell-Linien durchgeflihrt. Hierbei wurde die relative
Telomerase-Aktivitat mit  TRAP-Assay bestimmt und  sequentielle
Telomerlangen-Messungen mittels Flow-FISH durchgeflhrt.

Eine funktionelle Interaktion zwischen der Tyrosinkinase BCR-ABL und der
Telomerase-Aktivitat, sowie der Telomerlange in Ph+ Zell-Linien konnte dabei
auf einen direkten Effekt von Imatinib auf die Ph+ Zellen des CML-Patienten
hinweisen. Das Fehlen dieser Interaktion wurde die Theorie der Zunahme
gesunder Ph- Zellen im peripheren Blut der Patienten erharten.

2.3 Telomerlange und hTERT-Expression als prognostischer
und diagnostischer Marker myeloischer Leukamie

Eine weitere Erkrankung des hamatopoetischen Systems, welcher eine maligne
Transformation hamatopoetischer Stamm-, bzw. Vorlauferzellen zugrunde liegt,
ist die akute myeloischen Leukamie (AML).

Die AML reprasentiert eine genetisch sehr heterogene Erkrankung, verbunden
mit dem unkontrollierten Wachstum unreifer myeloischer Zellen (Dash and
Gilliland, 2001; Lowenberg et al., 1999). Die Prognose des Ansprechens auf die
Therapie stutzt sich heute vor allem auf die Zytogenetik. Trotz allem zeigen 2/3
der Patienten einen normalen Karyotyp (Grimwade et al., 1998; Slovak et al.,
2000). Die Bestimmung der FLT3-aktivierenden Mutation (Thiede et al., 2002) ist
eine Moglichkeit diese Gruppe zu unterteilen. Trotzdem werden fur eine weitere
Einteilung dieser, was das Ansprechen auf die Therapie betrifft, sehr
heterogenen Gruppe weitere prognostische Faktoren bendtigt.

Auf den prognostische Nutzen der Telomerlangen-Analyse und auch der
Bestimmung der Telomerase-Aktivitdt wurde schon im Rahmen anderer
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hamatologischen Erkrankungen hingewiesen (Brummendorf et al., 2001,
Ohyashiki et al., 2002).

Bislang wurden einige Studien zur Telomerase-Aktivitat und Telomerlange von
AML-Patienten (Seol et al.,, 1998; Xu et al.,, 1998), allerdings mit sehr
heterogenen Daten unterschiedlicher Leukozyten-Subpopulationen veréffentlicht.
Systematische Untersuchungen zur Telomerlange, Expression der katalytischen
Untereinheit der Telomerase hTERT, sowie der verschiedenen hTERT Splicing-
Varianten einer definierten Subpopulation, die eine Aussage zu deren
diagnostischen bzw. prognostischen Wert zulassen fehlten bei der AML bisher.
Aufgrund dieser offenen Fragen ergaben sich fir diesen Teilaspekt der Arbeit
folgende Ziele:

1)  Konnen die Telomerlangen, hTERT-Expressionen oder des hTERT-Splicing
mit der karyotypischen Instabilitat der AML-Proben korreliert werden?

2) Haben Telomerlange, hTERT-Expression oder die Splicing-Varianten der
hTERT eine Bedeutung als diagnostische oder prognostische Marker fur
die AML?

24 Telomere und Telomerase als Angriffspunkt fir
pharmakologische Modulation

Durch den Nachweis der Telomerase in ca. 90% aller Tumorzellen, stellt die
Hemmung dieses Enzyms einen moglichen Ansatzpunkt flr ein neues Prinzip in
der Tumortherapie dar.

Deshalb beschaftigte sich ein weiterer Teil der Arbeit mit der pharmakologischen
Beeinflussung der Telomerase. Am Zellmodell der CML und der AML wurde die
Effektivitat des neuen Telomerase-Inhibitors BIBR1532 getestet (Damm et al.,
2001). Ziel dieser Untersuchungen war:

1)  Unterscheidet sich der Effekt einer pharmakologischen Hemmung der
Telomerase-Aktivitat in Ph+ und Ph- Zellen?

2) Ist die pharmakologische Hemmung der Telomerase-Aktivitat eine neue
Therapieoption myeloischer Leukamien?
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3) Kann der therapeutische Effekt von Imatinib auf BCR-ABL-positive Zellen

durch parallele Behandlung mit dem Telomerase-Inhibitor BIBR1532
verbessert werden?

Dazu sollten vor allem sequentielle Telomerlangen-Messungen mittels Flow-
FISH durchgefuhrt und sowohl Proliferaton als auch die Morphologie der Zellen
verfolgt werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Chemikalien, Reagenzien und Kits

Tabelle 3.1 Chemikalien, Reagenzien und Kits

Substanz

Hersteller / Lieferant

Agarose GTQ
Ammoniumchlorid-Lésung

BEADS, Quantum TM 24 FITC Premix

Borsaure

BSA (Bovines Serumalbumin),

DAPI

DEPC

Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DNA-Leiter Plus 100 bp
dNTP Mix 10 mM

EDTA

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

FCS (fotales Kalberserum)
Fluor-Save™ Reagenz

Formaldehyd
Formamid 100%
Formamid, deionisiert
Glucose
Hepes-Puffer 1M

Roth, Karlsruhe
Stem Cell Technologies,
Vancouver, B.C., Kananda

Flow Cytometry
Standards,

Indiana, USA

Merck, Darmstadt
Calbiochem,

San Diego, CA, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Peqglab, Erlangen
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Biochrom, Berlin
Calbiochem,

San Diego, CA, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Gibco BRL, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Gibco BRL, Karlsruhe
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Human GAPDH Endogenouse Control
(markiert mit VIC™ and TAMRA™)
LDS 751

2-Mercaptoethanol

Milchpulver

MTT

Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumcitrat

Natriumpyruvat (MEM 100 mM)

Nichtessentielle Aminosauren
(MEM 100x)

Oligo(dt)12-18 (500 pg/ml)

PBS ohne Ca* und Mg*

Penicillin-Streptomycin (10 000 U)

PNA Oligomer (C3TAz) FITC-markiert

Propidium lodid 25 mg/mi

Red Tag™ Ready Mix™ PCR Reaction Mix

RNase A
RNAse H (kloniert) (250 U)

RNAse Out Recombinante Ribonuclease

Inhibitor (5 000 U)
RNAse T1 (500 000 U/ml)
RPMI 1640 mit Glutamax und HEPES
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
SuperScript || RNAse

H™ Reverse Transcriptase (10 000 U)
TagMan® Universal PCR Master Mix

TE-Puffer 100x
TRIS Base
Triton X-100
Trypanblau 0,5%
Tween 20

Applied Biosystems,
Foster City, USA

Exciton Chemical,
Dayton, OH, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Gibco BRL, Karlsruhe
Gibco BRL, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Bio Whittaker, Verviers, Belgien

Gibco BRL, Karlsruhe
PE-Biosystem, Weiterstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Amersham, Freiburg

Invitrogen, Karlsruhe
Boehringer, Mannheim
Gibco BRL, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

Invitrogen, Karlsruhe
Applied Biosystems,
Foster City, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Steinheim
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Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA™-YS Kit Roche, Mannheim
Rneasy Mini Kit Quiagen, Hilden

3.2 Antikorper und Wachstumsfaktoren

Tabelle 3.2 Antikérper und Wachstumsfaktoren

Substanz Hersteller / Lieferant

Interleukin 3, murin Strathmann, Hannover

Anti-c-Abl Ab-2 Oncogene, Cambridge,
USA

Anti-Maus-FITC Sigma-Aldrich, Steinheim
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3.3 Oligonukleotide

Die Sequenz der Oligonukleotide wurde mit Hilfe der im Internet Primer Express
2.0 Software (Applied Biosystems, England) ermittelt. Alle verwendeten
Oligonukleotide wurden von der MWG-Biotech AG synthetisiert.

Tabelle 3.3 Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz

Bestimmung der katalytischen Untereinheit der Telomerase (hTERT)

hTERT-for 5-TGA CAC CTC ACC TCACCC AC-3
hTERT-rev 5’-CAC TGT CTT CCG CAA GTT CAC-3’
hTERT-sonde 5-FAM-ACC CTG GTC CGA GGT GTC CCT GAG-TAMRA-3'

Bestimmung der hTERT Splice-Varianten

hT2164F 5'-GCC TGA GCT GTACTT TGT CAA-3’
hT2620R 5'-CGC AAA CAG CTT GTT CTC CAT GTC-3
GAPDH-for 5-TGA AGG TCG GAG TCA ACG GAT TTG GT-3’
GAPDH-rev 5'-CAT GTG GGC CAT GAG GTC CAC CAC-3

3.4 Medien, Puffer und L6ésungen

3.4.1 Medien

Tabelle 3.4 Medien

Medien Zusammensetzung
Einfriermedium RPMI 1640 40%
FCS 40%

DMSO 20%
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Auftaumedium RPMI 1640 60%
FCS 40%

RPMI 10%FCS RPMI 1640 mit Glutamax
FCS konz. 10%
Natriumpyruvat 1mM
Nichtessentielle Aminosauren 1mM
Penicillin 50U
Streptomycin 50 pg/ml

3.4.2 Puffer und Losungen

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Puffer mit destilliertem (dest.)

Wasser hergestellt.

Tabelle 3.5 Puffer und Lésungen

Puffer, Losungen Zusammensetzung

MTT-Assay

Lyse-Puffer Dimethylformamid / Wasser 1:1
Sodiumdodecylsulfat (SDS) 15%
Essigsaure 80% pH 4.5

Apoptose-Assay

Lyse-Puffer (hypoton) Natriumcitrat 1%
Triton X-100 0.1%
Propidium lodid 50 ug / ml

Flow FISH (altes Protokoll)

Aufnahmepuffer BSA 0.1%
PBS ad x mi
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Hybridisierungs-Ansatz

Tabelle 3.6 Hybridisierungs-Ansatz fur Flow-FISH (altes Protokoll)

unst = ,unstained” ohne PNA-Probe, tel = ,telomer® mit PNA-Probe
X* = auf das gewtlinschte Volumen auffiillen

Hybridisierungs-Ansatz  unst tel

Tris pH 7,1 20 mM 20 mM
BSA 1% 1%
Formamid 70% 70%
PNA-FITC 0,3 ug/ mi
Aqua dest. X* X*

Waschpuffer 1

Waschpuffer 2

Propidium lodid-L6sung

Flow FISH (neues Protokoll)

Aufnahmepuffer

Formamid
Tris

BSA 10%

Tween 20

Aqua dest.

BSA
Tween 20
PBS

Propidium lodid
RNase T1

BSA

PBS

BSA
Hepes-Puffer
Glucose 5%

70%
20 mM
0.1%
1%

ad x ml

0.1%
0.1%
ad xml

0.06 pg / mi
1000 U
0.1%

ad x ml

0.1%
10 mM
ad x ml
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Hybridisierungs-Ansatz

Tabelle 3.7 Hybridisierungs-Ansatz fir Flow-FISH (neues Protokoll)

unst = ,unstained” ohne PNA-Probe, tel = ,telomer” mit PNA-Probe
X* = auf das gewlinschte Volumen auffiillen

Hybridisierungs-Ansatz  unst tel
Tris pH 7,1 20 mM 20 mM
NaCl 20 mM 20 mM
BSA 1% 1%
Formamid 75% 75%
PNA-FITC 0.3 ug/ ml
Aqua dest. X* X*
Waschpuffer 1 Formamid 75%
Tris 20 mM
BSA 10% 1%
Tween 20 1%
Aqua dest. ad x ml
Waschpuffer 2 BSA 1%
Tween 20 1%
Hepes-Puffer 10 mM
Glucose 5% ad x ml
LDS-Lésung LDS 0.1 ug/ ml
RNase A 10 ug / mi
BSA 0.1%
PBS ad x ml
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Immunfluoreszenz

Fixierungslosung 3% Formaldehyd in PBS

Block-LAsung Triton X-100 0.1%
Milchpulver 3%
PBS ad x ml

Waschlésung 0.1% Triton X-100 in PBS

Kernfarbung Triton X-100 0.1%
DAPI 5ng/ ml
PBS ad x ml

Bestimmung der katalytischen Untereinheit der Telomerase (hTERT)

DEPC-Wasser Aqua bidest + 0.1% DEPC
Nach 24 h Inkubation bei Raumtemperatur
autoklavieren

Bestimmung der hTERT Splice-Varianten

TBE-Puffer Tris Base 90 mM
Borsaure 90 mM
EDTA 2 mM

Agarose-Gel GAPDH 1.5 % Agarose GTQ in TBE

0.8 ug Ethidiumbromid pro ml Gel

Agarose-Gel hTERT 2 % Agarose GTQ in TBE
0.8 ug Ethidiumbromid pro ml Gel

DNA-Leiter, 100 bp DNA-Leiter Plus 2 ul
Aqua dest. 6.3 pl
Farbstoff 6x 1.7 pl
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3.5 Gerate und Hilfsmittel

Tabelle 3.8 Gerate und Hilfsmittel

Bezeichnung

Hersteller / Lieferant

Einwegmaterialien:
Eppendorf-Hutchen
Facs-Rohrchen
Filtercards
Gewebekulturplatten
Kryo-Rohrchen
Objekttrager
Pipetten
Pipettenspitzen
Safe-Lock (Eppendorf)
SafeSeal-Tips
(DNAse-, RNAse-, pyrogenfrei)
Thermo-Fast 96 Non-Skirted
Zellkulturflaschen
Zentrifugen-Rohrchen

Brutschrank
Cytospin 3
Dampfsterilisator 500 E

Eismaschine AT 20
ELISA-Reader Dynatech MR7000
FACS-Calibur™

Feinwaage BP 2100S
Fluoreszenz-Mikroskop Axiovert
Gefrierschrank -20°C
Gefrierschrank NU 6512 E
GeneAmp PCR-System 9700
GeneQuant DNA/RNA Calculator
Heraeus Biofuge 15

Heraeus Megafuge 3.0 R

Hydra Microdispenser

Eppendorf, Hamburg
Becton-Dickinson, Heidelberg
Thermo-Shandon, Frankfurt
Becton-Dickinson, Heidelberg
Nunc, Wiesbaden
Langenbrinck, Emendingen
Becton-Dickinson, Heidelberg
Roth, Mannheim

Multimed, Kirchheim / Teck

Biozym Diagnostik, Oldendorf
Abgene, Epsom, Surrey, GB

Becton-Dickinson, Heidelberg
Becton-Dickinson, Heidelberg

Kendro / Heraeus, Hanau
Thermo Shandon, Frankfurt
H+PLabortechnik,
Oberschleil3heim

Scotsman®, Hamburg
Dynatech, Denkendorf
Beckton Dickinson, Heidelberg
Sartorius, Gottingen

Zeiss, Stuttgart

Liebherr, Biberach

Zapf Instrumente, Delmenhorst
Applied Biosystems, Darmstadt
Pharmacia Biotech, Freiburg
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Robbins, Sunnyvale, CA, USA
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0.60X HRDO60-NIK CCD-Kamera

Kuhlschrank

Mikroskop Wilovert S
MicroAmpOptical 96-Well Platten
Multipette Plus

Multipipette, 8-Kanal

Neubauer Zahlkammer
pH-Messgerat

Pipetman

Pipettus akku

Prazisionswaage Mettler AT261
Schuttler

Schutron Thermoshaker
Sterilbank Herasafe

Tagman, ABI Prism 7000
Ultrazentrifuge Sigma 3K30
Vortexer Certomat® MV
Wasserbad Thermomix

Diagnostic Instruments,
Sterling Heights, Michigan,
USA

Liebherr, Biberach

Hund, Wetzlar

Applied Biosystems, Darmstadt
Eppendorf, Hamburg
Dunn, Ansbach

Roth, Karlsruhe

WTW, Weilheim

Gilson, Villers-le-Bel,
Frankreich

Hirschmann, Rottenburg
Sartorius, Gottingen
Neolab, Heidelberg
Neolab, Heidelberg
Heraeus, Hanau

Applied Biosystems, Darmstadt
Braun Biotech, Melsungen
Braun Biotech, Melsungen
Braun Biotech, Melsungen
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3.6 Software zur Auswertung

Tabelle 3.9 Software zur Auswertung

Bezeichnung

Hersteller / Lieferant

ABI Prism 7000 SDS Software 1.0
Calcusyn Software

CELLQuest™

GraphPad Prism®

Microcal™ Origin (Version 6.0)
Microsoft® Exel 2000

Primer Express™ 2.0
Sigma STAT (Version 2.03)

Applied Biosystems, England
Biosoft, Cambridge, England
Becton Dickinson, Heidelberg
GraphPad Software,

San Diego, USA

Microcal Software,
Northampton, MA, USA
Microsoft Corporation,
Muanchen

Applied Biosystems, England
SPSS Inc., Erkrath

3.7 Verwendete Arzneistoffe

Tabelle 3.10 Verwendete Arzneistoffe

Bezeichnung

Hersteller / Lieferant

Imatinibmesylat; Glivec®
BIBR 1532

Novartis Pharma, Basel
Bohringer Ingelheim, Biberach
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3.8 Biologisches Untersuchungsmaterial

3.8.1 Zelllinien
3.8.1.1 BaF3 und BaF3p185

Die murine pro-B-Zelllinie BaF3 bendtigt fur ihr Wachstum und ihre
Lebensfahigkeit Interleukin-3 (IL-3), wahrend die retroviral mit BCR-ABL
transduzierte BaF3p185 wachstumsfaktorunabhangig wachst. Beide Zelllinien
wurden von Dr. Justus Duyster (TU Mlnchen) zur Verfugung gestellt.

3.8.1.2 K562

Die humane BCR-ABL-positive K562 Zelllinie stammt aus dem pleuralen
Erguss einer 53-jahrigen Patientin mit chronisch myeloischer Leukamie in
myeloischer Blastenkrise (Lozzio and Lozzio, 1975). Die Zelllinie wurde von der
,2Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH" (DSMZ)
bezogen. Die K562 Zelllinie wird als undifferenzierte, multipotente,
hamatopoetische maligne Zelllinie mit dem Potential zur spontanen
Differenzierung in Vorlaufer der erythrozytaren, granulozytaren oder
monozytaren Reihe dargestellt. Studien der Oberflacheneigenschaften
beschreiben die K562 Zellen als humane Erythroleukdmie (Andersson et al.,
1979).

3.8.1.3 BV-173

Die humane BCR-ABL-positive Zelllinie BV-173 wurde aus dem peripheren Blut
eines 45-jahrigen Patienten mit chronisch myeloischer Leukamie in
lymphatischer Blastenkrise gewonnen. Die Zelllinie wurde von der DSMZ
bezogen. Die Literatur beschreibt diese Zellen als B-Zell-Vorlauferleukamien
(Pegoraro et al., 1983).

3.8.1.4 HL-60

Die humane BCR/ABL-negative Zelllinie HL-60 wurde aus dem peripheren Blut
einer 35-jahrigen Patientin mit akuter myeloischer Leukamie (AML FAB M2)
gewonnen (Collins et al., 1977; Dalton, Jr. et al., 1988). Bezugsquelle der HL-60
Zellen war die DSMZ. In Kultur differenzieren bis zu 10% der Zellen spontan in
Myelozyten, Metamyelozyten oder Neutrophile (Collins et al., 1978).
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3.8.2 Patientenkollektive

3.8.2.1 CML-Patienten

Untersuchung der Telomerlange STI-behandelter und -unbehandelter CML-
Patienten in Zusammenarbeit mit Fr. Dr. med. Inci Ers6z. Im Rahmen der
prospektiven Multicenter-Studien CML [ll bzw. [lIA der Siddeutschen
Hamoblastosegruppe unter der Studienleitung von Prof. Dr. R. Hehlmann sowie
der multizentrischen STI 571-Phase-II-Studien (Leitung: Prof. Dr. A. Hochhaus,
Mannheim) konnten im Zeitraum zwischen Oktober 1999 bis Januar 2002 von
206 CML-Patienten 517 Blutproben, die entweder bereits mit STl behandelt
wurden oder bei denen im weiteren Verlauf ihrer Erkrankung eine STI-
Monotherapie geplant war, fur die hier vorgestellte Studie gewonnen werden.
Zur Telomerlangen-Bestimmung wurden 3-5 ml peripheres EDTA- oder
Heparin-Blut bendtigt, welches im Rahmen von Routineblutabnahmen im
Einverstandnis mit dem Patienten zusatzlich entnommen wurde und fur den
Patienten keine weitere korperliche Belastung darstellte. Da periphere
Blutzellen bei Raumtemperatur 24-48 Stunden viabel sind, war es mdglich die
Analyse der Telomerlange auch nach dem Erhalt der Proben Uber den Postweg
durchzufihren. Die in die Studie eingeschlossenen Patienten waren zwischen
16 und 81 Jahre alt (Median 60 Jahre). Die folgende Tabelle enthalt detaillierte
Charakteristika der CML-Patienten.

Tabelle 3.11 Patienten-Charakteristika CML

Patienten Proben
(n =206) (n=517)
Alter (Jahre)
Median (Range) 59 (16 - 81)
> 60 Jahre (%) 97 (47) 242 (46.8)
Geschlecht
Mannlich (%) 114 (55.3) 290 (56.1)
Weiblich (%) 92 (44.7) 227 (43.9)
Zeit seit Diagnose (Monate)
Median (Range) 37 (0-311)
Krankheitsstadium
Chronische Phase (%) 120 (58.3) 321 (62.1)
Akzelerierte Phase (%) 50 (24.3) 101 (19.5)

Blastenkrise (%) 40 (19.4) 95 (18.4)
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Patienten Proben

(n = 206) (n=517)
Verteilung, relativ zum Imatinib-Start:
Vor Imatinib-Start (Median -2 Tage)
Tag -355 bis -100 (%) 10 17 (3.3)
Tag -100 bis 0 (%) 86 107 (20.7)
Nach Imatinib-Start (Median 144 Tage)
Tag 1 bis 144 (%) 133 197 (38.1)
Tag 145 bis 706 (%) 117 196 (37.9)
Zytogenetisches Ansprechen (CR):
alle (n = 246)

Major CR (%) 41 58 (23.6)

Minor CR (%) 36 44 (17.9)
No CR (%) 107 144 (58.5)

Chronische Phase (CP), (n = 147)

Major CR (%) 32 47 (32.0)

Minor CR (%) 22 28 (19.0)

No CR (%) 52 72 (49.0)

Akzelerierte Phase (AP), (n = 47)

Major CR (%) 6 8 (17.0)

Minor CR (%) 8 8 (17.0)

No CR (%) 25 31 (66.0)

Blastenkrise (BC), (n = 52)

Major CR (%) 3 3 (5.8)

Minor CR (%) 6 8 (15.4)

No CR (%) 30 41 (78.8)

Interphase FISH (n = 204)
< 35% Ph+ (%) 55 73 (35.8)
> 35% Ph+ (%) 103 131 (64.2)
Molekulares Ansprechen (n = 371)
(ratio BCR-ABL/ABL)

<2% 33 44 (11.9)

> 2% bis < 14% 43 49 (13.2)
>14% 147 278 (74.9)
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3.8.2.2 AML-Patienten

Die Untersuchungen wurden an peripherem Blut oder Knochenmark von 137
untherapierten Patienten mit de novo oder therapiebedingter sekundarer akuter
myeloischer Leukamie (AML) durchgefuhrt.

Das Material wurde nach Ficoll in flissigem Stickstoff eingelagert und auf
Trockeneis verschickt. Die Patienten waren zwischen 18 und 87 Jahren alt und
hatten bei Diagnosestellung = 80% Blasten im Knochenmark.

Alle Patienten waren Teilnehmer der deutschen Multicenter-Studie AML-96 der
Suddeutschen Hamoblastose Gruppe (Leitung: Prof. Dr. G. Ehninger, Dresden)
und wurden nach dem Protokoll der SHG-AML-96 Studie (Schaich et al., 2001)
behandelt. AML-Patienten mit Diagnose des Subtyps FAB M3 wurden nicht
eingeschlossen, sondern mit anderen europaischen Studienprotokollen
therapiert.

Genehmigt wurde die vorliegende Studie von der Ethikkommission der
Universitat Dresden (EK210396). Nach Aufklarung erteilten alle Patienten ihr
Einverstandnis zur Studie. Die folgende Tabelle dient der genauen
Beschreibung detaillierter Charakteristika der Patienten.
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Tabelle 3.12 Patienten-Charakteristika AML
WBC = Zahl der weilten Blutzellen in Gpt/l

CD34 Expression, positive Expression reflektiert mehr als 20% CD34-positive Blasten

Patienten (n = 137)

Alter (Jahre)
Median (Range)
=60 Jahre (n =)
> 60 Jahre (n =)
Krankheits-Stadium (n = 137)
De novo AML
Sekundare AML
WBC
Median Gpt /| (Range)
Blasten im Knochenmark
Median % (Range)
CD34 Expression (n = 128)

Median % (Range)
=20% (n=)
<20% (n=)

Ration FLT3-ITD Mutant/Wildtyp (n = 131)
>0.8
<0.8
FAB Subtypen (n=137)
MO
M1
M2
M4
M4eo
M5
M7
Anzahl der Aberrationen (n = 137)
Normaler Karyotyp
Eine oder zwei unabhangige Abberationen
Mehrere (z.B. > drei) unabhangige Abberationen
Zytogenetik (n = 137)
Gunstig
Mittel
Ungunstig

58 (18 - 78)
79
58

125
12

48.0 (1.2 - 372.0)
87% (80 - 99)
22% (0 - 98)

65

63

21
110

11
68

(o]

38

87
36
13

116
14
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3.9 Zellbiologische Methoden

3.9.1 Kultivierung der Zellen

Die verwendeten Suspensionskulturen wurden in RPMI 1640 mit 10% fotalem
Kalberserum (FCS), 1 mM Natriumpyruvat, 1 mM nichtessentielle Aminosauren,
50 U Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin bei 37°C in einer 5%igen CO,-
Atmosphare und 95% relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert.

Das Passagieren der Zellen erfolgte in regelmalligen Abstanden (Montag,
Mittwoch, Freitag). Dazu wurden die Zellen bei 1400 U/min (Heraeus Megafuge
3.0 R) und 20°C fur 5 min abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
erhaltene Zellpellet in 2 ml Kulturmedium resuspendiert.

Nach dem Bestimmen der Zellzahl wurden die Zellen in Medium resuspendiert
und in der gewunschten Dichte ausgesat. Den Ansatzen der
wachstumsfaktorabhangigen Zelllinie BaF3 wurde 3 ul murines Interleukin 3 (m-
IL-3) zugesetzt.

3.9.2 Bestimmung der Zellzahl

Die Ermittlung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe der ,Neubauer-Zahlkammer. Dazu
wurden 10 ul der jeweiligen Zellsuspension mit Trypanblau im Verhaltnis 1:5
resuspendiert. Das verwendete Trypanblau farbte dabei lediglich die toten
Zellen, da lebende Zellen im Stande sind den Farbstoff aktiv zu eliminieren.
Dach der Vitalfarbung wurden die Zellen in die Neubauer-Zahlkammer Uberflhrt
und gezahlt, sowie der Anteil lebender und toter Zellen der Zellkultur bestimmt.
Die Zellkonzentration ergibt sich aus der Multiplikation von Zellzahl,
Verdinnungsfaktor und Kammerfaktor (104). Die Formel zur Bestimmung der
Zellzahl nach Neubauer lautet dementsprechend:

Zellzahl/ml = (Anzahl der Zellen/Anzahl der ausgezahlten Quadrate)xVerdiinnungx1 0*
3.9.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zellsuspensionen, welche nicht am selben Tag verarbeitet werden sollten,
wurden bei -80°C tiefgefroren und anschlieRend in flussigem Stickstoff bei
-196°C bis zur Analyse gelagert. Zur Verwendung kam als Einfriermedium, die
vorher beschriecbene DMSO-Ldsung, bestehend aus je 40% RPMI 1640 und



3. Material und Methoden 53

FCS sowie 20% DMSO, verwendet. Dazu wurde die Zellsuspension mit dem
Einfriermedium im Verhaltnis 1:1 gemischt, sofort bei -80°C eingefroren und in
den flussigen Stickstoff Uberfuhrt. Werden die Zellen nur fur kurze Zeit gelagert,
kann dies auch bei -80°C geschehen.

Da das Auftauen der Zellen so schnell wie mdglich vonstatten gehen sollte,
wurden die Kryo-Rdhrchen mit der Zellsuspension direkt aus dem flissigen
Stickstoff oder dem Tiefkuhlschrank (-80°C) in das Wasserbad mit 37°C
gestellt. Nach dem Resuspendieren der Zellen im Auftaumedium wurden sie
mit 1400 U/min far 5 min bei 4°C zentrifugiert (Heraeus Megafuge 3.0 R). Der
Uberstand wurde abgesaugt und das Zell-Pellet in 2 ml Kulturmedium
aufgenommen. Die Bestimmung der Zellvitalitdt und der Zellzahl erfolgte Gber
Trypanblau-Farbung und die Neubauer-Zahlkammer.

3.10 MTT-Assay

3.10.1 Prinzip

Mittels eines  Zytotoxizitats-Assays, dem  MTT-Assay wurde die
Stoffwechselaktivitat kultivierter Zellen unter Einfluss von Imatinib in
unterschiedlichen Konzentrationen bestimmt. Der MTT-Assay misst die Aktivitat
der mitochondrialen Dehydrogenasen lebender Zellen unabhangig davon, ob
sie zum Analysezeitpunkt DNA synthetisieren oder nicht.

Das schwach gelbe Tetrazoliumsalz MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl-tetrazoliumbromid] wird von den Zellen aufgenommen. Dabei wird es
durch NADH in einer succinat-abhangigen Dehydrogenasen-katalysierten
Reaktion der aktiven Mitochondrien zum blau-violette Formazan [1-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan] reduziert.

NADH + MTT _Pefwdogenase | Formazan + NAD®

Diese Reaktion ist irreversibel. Das Formazan bildet sich in Form kleiner Nadeln
in der Zelle. Das Detergens Sodiumdodecylsulfat (SDS) lysiert die Zellen und
setzt dadurch das gebildete Formazan frei. Die Intensitat der alkoholischen
Formazanlosung wird anschlieBend photometrisch bei 570 nm am ELISA-
Reader gemessen. Die HoOhe der Absorption ist dabei proportional zur
mitochondrialen Aktivitat der Zellen.
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3.10.2 Durchfiihrung

Zur Durchfuhrung des Testes wurden die zu untersuchenden Zelllinien in einer
Konzentration von 1.5 x 10* Zellen / Vertiefung (Well) in 150 pl des
entsprechenden Zellmediums in ,96-Well-Platten mit flachem Boden ausgesat.
Nach einer Vorinkubation von 24 Stunden bei 37°C, wurde die Zellsuspension
mit 50 pl der Arzneistoff-Losung in steigenden Konzentrationen versetzt. Jede
Konzentrationsstufe wurde dabei dreifach angesetzt.

Jeweils 3 Wells mit Kulturmedium ohne Zellsuspension und Arzneistoff dienten
dabei als Hintergrund, sowie 3 Wells mit Zellsuspension ohne Arzneistoff als
Nullwert. Nach 48 Stunden Inkubation bei 37°C, wurde jedem Well 10 ul einer
10 mg/ml MTT-Losung zugesetzt.

AnschlieRend folgte eine zweistindige Inkubation der Platten im Brutschrank
und danach die Freisetzung des gebildeten Formazans durch Auflésen der
Zellen mit 90 pl Lyse-Puffer (15% SDS in Dimethylformamid / Wasser 1:1; pH
4.5) unter Schutteln Gber Nacht. Die Absorption der Proben wurde mittels eines
ELISA-Readers (ELISA-Reader Dynatech MR7000) bei 570 nm gegen eine
Referenz-Wellenlange von 690 nm gemessen, wobei die Intensitat der
Farbentwicklung im direkten Verhaltnis zur Anzahl proliferierender Zellen steht.

3.10.3 Analyse der Dosis-Wirkungs-Beziehung

Nach Abzug des Mittelwertes der Hindergrund-Absorption von dem Mittelwert
der jeweiligen Absorptionen einzelner Arzneistoff-Konzentrationen wurde der
erhaltene Wert fur die Kalkulation der Wachstumshemmung benutzt.

(A) Fa =1- [MW A behandelte Probe / MW A unbehandelte Probe]

Der F,-Wert (fraction affected) von 0.5 ist dabei der Arzneistoff-Konzentration,
welche eine Wachstumshemmung von 50% verursacht und damit auch dem
ICs0 gleichzusetzen.

Die Analyse der Dosis-Wirkungs-Beziehungen und die Bestimmung des ICsg
wurden mit Hilfe der Calcusyn-Software, nach der ,median-effect method” von
Chou und Talalay (1981; 1984) durchgefihrt. Die sigmoide Dosis-Wirkungs-
Kurve wurde mittels folgender Gleichung linearisiert:
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(B) Fa/ Fy=(D/Dm)" oder log(Fa/ Fy) = mlog(D) — m log(Dm)

In dieser Gleichung entspricht:

D = Dosis des AM

Dn = mittlere effektive Dosis (ICso oder F, = 0.5),
entspricht der Potenz der Substanz und wird durch den Schnittpunkt
mit der x-Achse dargestellt

Fa = Fraktion, welche von dem Arzneistoff beeintrachtigt wird

Fu = Fraktion, welche durch den Arzneistoff nicht beeintrachtigt wird
Fu=1-F,

m = Koeffizient (Form der Kurve)

Erzeugt man, basierend auf die logarithmische Form der Gleichung (B) eine
grafische Darstellung mit dem x- und y-Achsen-Abschnitt:

x =log(D) und y= log(Fa/Fy.)

erhalt man eine Gerade, sofern die Dosis-Wirkungsbeziehung den Prinzipien
des Massen-Wirkungs-Gesetzes gehorcht. Der lineare Korrelationskoeffizient r
wird fur jede Kurve bestimmt, um die Anwendbarkeit dieser Analysen-Methode
fur die entsprechenden Daten zu prufen.

Durch das Umstellen der Gleichung (B) erhalt man alternative Formen der
Gleichung (C) und (D), mit deren Hilfe die Dosis des Arzneistoffes (C) oder der
erreichte Effekt (F5) ermittelt werden kann.

(C) D=Dn[Fa/(1-Fa)]''™

(D) Fa=1/[1+(Dm/D)M

Zur Anwendung kommt diese Methode der Berechnung bei der Bestimmung
verschiedener Dosis-Wirkungs-Beziehungen fur unterschiedliche Arzneistoffe
und Zellarten.
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3.11 Apoptose-Assay nach Nicoletti

3.11.1 Prinzip

Die durchflusszytometrische Bestimmung des programmierten Zelltodes
(Apoptose) beruht auf der Messung des zellularen DNA-Gehaltes.

Wahrend der Apoptose kommt es durch die Aktivierung endogener Nukleasen
und anschlieBender enzymatischer Verdauung zur charakteristischen
Fragmentierung der DNA in Bruchsticke von oligonukleosomaler (= 180 bp)
GrolRe. Kleinere DNA-Fragmente sind nun in der Lage aus dem Kern in das
Zytoplasma zu diffundieren, wahrend groRere Fragmente im Nukleus
zuruckbleiben. Da die Zellmembran apoptotischer Zellen vorerst erhalten bleibt,
werden diese kleineren DNA-Bruchstlcke in der Zelle zuruckgehalten.

Die Behandlung der Zellen mit dem Detergenz ermdglicht eine
Permeabilisierung der Kernmembran, eine Auflockerung des Chromatins und
eine bessere Anlagerung des Fluoreszenz-Farbstoffes Propidium lodid. Durch
die permeabilisierte Zellmembran wird die Herstellung der Kernsuspension mit
Hilfe des hypotonen Puffers erleichtert.

Die anschlielende Freisetzung der DNA-Fragmente fuhrt zum reduzierten
DNA-Gehalt apoptotischer Zellpopulationen und zur Identifikation der zellularen
DNA im Histogramm als Sub-G1-Peak (Nicoletti et al., 1991). Da die
durchflusszytometrische Bestimmung des DNA-Gehaltes auch Informationen
uber die Zellzyklusverteilung nichtapoptotischer Zellen liefert, sind anhand
dieser Untersuchungsmethode auch Aussagen uber die Zellzyklusspezifitat der
apoptoseinduzierenden Substanz maoglich.

3.11.2 Durchfuhrung

Vor Durchfuhrung des Apoptose-Assays wurden die verwendeten Zellen in
einer Konzentration von 2 x 10° Zellen / Well in 24-Well-Platten fiir 24 Stunden
bei 37°C vorinkubiert. Nach Zugabe von 1 pM Imatinib inkubierten die Zellen
zeitabhangig von 2 bis 21 Stunden. Als Ausgangswert wurden die
entsprechenden Zellen ohne Arzneistoff verwendet. Nach Ernte der Zellen
wurden diese mit 1 ml PBS gewaschen und danach mit 200 pl des hypotonen
Lyse-Puffers versetzt (0.1% Natriumcitrat, 0.1% Trition X-100, 50 ug Propidium
lodid pro ml) und resuspendiert.
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Die erhaltene Kernsuspension wurde danach durchflusszytometrisch am FACS-
Calibur™ gemessen und mit Hilfe der CELLquest™ Software ausgewertet.

3.12 Immunfluoreszenz

3.12.1 Prinzip

Durch stabile Konjugation von Antikorpern mit einem Fluorochrom, gelang es
die hohe Nachweisempfindlichkeit fluoreszenzmikroskopischer Methoden mit
der strengen Spezifitat serologischer Verfahren zu verbinden (Coons, 1960).

In diesem Versuch wurde die indirekte Methode verwendet (Weller and Coons,
1954). Dabei beinhaltet die erste Reaktion die Verbindung des Antikorpers (Ak)
mit dem Antigen. Bei der zweiten Reaktion wird ein Fluorochrom-markierter
Antikorper, welcher sich spezies-spezifisch gegen den FC-Teil des ersten
unmarkierten Antikorpers richtet, zugegeben.

3.12.2 Durchfiihrung

Fir die Immunfluoreszenz wurde die BCR-ABL-positive Transfektante
BaF3p185 verwendet. Die Kultivierung der Zellen erfolgte unbehandelt, mit 10
MM Imatinib oder mit 10 pM Imatinib und 0,1 pg/ml m-Interleukin-3. Nach 12
Stunden Inkubation bei 37°C wurden die Zellen zwei Mal mit PBS gewaschen
und 1 x 10° Zellen / 100ul bei 800 U/min, 3 Minuten lang in der Zytozentrifuge
(Cytospin 2, Shandon) zentrifugiert.

Die Zellen wurden auf den Objekttragern mit 3.7% Formaldehyd-Lésung 15
Minuten fixiert und anschlieBend mit Hilfe von 0.1% Triton X-100 in PBS
permeabilisiert. Unspezifische Bindungsstellen der Zellmembran wurden durch
30-minutige Inkubation mit 3% Milchpulver in PBS / 0.1% Triton-X-100 bei
Raumtemperatur abgesattigt. Nach weiterem 3-maligen Waschen mit PBS /
0.1% Triton-X-100 inkubierten die Zellen bei Raumtemperatur weitere 60
Minuten mit dem ersten Antikorper: anti-c-ABL Ab-2 (2 pg/ml) und wurden
anschliefend nach erneutem 3-maligem Waschen mit PBS / 0.1% Triton-X-100
30 Minuten bei Raumtemperatur mit einem FITC (Fluoresceinisothiocyanat)-
markierten Ziegen-Anti-Maus-Antikorper inkubiert.

Nach einminitiger DNA-Farbung der Zellen mit DAPI (4',6-Diamidino-2-
phenylindol) (2 ng/ml) bei Raumtemperatur, wurden die Deckglaser mit Flour-
Save Mounting Losung auf den Objekttragern fixiert. Zur Versiegelung wurden
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die Deckglaser mit Nagellack umrandet und die Objekttrager anschlieRend bis
zur mikroskopischen Auswertung bei 4°C im Kuhlschrank gelagert.

Je Praparat wurden in 3 unabhangigen Versuchen 10 zwei-dimensionalen
Fluoreszenz-Bilder digital mit einer 0.60X HRDO060-NIK CCD-Kamera
(Diagnostic Instruments, Sterling Heights) an einem Axiovert Mikroskop
aufgenommen.

3.13 Telomerlangen-Analyse mittels quantitativer Fluoreszenz -
in-situ-Hybridisierung (Flow FISH)

3.13.1 Prinzip

Die durchschnittliche Lange der Telomersequenzen an den Enden der
Chromosomen wurde mittels Flow FISH ermittelt.

Diese im Labor von Peter Lansdorp durch Rufer und Brimmendorf et al.
weiterentwickelte Methode stellt eine Kombination aus Durchflusszytometrie
und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) dar (Rufer et al., 1998; Rufer et
al., 1999). Zur quantitativen Hybridisierung der Telomer-Repeats wird eine
FITC-markierte  Peptid-Nukleinsaure  (PNA-Sonde), komplementar zur
Basensequenz der Telomer-DNA, verwendet. PNA Oligonukleotide zeichnen
sich gegenuber herkdmmlichen DNA Oligonukleotiden durch eine thermostabile
Bindung an die Ziel-DNA aus, welche zu einer quantitativen Hybridisierung
auch bei niedriger lonenspannung fuhrt. Somit kénnen
Hybridisierungsbedingungen gewahlt werden, die eine spezifische und
quantitative Bindung der Probe unter Vermeidung von unspezifischer
Autohybridisierung erlauben (Martens et al., 1998).

Mit der Durchflusszytometrie werden die in Suspension vorliegenden
Interphasezellen anschlieRend nach GroRe und Granularitat beurteilt. Die
telomerspezifische Fluoreszenz kann mit dieser Methode bei Uberwiegend
erhaltener Morphologie der Zellpopulation am FACS-Calibur™ schnell und
reproduzierbar ausgewertet werden.

Mit dieser Methode (Flow FISH) ist die Analyse deutlich grol3erer
Probenmengen zu bewaltigen, was die Beantwortung einer Vielzahl von Fragen
in der gesunden und malignen Hamatopoese ermadglicht hat.
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3.13.2 Aufarbeitung des Probenmaterials

3.13.2.1 Aufarbeitung von frischem Probenmaterial (Blutproben)

Blutproben der Blutspender und der CML-Patienten wurden nach dem ,alten
Flow FISH Protokoll* frisch verarbeitet.

Dabei versetzte man das EDTA-Blut im Verhaltnis 1:4 mit Ammoniumchlorid-
Ldsung, wodurch die Erythrozyten osmotisch lysiert wurden. Nach 5-minatiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben mit 1200 U/min (Heraeus
Megafuge 3.0 R) bei 4°C fur 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
dekantiert und die kernhaltigen Leukozyten noch zwei Mal in je 1 ml
Ammoniumchlorid resuspendiert, 5 min inkubiert und bei 12000 U/min in der
Tischzentrifuge (Heraeus Biofuge 15) bei Raumtemperatur flir 5 sek
abzentrifugiert. Diese Lyse- und Waschschritte sind zur vollstandigen
Entfernung der Erythrozyten, von Erythrozytenresten oder Hamoglobin
notwendig, da diese bei der spateren durchflusszytometrischen Messung mit
der Telomerfluoreszenz interferieren konnten.

Der im Anschluss an den dritten Lyse-Schritt gewonnene Uberstand wurde
abgesaugt und das Zellpellet in 1 ml PBS und 0.1% BSA resuspendiert. Die
Zellzahl und Zellvitalitat der Proben wurde mittels Trypanblaufarbung und
Neubauerzahlkammer bestimmt.

3.13.2.2 Aufarbeitung von tiefgefrorenem Probenmaterial

Zellkulturen und AML-Proben wurden nicht frisch, sondern nach dem Auftauen
der Proben in Auftauldésung mit dem neuen Flow FISH Protokoll verarbeitet.
Dazu resuspendierte man das nach dem Auftauen erhaltene Zellpellet in 1 ml
Aufnahmepuffer und ermittelte mittels Trypanblaufarbung und Neubauer
Zahlkammer die Zellzahl und Viabilitat der Zellen.

3.13.3 Weiterverarbeitung der Proben nach ,,altem Flow FISH
Protokoll“

3.13.3.1 Prazisionskontrolle und externer Standard

Zur  Qualitatssicherung  der  erhobenen  Ergebnisse wurde eine
Prazisionskontrolle in Anlehnung an die CUL (Clinically useful limits) -Kriterien
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von Schoen et al. (1989) durchgefuhrt. Die Prazision beschreibt die
gegenseitige Annaherung voneinander unabhangiger Messergebnisse bei
mehrfacher Anwendung einer Methode und macht Aussagen Uuber die
Zuverlassigkeit einer Methode, die durch verschiedene Personen, mit
verschiedenen Geraten und an verschiedenen Tagen durchgefihrt wird.

Sie ist Kenngrolle fur den zufalligen Fehler, der prinzipiell bei jeder Analyse
unvermeidbar ist und auf verschiedenen Faktoren, wie z.B. Temperatur-
schwankungen wahrend der Inkubation, Anzahl der Pipettierschritte, Stabilitat
des Messgerates und menschliche Fehler, beruhen kann. Ausgedruckt wird die
Prazision durch Standardabweichung und Variationskoeffizient.

Als externer Standard kamen mononukleare Zellen aus unterschiedlichen Buffy
Coats gesunder Spender zur Anwendung, welche jede flr sich eine
Kontrollpopulation darstellte, die bei bis zu 100 Testreihen mitgeflihrt werden
konnte. Die ficollisierten, mononuklearen Zellen jedes einzelnen Buffy Coats
wurden zu diesem Zweck in Aliquots von etwa 3x10” Zellen eingefroren. Fiir
jede Messreihe wurde je ein Aliquot von mindestens zwei unterschiedlichen
Buffy Coats aufgetaut, welche wie die zu untersuchenden Proben nach
Protokoll (siehe folgend) weiterverarbeitet und mitgemessen wurden.

3.13.3.2 Denaturierung der DNA und in-situ-Hybridisierung

FUr jede Probe wurden Doppelwerte angesetzt, um die Genauigkeit und
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der Telomerlangenbestimmung uberprifen
zu kénnen. Da die Zellen eine Eigenfluoreszenz besitzen, die sich bei der
Messung zu der telomerspezifischen Fluoreszenz addieren und damit falsch
hohe Ergebnissse ergeben wirden, musste bei jeder Probe ein sogenannter
.Leerwert® (unstained, unst.) mitgemessen werden. Dieser gibt die
Eigenfluoreszenz der Zellen wieder und wurde von der gemessenen mittleren
Fluoreszenz der mit PNA-Probe hybridisierten Zellen subtrahiert, um die
zellspezifische Telomerfluoreszenz zu erhalten.

Somit wurden zur Telomerlangenbestimmung pro Probe in vier 1.5 mi
Eppendorf Réhrchen je 2 x 10° Zellen eingesetzt: Je zwei Rohrchen fiir den
Ansatz mit (,telomere®) bzw. ohne (,unstained“) PNA-Probe. Nach dem
Abzentrifugieren mit 12000 U/min (Biofuge 15) bei Raumtemperatur fur wenige
Sekunden, wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellen mit Hybridisierungs-
Ansatz resuspendiert. Zur Bestimmung der Telomerfluoreszenz enthielt der
Hybridisierungsmix telomerspezifische FITC-markierte PNA-Probe. Zur
Verwendung kamen 100 pl Hybridisierungsmix pro 10° Zellen. Der Ansatz
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wurde mit einer Pipettenspitze gut resuspendiert und im Thermoshaker fur 10
Minuten bei 80°C denaturiert und anschliefend fir 60 bis 90 Minuten zur
Hybridisierung bei Raumtemperatur im Dunkeln belassen, um ein spezifisches
Binden der im Uberschuss vorhandenen FITC-markierten PNA-Probe an die
Telomersequenzen zu ermoglichen.

Um Uberschissige und unspezifisch gebundene PNA-Probe zu entfernen,
folgten zwei Waschschritte, in denen die Proben mit je 1 ml Waschpuffer 1
versetzt und resupendiert wurden. Bei 2800 U/min fir 10 Minuten wurden die
Ansatze in der Megafuge (Heraeus) bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
auf 100 pl abgesaugt und nochmals mit 1 ml Waschpuffer 1 gewaschen,
resuspendiert und zentrifugiert (s.0.). AnschlieRend wurden die Proben mit dem
Waschpuffer 2 gemischt und bei 2000 U/min fir 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert
(Megafuge Heraeus) und der Uberstand auf 50 yl abgenommen.

3.13.3.3 DNA-Farbung mit Propidium lodid (PI)

Nach dem letzten Waschschritt erfolgte die Farbung der DNA mit Propidium
lodid (PI), um diploide Zellen (2N) von polyploiden Zellen oder Zellen in S- oder
G2M-Phase (4N) zu trennen. Dazu wurden die Zellen in einer Losung aus 0.1%
BSA; 1000 U/ml RNAse T1; 0.06 pg/ml Propidium lodid sowie PBS
resuspendiert, in FACS-Rohrchen Uberfihrt und flir mindestens eine Stunde bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.

Da sich die Emissionspektren der Fluoreszenzfarbstoffe FITC und PI bei einer
bestimmten Konzentration Uberschneiden, wurde die Pl-Konzentration
suboptimal gewahlt, so dass eine Interaktion zwischen emittierter DNA-
Fluoreszenz (Propidium lodid) und spezifischer Telomerfluoreszenz (FITC)
vermieden werden konnte. Falls die durchfluRzytometrische Analyse nicht am
gleichen Tag erfolgen konnte, wurden die Zellen bei 4°C im Kuhlschrank bis
zum nachsten Tag aufbewahrt.

3.13.4 Anderungen des ,Neuen Flow FISH Protokolls“
(Baerlocher et al., 2002)

3.13.4.1 Rinder-Thymozyten als Interne Kontrolle

Eine wesentliche Verbesserung des ,Neuen Flow-FISH Protokolls“ wurde durch
die Verwendung von Rinder-Thymozyten als interner Standard erreicht. Dazu
wurde frischer Rinder-Thymus zerkleinert und zu einer Einzelzell-Suspension
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verarbeitet. Nach 10-minutiger Fixierung der Thymozyten in 3.7% Formaldehyd
wurden die Zellen zwei mal mit RPMI 1640 gewaschen und anschlie®end als
Aliquotes bei -80°C in Einfriermedium eingefroren (Baerlocher et al., 2002;
Baerlocher and Lansdorp, 2003).

3.13.4.2 Denaturierung der DNA und in-situ-Hybridisierung

Als interne Kontrolle wurden im neuen Protokoll 1 x 10° Thymozyten zu jedem
Ansatz pipettiert und mit der Probe resuspendiert. Die Endzellzahl betrug damit
3 x 10° Zellen, welche nach Zentrifugation bei 15 000 U/min fiir 30 sek bei
Raumtemperatur (Biofuge 15, Heraeus) und Absaugen des Uberstandes mit
300 pl des Hybridisierungs-Ansatzes resuspendiert wurden.

Der Hybridisierungsmix enthielt im Gegensatz zum alten Protokoll zusatzlich
20mM NaCl und statt 70% nun 75% deionisiertes Formamid, wahrend die
restlichen  Bestandteile  unverandert blieben. Mit Erhdhung der
Denaturierungstemperatur auf 85°C, Verlangerung der Denaturierungszeit auf
15 min und einer Hybridisierungszeit von mindestens 90 min bei
Raumtemperatur wurde eine Optimierung der DNA-Denaturierung und
Hybridisierung mit der PNA-Probe erreicht (Baerlocher et al., 2002).

Die Denaturierung im zirkulierenden Wasserbad erlaubte eine gleichmallige
Verteilung der Temperaturen in allen Proben, was bei Verwendung des
Thermoshakers nicht in gleichem Mall moglich war.

Um Uberschissige PNA-Probe sicher zu entfernen, wurde die
Zusammensetzung der Waschpuffer und die Anzahl der Waschschritte im
neuen Protokoll verandert. Im Gegensatz zum alten Protokoll enthielt der neue
Waschpuffer 1 nun 75% Formamid; 10 mM Tris; 1% BSA und 1% Tween 20
sowie deionisiertes Wasser. Die Proben wurden insgesamt 4 mal mit 1 ml
Waschpuffer 1 gewaschen und anschlieend bei 2000 g fir 5 min bei 4°C
zentrifugiert (Megafuge Heraeus). Der letzte Waschschritt erfolgte mit
Waschpuffer 2, welcher 1% BSA; 1% Tween 20; 10 mM Hepes-Puffer sowie
deionisiertes Wasser enthielt, und anschlieRender Zentrifugation bei 4°C fur 10
min. Mit Waschlosung 2 konnten die Zellen Uber Nacht im Kuhlschrank bis zur
weiteren Verarbeitung aufbewahrt werden.

3.13.4.3 DNA-Farbung mit LDS 751

Ein optimaler DNA-Farbstoff fir Flow FISH sollte spezifisch und fest an die
denaturierte DNA binden, die Diskriminierung zwischen 2N und 4N Zellen
erlauben und nicht mit dem Emissionsspektrum von FITC interferieren.



3. Material und Methoden 63

Wahrend Propidum lodid nicht alle genannten Eigenschaften erfullte, waren
LDS 751 in niedrigen Konzentrationen von 0.01 yg/ml und DAPI (0.01 - 1 pg/ml)
die einzigen DNA-Farbstoffe, welche nicht nennenswert mit FITC der PNA-
Probe interferieren.

Die neue DNA-Farbelésung enthielt neben 0.1% BSA; 10 ug/ml RNAse A und
PBS nun LDS 751 in einer Konzentration von 0.1 ug/ml. Die Proben wurden mit
der Farbeldésung resuspendiert, in FACS-Rohrchen uberfuhrt und Dbei
Raumtemperatur 20 min bis zur Messung inkubiert.

3.13.5 Automatisierung

Im Gegensatz zu anderen Protokollen, bietet die Flow FISH Methode die
Maglichkeit einige Schritte zu standardisieren und zu beschleunigen. Vor allem
sich wiederholende Schritte, wie das Dispensieren der Zellsuspension, von
Waschlosungen und anderen LOsungen lassen sich einfach automatisieren.
Baerlocher et al. beschrieben den Hydra Microdispenser von Robbin Scientific
als Automat mit 96 Spritzen in Standard-Array-Format.

Dieses Gerat konnte programmiert werden, genau und fehlerfrei Losungen,
Reagenzien und Zellsuspensionen im pl-Bereich zu dispensieren, aspirieren
und zu mischen. Sie adaptierten einige Flow FISH Schritte fur den Gebrauch
der Hydra und reduzierten somit die Schwankungen der Telomerlangen-
Messung des Flow FISH Protokolls. Diese Automatisierung des Flow FISH
Protokolls wurde in das neue Protokoll Gbernommen, was die Mdglichkeit grofRe
Probenanzahlen zu bearbeiten verbesserte.

3.13.6 Messung

An dem FACSCalibur (Becton Dickinson) konnte mittels Durchflulizzytometrie
die Telomer-Fluoreszenz der Proben bestimmt werden. Das Messprinzip der
DurchfluBzytometrie beruht auf der Methode der hydrodynamischen
Fokussierung, d.h. die mit einem spezifischen Fluoreszenzfarbstoff angefarbten
Partikel werden kontinuierlich hintereinander an einer Lichtquelle vorbeigefinhrt.
Als Lichtquelle dient ein Laser, welcher sich wegen der guten Blndelung des
Strahls und der Enge und Gleichférmigkeit des Farbspektrums dafir eignet.
Das im Kreuzungspunkt zwischen dem Lichtstrahl und der Zelle entstehende
Streulicht wird in verschiedenen Raumwinkeln ausgewertet und somit die
unterschiedlichen Eigenschaften der Zellen wiedergegeben.
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Die Streulichteigenschaften sind stark abhangig von der Wellenlange des Lichts
und der Partikelgrole. So wird im Engwinkel zum Laserstrahl, in
Vorwartsrichtung, entlang des einfallenden Lichtstrahls, (forward light scatter;
FSC) die Zellgréfie und im rechten Winkel (side scatter; SSC) die Zelldichte und
Granularitat bestimmt. Die FITC-markierte PNA-Probe wird nun mit dem
Argonlaser bei einer Wellenlange von 488 nm angeregt und die daraus
resultierende Telomerfluoreszenz im FL1-Kanal gemessen.

Um Daten verschiedener Experimente an unterschiedlichen Tagen zu
vergleichen und um tagliche Schwankungen der einzelnen Komponenten des
DurchfluBzytometers, sowie Abweichungen der Laserintensitat und
-ausrichtung korrigieren zu konnen, wurden zu Beginn eines jeden
Experimentes FITC-markierte ,beads” (Flow Cytometry Standards Corporation)
in PBS gemessen.

Die ,Bead®-Losung enthalt vier Teilchen-Populationen, dessen Fluoreszenz mit
unterschiedlichen, bekannten Mengen an MESF-Einheiten (molecules of
equivalent soluble fluorochrome), in der GréRenordnung von 3 000 bis 50 000
korrespondieren. Die mittlere Fluoreszenz jedes der vier verschiedenen
Fluoreszenz-Peaks wurde zur Ermittlung einer Eichkurve und damit zur
Konvertierung der ermittelten Telomerfluoreszenz in MESF-Einheiten genutzt.
Diese Korrektur der Werte erlaubte den Vergleich unter den einzelnen
Experimenten.

3.13.7 Auswertung
3.13.7.1 Altes Flow FISH Protokoll

Bei der Auswertung mit dem Programm CELLQuest (Becton Dickinson) wurde
die 2N-Population der Zellen (Abbildung 11: Region 1; R1 in Dot-Plot A) auf
Basis der DNA-Fluoreszenz und GroéfRe (FSC) eingegatet. Trennt man die
Probe nach GroRRe (forward light scatter, FSC) und Granularitat (side scatter,
SSC) auf, so zeigen sich zwei Subpopulationen der Leukozyten, Lymphozyten
(R2 in Dot-Plot B) und Granulozyten (R3 in Dot-Plot B). Die dazugehorigen
Histogramme geben zum einen die Eigenfluoreszenz (hellgrau in Histogramm C
und D) und zum anderen die Telomerfluoreszenz der Zellen (dunkelgrau in
Histogramm C und D) in Kanalen wieder. Die mittlere spezifische
Telomerfluoreszenz der Zellen wurde durch Subtrahieren der durchschnittlichen
Fluoreszenz der Leerwerte (Probenansatz ohne PNA-Probe) von den
durchschnittlichen Fluoreszenzwerten des gleichen, aber mit der FITC-
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markierten PNA-Probe hybridisierten Probenansatzes ermittelt (horizontale
Linien in Histogramm C und D).

A

PI (DNA-Gehalt)

Side Scatter (Granularitét)

v

Forward Scatter (GroR3e)

R1 x R2 + R1 x R3

Anzahl
Anzahl

C D

v

Telomerfluoreszenz (FITC)

Abbildung 11 Auswertung der Telomerfluoreszenzen am Beispiel von
Leukozyten- Subpopulationen (nach altem Flow FISH Protokoll)

Zur Umrechnung der mittleren Telomerfluoreszenz von Lymphozyten oder
Granulozyten in kMESF wurden diese Differenzen durch 10° und durch die
Steigung (slope) der Geraden, welche aus den gemessenen Fluoreszenzen der
FITC-markierten Kalibrationsbeads erhoben wurden, dividiert:

(A) Telomerlange in KMESF = gemessene Kanale / 1000 / Steigung
(bei einer Messung in FL1 von 775 x 4)

Da die Telomerlange einen altersabhangigen Parameter darstellt, ist es
erforderlich eine Altersadaption der individuellen Messungen durch Vergleich
mit Messungen in gesunden Kontrollindividuen durchzufuhren. Daher wurden
die erhaltenen Ergebnisse der Proben mit den Telomerlangen der
altersadaptierten gesunden Kontrollpopulation, die von Rufer und Brimmendorf
et al. (1999) beschrieben wurde, verglichen.

Errechnet wurden diese Werte der altersadaptierten Kontrolle mit den Formeln:
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(B) Granulozyten = 15.96 — 0.079 x Alter
(C) Lymphozyten = 18.48 — 0.119 x Alter

Die Differenz (age-adjusted telomere length, deltaTel) aus diesem Vergleich
verdeutlichte dann das Ausmall der Telomerverkiirzung der Probanden
gegenuber der gesunden Kontrollperson des gleichen Alters (Rufer et al., 1999)

3.13.7.2 Anderungen im neuen Flow FISH Protokoll

Im Unterschied zu den Auswertungen des alten Flow FISH Protokolls, wurde
beim neuen Protokoll zusatzlich die interne Kontrolle ausgewertet (Abbildung
12: R2 in Dot-Plot A) und nach GrofRe und Granularitat aufgetrennt (R5 in Dot-
Plot C). Das dazugehorige Histogramm (F) zeigt ebenfalls die Differenz
zwischen Eigenfluoreszenz (hellgrauer Peak) und Telomerfluoreszenz
(dunkelgrauer Peak)
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Zellzahl

v

Telomere-Fluoreszenz (FITC)

Abbildung 12 Beispiel einer Telomerfloureszenz-Messung am Beispiel eines
gesunden Spenders
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Um far die taglichen Schwankungen in der Hybridisierungseffizienz zu
korrigieren wurden im neuen Protokoll Rinder-Thymozyten als interne Kontrolle
eingesetzt. Dabei wird der ermittelte mittlere KMESF-Wert der Probe mit dem
mittleren KMESF-Wert der zugehorigen internen Kontrolle dividiert. Man erhalt
die relative Telomerlange. Die Kalkulation der TFU (Telomere Fluoreszenz
Units = 1 kb) erfolgte basierend auf Southern Blot Analysen der Rinder
Thymozyten. Die relative Telomerlangen wurden mit dem Faktor 19.515 kb
(Mittelwert der Southern Blot Analysen des Rinder-Thymus) multipliziert.

3.13.8 Plausibilitatskontrolle

Die Plausibilitatskontrolle betrifft die Kontrolle des Musters der Analysenwerte
eines Patienten. Sie soll Diskrepanzen und unplausible Ergebniskonstellationen
durch Extremwertkontrolle, Konstellationskontrolle oder Vorwertvergleich
aufdecken und eliminieren durfen. In einigen seltenen Fallen wurden Werte
innerhalb einer Testreihe aufgrund ihrer Unplausibilitat ausgeschlossen, z.B.
wurden Proben, bei denen nach durchfluBzytometrischen Kriterien keine
eindeutige Population oder kein eindeutiger Peak zuzuordnen waren, nicht
berucksichtigt.

3.14 Bestimmung der Telomerase-Aktivitat (TRAP-Assay)

3.14.1 Prinzip

Die Methode des ,Telomeric Repeat Amplification Protocol (TRAP) zur
Bestimmung der Telomerase-Aktivitat in vitro wurde von Kim et al. (Kim et al.,
1994) entwickelt. Der verwendete Telo TAGGG Telomerase PCR ELISAPYS
Assay der Firma Roche ist eine Weiterentwicklung des von Kim et al.
entwickelten Assays und bietet die Moglichkeit die Telomerase-Aktivitat mit
einem sensitiven, nichtradioaktiven photometrischen Immunoassays zu
bestimmen. Informationen des Herstellers zufolge sind bereits Extrakte mit 10
telomerase-positiven Zellen semiquantitativ detektierbar.

Der TRAP-Assay besteht im Wesentlichen aus den im Folgenden schematisch
dargestellten Schritten:
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Schritt 1 = Elongation / Amplifikation

Wahrend des ersten Schrittes addiert die Telomerase der zu untersuchenden
Probe Telomer-Repeats (TTAGGG) an das 3'Ende des Biotin-gelabelten
synthetischen P1-TS-Primers. Diese Elongationsprodukte, sowie der, im
gleichen Eppendorf-Tube enthaltene Interne Standard (IS), werden nun mittels
PCR amplifiziert. Zur Verwendung kommen dabei zum einen der biotingelabelte
Primer P1-TS und der Anker-Primer P2. Die PCR-Produkte, welche aus den
Elongationsprodukten der Telomerase resultieren, enthalten die telomerase-
spezifischen (TTAGGG), Sequenzen, wahrend der Interne Standard (IS) ein
216 bp schweres PCR-Produkt bildet.

Extensionsreaktion durch die Telomerase

Telomerase-Produkt

@Iiener P1-TS-Primer Telomer-Repeats \
E [ ——

Telomerase-Substrat

5 3f

Amplifikation der Telomerasepodukte durch PCR

@—

Anker-Primer P2

@—

Abbildung 13 Darstellung des Prinzips des Telomerase Repeat Amplification
Protocol (TRAP)-Assays (modifiziert nach Roche ,Telo TAGGG Telomerase
PCR ELISAP"S Assay")
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Schritt 2 = Detektion durch ELISA

Das in zwei Aliquotes geteilte PCR-Produkt wird denaturiert und anschlief3end
hybridisiert. Die zur Hybridisierung benutzte Digoxigenin-(DIG)-markierte
Detektionsprobe ist entweder zum Amplifikationsprodukt der Telomerase (P3-T)
oder des Internen Standards (IS) (P3-Std) komplementar. Uber den
biotinmarkierten P1-TS Primer binden die gebildeten Produkte an die
Streptavidin-markierte Microtiter-Platte. Der Antikdrper gegen Digoxigenin ist an
Meerrettich-Peroxidase (Anti-DIG-HRP) gebunden und kann das Peroxidase-
Substrat TMB (3,3",5,5-Tetramethylbenzidin) [Grundfarbe = gelb] sensitivieren
[Farbumschlag nach blau]. Die Intensitat des entstandenen Farbumschlags
kann anschlieRend am ELISA-Reader gemessen werden.

Die Bestimmungen der Telomerase-Aktivitat wurden analog den Angaben des
Herstellers durchgefuhrt.

Denaturierung und Hybridisierung mit der digoxigenin-gelabelten Detektions-Probe

Digoxigenin |:|

Probe - komplementér zu:

_/Telomerase- Produkt (P3-T) oder interner Standard (P3-Std)
El

Bindung an die Streptavidin-gelabelte Platte und Farbreaktion:
Anti-Digoxigenin-Peroxidase + TMB - Farbsignal
T™B

Farbsignal

Streptavidin-gelabelte Anti-Digoxigenin

Microtiter-Platte

e B

o——

Abbildung 14 Darstellung der Detektion durch ELISA modifiziert nach Roche
,Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA”"S Assay*)
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3.14.2 Aufarbeitung des Probenmaterials

Bei -80°C trocken eingefrorene Pellets (2 x 10° Zellen) wurde auf Eis aufgetaut
und nach Zugabe von 200 pul Lysis-Reagenz resuspendiert. Nach 30 Min
Inkubation des Ansatzes auf Eis wurde die Probe bei 16 000 U/min und 4°C fur
20 Min abzentrifugiert. Von dem Uberstand nahm man 175 pl vorsichtig, ohne
die Zellfragmente mitzupipettieren, in ein steriles Eppendorf -Tube ab.

FUr jede Probe wurde als Negativkontrolle 10 pl des Zellextraktes mit 2.5 ul
RNAse T1 (100 000 IE) versetzt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.

3.14.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mittels PCR wurden die Telomerase-Produkte amplifiziert. Dazu kam folgender
PCR-Ansatz zur Verwendung:

Tabelle 3.13 Mastermix TRAP-Asssay

Mastermix 1 Ansatz Zusammensetzung

Reaktions-Mix 25 i Biotingelabeltes Telomerasesubstrat P1-
TS;optimierter Anker-Primer; Nukleotide,
Taqg-DNA-Polymerase

IS-Standard 5yl 216 bp IS DNA 0,001 amol/pl

Wasser, nukleasefrei 17 pl

Pro Tube wurden 47 ul Mastermix vorgelegt und mit 3 pl Proben-Lysat oder 3 pl
der Negativkontrolle resuspendiert. Je ein Tube wurde mit 1 pl Kontrolltemplate
low (enthalt 0.001 amol/pl der Positive-Kontroll-DNA mit 8 Repeats des
Telomerase-Produktes TS8) oder 1 pl Kontrollreagenz high (enthalt 0.1amol/ul
der Positive-Kontroll-DNA TS8) als Positiv-Kontrolle oder mit 1 pl Lysis-Puffer
als Negativ-Kontrolle versetzt. Um das Endvolumen von 50 pl zu erreichen
wurde zu diesen Ansatzen je 2 ul nukleasefreies Wasser pipettiert.

Nach Zentrifugation der Tubes mit 3000 U/min bei Raumtemperatur fur 5
Sekunden wurden die Tubes in die PCR-Maschine uberflihrt.
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Tabelle 3.14 PCR-Bedingungen TRAP-Assay

Schritt Zeit Temperatur Zyklen
Primer Elongation 10-30 min 25°C 1
Telomerase 5 min 94°C 1
Inaktivierung
Amplifikation 1-30
Denaturierung 30 sek 94°C
Annealing 30 sek 50°C
Extension 90 sek 72°C
10 min 72°C
Hold 4°C

3.14.4 Detektion

Fir jede Probe wurden 2 Tubes mit 10 pl Denaturierungsreagenz (bestehend
aus 0.5 % NaOH) vorbereitet und mit je 2.5 uyl des Amplifikationsproduktes
resuspendiert. Nach zehnmindtiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde ein
Tube mit 100 ul Hybridisierungspuffer T (Detektions-Probe komplementar zum
Telomerase-Amplifikationsprodukt) und das andere Tube mit 100 i
Hybridisierungspuffer 1S (Detektions-Probe komplemetar zum Internen
Standard) versetzt und die Ansatze sorgfaltig mit Vortex gemischt. Die
Zubereitung der einzelnen Negativ-Kontrollen erfolgte auf die gleiche Weise mit
Hybridisierungspuffer T. Nach Uberfiihrung von je 100 ul der einzelnen Anséatze
auf die Streptavidin-markierte Microtiterplatte inkubierte der Ansatz 2 Stunden
bei 37°C unter standigem Schutteln bei 300 U/min. Danach wurde der
Hybridisierungsmix vollstandig entfernt und jedes Well dreimal mit 250 pl des
Waschpuffers gewaschen. Der nachste Schritt beinhaltete die Zugabe von 100
gl eines polyklonalen, mit Meerrettichperoxidase-konjugierten Anti-Digoxigenin
(Anti-DIG-HRP-L6sung) und der 30minutigen Inkubation bei Raumtemperatur
auf dem Ruttler (300 U/min).

Nach kompletter Entfernung der Losung wurde wieder funfmal mit Waschpuffer
gewaschen und anschliefiend mit 100 pl TMB (3,3°,5,5 -Tetramethylbenzidin)
15 min bei Raumtemperatur auf dem Ruttler inkubiert (300 U/min). Ohne das
Substrat zu entfernen wurden 100 ul Stoppreagenz (< 5% Schwefelsdure)
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(Reaktionsfarbe gelb — blau) aufpipettiert und am Elisa-Reader bei 450 nm
(Referenzwellenlange 690 nm) innerhalb einer Zeitspanne von 30 Minuten
gemessen.

3.14.5 Auswertung und Interpretation der Ergebnisse

Die Absorption der Proben wird mit A 450 nm gegentiber der Referenzwellenlange
A 690 nm angegeben.

3.14.5.1 Negativ-Kontrollen

Um die Spezifitat der Telomerase-Reaktion zu Uberprifen wurde flr jede Probe
eine RNAse inaktivierte Negativkontrolle zubereitet. Die Absorption der Negativ-
Kontrollen ist abhangig von der Effektivitat der Telomerase-Inaktivierung. Sie
liegt dabei in der Regel unter 0,1 A 450 nm — A s90nm Units. Bei Ergebnissen Uber
0.1 Units musste das Experiment, inklusive der TRAP-Reaktion mit intensiverer
Inaktivierung wiederholt werden.

3.14.5.2 Positiv-Kontrollen

Die Ergebnisse der Positiv-Kontrollen muissen fir das Kontrolltemplate low
zwischen 0.2 und 0.5 und fur das Kontrolltemplate high zwischen 2.0 und 4.0
liegen. Formel zu Berechnung:

Positiv-Kontrolle =  (Absorption Kontrolltemplate — Absorption Lysepuffer)
Absorption Interner Standard (IS) des Kontrolltemplates

3.14.5.3 Proben

Von der Absorption der Proben wurde die der Negativ-Kontrolle abgezogen. Bei
telomerasepositiven Proben musste die daraus resultierende Absorptions-
Differenz hoher als die zweifache Hintergrund-Aktivitat liegen.

3.14.5.4 Quantifizierung der Telomerase-Aktivitat

Um das Level der Telomerase-Ativitat in den untersuchten Proben zu
bestimmen, wurde das Signal der Proben mit dem Signal der bekannten
Konzentration des Kontrolltemplates verglichen. Das benutzte Kontrolltemplate
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war identisch mit den Produkten aus der Telomerase-Elongation. Fur die
meisten Untersuchungen konnte das niedrige Kontrolltemplate verwendet. Bei
Proben mit sehr hoher Telomeraseaktivitat lag das Signal des Internen
Standards in der Nahe des Hintergrund-Levels. Grund daflr war die kompetitive
Amplifikation der TRAP Produkte und des Internen Standards. In solchen Fallen
musste das Kontrolltemplate mit der hdheren Konzentration verwendet werden.
Die relative Telomerase-Aktivitat (RTA) der verschiedenen Proben wurde mit
folgender Formel bestimmt:

RTA = (A Probe_— A Neqativ-Kontrolle) /A Interner Standard der Proben x 100
(A Kontrolltemplate — A Lysepuffer) /A Interner Standard der Kontrolle

3.15 Bestimmung der Kkatalytischen Untereinheit der
Telomerase (hTERT)

3.15.1 RNA-Isolierung

Das Grundprinzip der RNA-Isolierung besteht darin, die Zellen zu lysieren,
RNasen zu inaktivieren und anschlielend die RNA aus dem gewonnenen Lysat
zu isolieren. Auf diese Weise wird ein Gemisch aus rRNA, mRNA, tRNA und
snRNA, also die Gesamt-RNA erhalten.

Die RNA-Isolierung erfolgte nach Angaben des Herstellers mit dem RNeasy®
Mini Kit (Quiagen) unter RNAse freien Bedinungen. Mit dieser Methode erhalt
man eine selektive Anreicherung aller RNA-Molekule Uber 200 Nukleotide, vor
allem also mRNA, da die meisten RNAs < 200 Nukleotide besitzen.

Das Zellpellet wurde dabei zunachst in einem denaturierenden guanidin-
isothiocyanathaltigen (GITC)-Puffer aufgenommen und resuspendiert, um durch
die Inaktivierung der Rnasen intakte RNA isolieren zu konnen. Um geeignete
Bedingungen fur die Bindung der RNA an die Silica-Gel-Membran zu
gewahrleisten, wurden die Proben mit Ethanol versetzt. Enthaltene
Verunreinigungen wurden mit verschiedenen Waschschritten abgewaschen und
die RNA im letzten Schritt mit RNase-freiem Wasser eluiert. Bis zur weiteren
Verarbeitung wurden die Proben bei -80°C aufbewahrt.
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3.15.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte mit Hilfe des UV-Photometers
GeneQuant bei 260 nm. Dafur wurden die Proben mit RNase-freiem Wasser so
verdunnt, dass sie im Absorptionsbereich zwischen 0.1 und 1.0 gemessen
werden konnten. Eine Absorption von 1.0 entspricht dabei einer Konzentration
von 40 ug RNA pro ml. Aus dem Verhaltnis OD260/OD2gp ergibt sich die Reinheit
der gemessenen Probe. Eine proteinfreie Losung weist demnach ein Verhaltnis
von 1.7 bis 1.9 auf. Die RNA-Konzentration wurde mit Hilfe folgender Formel
berechnet:

RNA - Konzentration = 40 x ODyg x Verdunnungsfaktor

3.15.3 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese erfolgte mittels dem Superscript™ First-Strand Synthesis
System fur RTQ-PCR, indem mRNA als Ausgangsmaterial fur die cDNA-
Synthese diente. Hierfir wurde 1 ug RNA je Probe mit folgendem Primer-Mix
resuspendiert und bei 65°C fur 5 min denaturiert und anschliefend sofort auf
Eis abgekuhlt.

Tabelle 3.15 Primer-Mix fur die cDNA-Synthese

Primer-Mix pro Ansatz
RNA XM (=1pg)
10 mM dNTP Mix 1 ul
Oligo(dt)12-18 (500 ug / ml) 1 ul

Wasser, nukleasefrei ad 12 ul

Nach dem Mischen mit 7 pl Reaktions-Mix wurden die Ansatze bei 42°C flr 2
min inkubiert.
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Tabelle 3.16 Reaktions-Mix fur die cDNA-Synthese

Reaktions-Mix pro Ansatz
5x First Strand Buffer 4 ul
0.1 MDTT 2yl
RNAse Inhibitor (40 Units/ml) 1 ul

Danach wurde zu jedem Ansatz 1 ul Superscript II RT (= 200 Units), die
Reverse Transkriptase (RTase) pipettiert und nach dem Resuspendieren fur 50
min bei 42°C im PCR-Gerat inkubiert. An die Inkubation schloss sich mit 70°C
fur 15 min die Inaktivierung der RTase an.

Die RTase ist ein Enzym, welches in der Lage ist komplementare DNA (cDNA -
copy-DNA) aus einer RNA-Matrize zu erstellen. Um dem Enzym die nétigen 3'-
OH-Gruppen zu liefern, wurden Oligo(dT)-Primer an den poly(A)-Schwanz des
3’-Ende der mRNA hybridisert. Unter entsprechenden Bedingungen
synthetisiert die RTase mit den zugegebenen vier dNTP’s
(Desoxynucleotidtriphosphat) nun eine Kopie der eingesetzten mRNA, ein
cDNA-mRNA-Hybrid. Um die mRNA aus dem Hybrid zu entfernen kam am
Schluss 1 yl RNase H fir 20 min bei 37°C zur Anwendung. Die so erhaltene
einzelstrangige cDNA konnte nun bei -20°C bis zur weiteren Verarbeitung
aufbewahrt werden.

3.15.4 Real-Time TagMan®PCR

3.15.4.1 Prinzip

Die Real-Time TagMan® PCR bietet die M®églichkeit zur schnellen und
quantitativen Analyse von PCR-Produkten. Aufbauend auf den Arbeiten von
Holland et al. und Lee et al. (Holland et al., 1991; Lee et al., 1993) wurde die
TagMan®-Technologie entwickelt, bei dem Amplifikation und Nachweis des
PCR-Produkts simultan in einem Reaktionsgefall ermdglicht werden.

Fur diese Methode wird die 5-3’-Exonuklease-Aktivitat der AmpliTag DNA
Polymerase zur Detektion der sequenz-spezifischen Amplifikation genutzt. Zum
Einsatz kommt eine spezielle Sonde (TagMan® Sonde, Probe) welche aus
einem Oligonukleotid komplementar zum amplifizierten Fragment besteht. Die
Sonde ist an ihrem 5 -Ende mit einem fluoreszierenden Reporter-Farbstoff (6-
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Carboxyfluoreszein, FAM) markiert, wahrend am 3'-Ende ein Quencher-
Farbstoff (6-Carboxytetramethylrhodamin, TAMRA) dber ein Linker-Arm-
modifiziertes-Nukleotid (LAN) an die Sonde gebunden ist.

Ist die Sonde intakt, wird bei einer Anregung des Reporters durch eine
spezifische Wellenlange (488 nm) des Lasers die emittierte Fluoreszenzenergie
durch die raumliche Nahe uUber FRET (Fluorescence Resonance Energie
Transfer) auf den Quencher Ubertragen, welcher dadurch angeregt wird und
ebenfalls ein Lichtsignal emittiert. Wahrend der PCR hybridisieren Sonde und
Primer zunachst an den komplementaren Matrizen-Strang.

Wird nun die Sonde in der Extensionsphase durch die 5-3'-
Exonukleaseaktivitat der Tag Polymerase gespalten, werden Reporter und
Quencher raumlich getrennt und der Energietransfer (FRET) dadurch
unterbrochen. Entsprechend der Anreicherung an spezifischem PCR-Produkt
nimmt nun die Fluoreszenz des Reporters mit jedem PCR-Zyklus zu, d.h. der
Fluoreszenz-Anstieg ist direkt proportional zur Anreicherung des Amplifikats.

3.15.4.2 Durchfuhrung

In dieser Arbeit wurde die katalytische Untereinheit der Telomerase (hTERT)
mit Hilfe der TagMan® PCR quantifiziert.

Die spezielle TagMan® Primer wurden unter Nutzung publizierter Sequenz-
Daten der NCBI Datenbank mit Hilfe der Primer Express™ 2.0 Software von
Applied Biosystems (England) entworfen und von der MWG Biotech AG
synthetisiert. Die Sequenz der Primer wurde so gewahlt, dass sie Intron-
uberspannend waren. Dabei betrug die optimale Lange der Primer 20
Basenpaare, die Annealingtemperatur 58 bis 60°C, der GC-Gehalt lag zwischen
20 und 80% und die Grolke des PCR-Produktes zwischen 50 und 150
Basenpaaren. AuRerdem war zu bertcksichtigen, dass Sonde und Primer nicht
komplementar zueinander sind und auffallige Sekundarstrukturen (z.B. hairpin-
loops) vermieden wurden. Die Sequenz der eingesetzten Primer und der
verwendeten Sonde sind in folgender Tabelle zusammengefasst:
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Tabelle 3.17 Charakterisierung der Primer und Sonde fiir die TagMan® PCR
(FAM = 6-Carboxyfluoreszein; TAMRA = 6-Carboxytetramethylrhodamin)

Bezeichnung Lage Sequenz (5’ - 3)

hTERT-for
hTERT-rev
hTERT-sonde

2673U, Exon 10 TGA CAC CTC ACC TCACCC AC
2767L,Exon 11 CAC TGT CTT CCG CAA GTT CAC
2711U, Exon 11 FAM-ACC CTG GTC CGA GGT GTC CCT GAG-TAMRA

Fir die PCR wurden 100 ng cDNA der zu bestimmenden Proben, sowie die
Primer in einer Endkonzentration von 200 nM und die Sonde (Probe) in einer
Endkonzentration von 100 nM in folgendem Ansatz eingesetzt:

Tabelle 3.18 TagMan® PCR — Ansatz fiir hTERT

TaqMan® PCR hTERT  pro Ansatz
Universal Master Mix (2x) 10 pl
Forward Primer (200 nM) 1 ul

Reverse Primer (200 nM) 1 ul

Sonde 1l

cDNA 100 ng = x yl
DEPC-Wasser ad 20 ul

Als endogene Kontrolle diente GAPDH. Primer und Sonde flr diese Kontrolle
waren im ,Pre-Developed TagMan Assay Reagent Control Kit - Human GAPDH
Endogenouse Control“ enthalten. Die Sonde fur GAPDH war mit VIC and
TAMRA markiert. Nach Anweisungen des Herstellers wurde fur die PCR
folgender Ansatz gewahlt:

Tabelle 3.19 TagMan® PCR — Ansatz fiir GAPDH

TaqMan® PCR GAPDH  pro Ansatz
Universal Master Mix (2x) 10 pl
GAPDH-Mix (KIT) (20x) 1 ul

cDNA 100 ng = x dl

DEPC-Wasser

ad 20 pl
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Die Ansatze wurden in MicroAmp®Optical 96-Well Platten pipettiert, mit Deckel
versehen, abzentrifugiert und die PCR in dem ABI PRISM 7000 Sequence
Detector unter folgenden Bedingungen durchgefuhrt:

Tabelle 3.20 Temperatur-Zeit-Verlauf wahrend der TagMan® PCR
(UNG = Uracil-N-Glykosylase)

Schritt Zeit Temperatur Zyklen
Verdau (durch UNG) 2 min 50°C 1
Aktivierung der 10 min 95°C 1
AmpliTaq Polymerase
Amplifikation 1-40
Denaturierung 15 sek 95°C
Synthese 1 min 60°C

Uber den ReaktionsgefaRen der Microtiterplatte befindet sich eine Linse, die
den Strahl eines Argon-Lasers (488 nm) in die Gefalle weiterleitet, wodurch
eine Fluoreszenzanregung erfolgen kann. Die Fluoreszenzemission wird Uber
denselben optischen Leiter gemessen.

Bei jedem TagMan® - Lauf wurden hTERT und GAPDH der Proben in einer
Doppelbestimmung gemessen, sowie Negativkontrollen mitgefuhrt, welche
anstelle der cONA-Probe Wasser enthielten.

3.15.4.3 Auswertung der TagMan® -Daten

Die Auswertung der Resultate erfolgte mit Hilfe der ABI Prism 7000 SDS 1.0
Software. Mit Hilfe dieses Computerprogrammes konnte der Verlauf der PCR
graphisch als Kurve mit x = Zyklenzahl und y = relative Fluoreszenzintensitat
dargestellt werden.

Das Signal der TagMan® PCR reprasentierte die Veranderung der
Fluoreszenzemission des Reporterfarbstoffs aufgrund der Hydrolyse der
sequenzspezifischen Sonde. Es ergab sich in der Regel ein exponentieller
Verlauf der Kurve, wobei zum Ende hin ein Plateau erreicht wurde. Stérende
Fluktuationen der Fluoreszenz wurden mit Hilfe eines passiven
Referenzfarbstoffs, der dem Reaktionspuffer zugesetzt war, ausgeglichen.
Dieser normalisierende Effekt ging in die Berechnung als normalisiertes
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Reportersignal (Rn) ein: der Rn-Wert entspricht dem Quotienten der Emissions-
Intensitat des Reporter-Farbstoffs dividiert durch die Emissions-Intensitat des
passiven Referenzfarbstoffs. Auf diese Weise konnten unspezifische Einflisse
wie Konzentrationsanderungen aufgrund von Schwankungen der Volumina
(Pipettierfehler) ausgeglichen werden.

Weitere Schwankungen, die nicht auf dem PCR-abhangigen Nuklease-Verdau
basierten, wurden berucksichtigt, indem das Hintergrundsignal (Signal der
Negativkontrolle) von dem jeweiligen Rn-Wert abgezogen wurde.

Zur Quantifizierung ermittelte das Computerprogramm einen Schwellenwert.
Der Ct-Wert (Threshold Cycle) ergab sich aus dem Schnittpunkt der Kurve mit
diesem Schwellenwert. Ct war ein Mal fir die Menge an cDNA in der
Startreaktion und spiegelt die Zyklenzahl wieder, bei der statistisch gesehen ein
signifikanter Anstieg der Fluoreszenz auftrat. Um einen Effekt unterschiedlicher
cDNA-Mengen auszuschlieen, wurde der Ct -Wert der endogenen Kontrolle
GAPDH von den Ct —Werten der jeweiligen Proben abgezogen, wodurch man
ACt erhielt. Die relative Menge an vorhandener cDNA wurde als 2 “&
ausgedruckt. Die Formel zur Berechnung kann wie folgt zusammengefasst

werden:

Relative hTERT Expression = 2 LGt ("TERT) = CLGAPDH) 5 10

3.16 Bestimmung der hTERT Splice-Varianten

3.16.1 PCR

Mittels PCR wurden ausgehend von cDNA die unterschiedlichen hTERT Splice-
Varianten amplifiziert. Die dazu verwendeten Primer, synthetisiert von MWG
Biotech AG, umschlossen dabei die Leitstruktur A und B der Reversen
Transkriptase. Damit war es moglich vorhandene o- und B- Deletionen
nachzuweisen. Als Positiv-Kontrolle der verwendeten PCR-Bedingungen
dienten K562-Zellen. Folgende Primer wurden fur die RT-PCR eingesetzt:

Tabelle 3.21 Primer zur Bestimmung der hTERT Splice-Varianten

Bezeichnung Sequenz

Splice Varianten hTERT

hT2164F 5’-GCC TGA GCT GTA CTT TGT CAA-3’
hT2620R 5’-CGC AAA CAG CTT GTT CTC CAT GTC-3
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Kontrolle: GAPDH

GAPDH-for 5-TGA AGG TCG GAG TCA ACG GAT TTG GT-3'
GAPDH-rev 5-CAT GTG GGC CAT GAG GTC CAC CAC-3

Das hTERT Transkript der vollen Lange (+a+p) reicht von Base 2164 bis 2620
und bildet ein 457 bp grofles PCR-Produkt. Die a-Deletion entfernt eine 36 bp
groRe Sequenz des RT Motif A und die B-Deletion fuhrt zum Verlust einer 182
bp gro3en Sequenz vor dem RT Motif B.

Fir die PCR-Reaktionen der hTERT Splice-Varianten und der Kontrolle GAPDH
wurde folgender Ansatz verwendet:

Tabelle 3.22 PCR-Ansatz - hTERT Splice-Varianten

PCR pro Ansatz
Red Taqg™ Reaction Mix 25l
Forward Primer (10 yM) 1 ul
Reverse Primer (10 pM) 1 ul

cDNA 50 ng = x ul
DEPC-Wasser ad 50 ul

Die Reaktion wurde in dem GeneAmp PCR-System 9700 durchgefuhrt, wobei
die Temperatur- und Zeitablaufe an die verwendeten Primer angepasst wurden:

Tabelle 3.23 PCR-Bedingungen hTERT Splice-Varianten

Schritt Zeit Temperatur Zyklen
Denaturierung 15 min 94°C 1
Amplifikation 1-40
Denaturierung 30 sek 95°C
Annealing 45 sek 64°C
Extension 45 sek 72°C
Extension 5 min 72°C 1

Hold 4°C
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Tabelle 3.24 PCR-Bedingungen GAPDH - Kontrolle

Schritt Zeit Temperatur Zyklen
Amplifikation 1-30
Denaturierung 45 sek 94°C
Annealing 45 sek 61°C
Extension 2 min 72°C
Extension 10 min 72°C 1
Hold 4°C

Nach der Amplifikation wurden die PCR-Produkte bis zu ihrer Darstellung in
Agarosegelen bei -20°C gelagert.

3.16.3 Agarosegel - Elektrophorese

Zur Auftrennung der PCR-Produkte nach ihrer Grof3e wurden horizontale
Agarosegele in der Konzentration von 1.5 % (fur GAPDH) und 2 % (fur hTERT
Splice-Varianten) verwendet. Die Agarose wurde in dem entsprechenden
Volumen Tris-Borat-EDTA-(TBE)-Puffer aufgenommen und in der Mikrowelle
vollstandig geschmolzen. Nach kurzem AbkuUhlen wurde Ethidiumbromid (0.8
pg/ml Gel) zugegeben. Die Gellésung wurde nach weiterem Abkuhlen auf ca.
50°C luftblasenfrei in die vorbereitete Gelkammer gegossen. Sobald das Gel
erstarrt war, konnte der Kamm fur die Probentaschen entfernt und die
Elektrophorese-Kammer mit 1% TBE-Puffer gefullt werden.

Die Probentaschen wurden nun mit je 35 pl der PCR-Produkte der Proben, als
Positiv-Kontrolle mit 10 uyl K562 PCR-Ansatz und zur Abschatzung der
Fragmentgrole mit der DNA-Leiter befullt. Nach der Auftrennung bei konstanter
Spannung von 140 V konnten die aufgetrennten Fragmente unter kurzwelligem
UV-Licht (302 nm) visualisiert und mit Hilfe eines Videodokumentationssystems
aufgenommen werden.
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4. Ergebnisse

4.1 Telomerbiologie der pathologisch gesteigerten
Hamatopoese myeloischer Leukdmien

4.1.1 Chronisch Myeloische Leukamie (CML)

4.1.1.1 In vivo Untersuchung der Telomerlangen-Dynamik in CML-
Patienten unter Behandlung mit Imatinib

Uber eine deutlich erhdhte Teilungsrate in den malignen, hamatopoetischen
Stammzellen kommt es bei dem Krankheitsbild der CML zu einer akzelerierten
Telomerverkurzung der malignen Zellpopulation im Laufe der chronischen,
klinisch stabilen Phase der Erkrankung (Brummendorf et al., 2000).

Die hier vorliegende Studie untersuchte die Telomerlangendynamik unter
Behandlung der Patienten mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib, dem neuen
Standard der CML-Therapie. Dazu wurden insgesamt 517 Proben von 206
CML-Patienten in CP, AP und BC vor und wahrend der Therapie mit Imatinib
mit Hilfe von Flow FISH, wie in Kapitel 3.13 beschrieben, analysiert. Die
Telomerfluoreszenz wurde in MESF (molecular equivalents of soluble
fluorochrome units) ausgedruckt (Tabelle 4.1).

Mit Hilfe eines Shapiro-Wilk-Tests wurde dabei die Haufigkeitsverteilung der
altersadaptierten Telomerlangen der Granulozyten (deltaTelgan) abhangig vom
Stadium der Erkrankung untersucht. Wie in Abbildung 15 gezeigt, waren die
deltaTelgan nicht normalverteilt (p < 0.0001 (CP) und p = 0.02 (AP, BQC)),
sondern sowohl im chronischen Krankheitsstadium, als auch in der
akzelerierten Phase bzw. Blastenkrise zu kurzeren altersadaptierten Telomeren
hin verschoben.



4. Ergebnisse

83

100 100
80- ] 80-
A
o 604 60-
©
4
2 -
5 —
(T
‘S 40-
20
0 ,—I_ , — 1"
-10 5 0 5 10 -10 5 0

Altersadaptierte Telomerlange (in kKMESF)

10

Abbildung 15 Verteilung der deltaTel der Granulozyten in der (A) chronischen
Phase (CP), sowie der (B) akzelerierten Phase und Blastenkrise (AP / BC)

Tabelle 4.1 Telomerlangen-Verteilung abhangig vom Krankheitsstadium und

Remissionsstadium

Telomerlange

25 -75%
[Kﬂl\gggﬁ] Percentile
Krankheitsstadium
Chronische Phase (%) -1.1 -3.3 bis 1.2
Akzelerierte Phase (%) -1.6 -3.9 bis 1.3
Blastenkrise (%) -1.8 -3.7 bis 0.5
Zytogenetisches Ansprechen (CR)
Major CR (%) -0.3 -2.8 bis 2.6
Minor CR (%) -1.4 -3.4 bis 1.2
Keine CR (%) -1.7 -3.9 bis 0.6
Interphase-FISH
< 35% Ph+ (%) -1.3 -3.0 bis 2.0
> 35% Ph+ (%) -1.8 -3.8 bis 0.1
Molekulares Ansprechen
(BCR/ABL / ABL Quotient)
< 2% (%) 0.6 -2.3 bis 3.0
> 2% bis < 14% (%) -0.9 -3.2 bis 2.1
> 14 (%) -1.8 -4.1 bis 0.3
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4.1.1.2 Zusammenhang zwischen Telomerlange und
Krankheitsstadium der CML-Patienten

In friheren Untersuchungen wurde bereits eine Verkurzung der Telomere
wahrend fortschreitender Erkrankung, in Abhangigkeit vom Krankheitsstadium
beschrieben (Brummendorf et al., 2000).

Wie schon in diesen Voruntersuchungen zeigten CML-Patienten in CP langere
Telomere (Median: -1.1 KMESF; 25-75% Percentile: -3.3 bis 1.2 KMESF), als
Patienten der AP (Median: -1.6 KMESF; 25-75% Percentile: -3.9 bis 1.3 kKMESF)
und diese wiederum langere als Patienten in der BC (Median: -1.8 KMESF; 25-
75% Percentile: -3.7 bis 0.5 KMESF) (Tabelle 4.1 und Abbildung 16). Das
Ausmald dieser Telomerverkirzung war jedoch wesentlich geringer als die
Ergebnisse der vorhergehenden Studie aus der Zeit vor der neuen
Therapieoption ,Imatinib®.
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Abbildung 16 Zusammenhang zwischen der Median der altersadaptierten
Telomerlange (in KMESF) und dem Krankheitsstadium der Patienten (CP =
chronische Phase; AP = akzelerierte Phase; BC = Blastenkrise)

Da alle untersuchten Proben von Patienten stammten, die entweder aktuell
oder im weiteren Verlauf der Studie mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib
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therapiert wurden, lag der Verdacht nahe, dass die Behandlung mit Imatinib
einen Einfluss auf die altersadaptierte Telomerlange haben kdnnte.

4.1.1.3 Untersuchung der Telomerlange in Abhangigkeit vom
zytogenetischen und molekularen Ansprechen auf die
Imatinib-Therapie

Basierend auf der Hypothese, dass bei Ansprechen der CML-Patienten auf die
Therapie mit Imatinib die mittlere Telomerlange zunimmt, wurde die
Telomerlange vor und im Verlauf der Imatinib-Behandlung untersucht. Das
gesamte Kollektiv der Patienten wurde dafir nach der medianen Therapiedauer
mit Imatinib (in dieser Studie = 144 Tage) in zwei Gruppen eingeteilt.

Die Telomerlangen von 197 Proben vor Therapie mit Imatinib bis zur medianen
Therapiedauer mit Imatinib (144 Tagen) wurden mit 196 Proben eines spateren
Zeitpunktes (bis Tag 706) verglichen (Abbildung 17).
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Abbildung 17 Korrelation der mittleren Telomerlange < 144 Tage Therapie mit
Imatinib mit der Telomerlange > 144 Tagen Therapiedauer

Dabei zeigten die Proben der Patienten kurz nach Therapiebeginn signifikant
kirzere Telomere (Mittelwert £ S.D.: -1.5 + 0.3 KMESF; n = 197) im Vergleich
zu den langer therapierten Patienten (-0.8 + 0.3 KMESF; n = 196; p = 0.03).
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An diese Ergebnisse schloss sich die Analyse der Telomerlange im Zeitraum
von 100 Tagen vor Therapiebeginn mit Imatinib bis zum letzten Zeitpunkt einer
Wiederholungsmessung der Telomerlange des jeweiligen Patienten unter
Behandlung mit Imatinb unabhangig vom Krankheitsstadium der Patienten an
(Abbildung 18). In den 119 Patienten, von denen sequentielle Messungen
(Median: 2; Range 2 - 12) vorhanden waren, fand sich dabei eine signifikante
Wiederzunahme der Telomerlange von 760 MESF pro Jahr (p < 0.0001).
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Abbildung 18 Verlauf der mittleren altersadaptierten Telomerlange im Verlauf
der Behandlung mit Imatinib. Der Pfeil kennzeichnet den Beginn der Imatinib-
Therapie.

Aufgrund dieser Ergebnisse stellte sich die Frage, inwiefern die Ursache fur den
Anstieg der altersadaptierten Telomerlange unter Therapie mit Imatinib auf eine
relative Zunahme der Ph- Zellen infolge einer Abnahme der Ph+ Zellen im
peripheren Blut zurlickzufihren war. Die Telomerlangen der Proben wurden
dazu mit dem erreichten Remissionsstadium unter Imatinib-Therapie, ermittelt
durch konventionelle Zytogenetik (Abbildung 19) im Knochenmark, durch
Interhase-FISH (Abbildung 20) an peripheren Blutzellen oder durch
Bestimmung des BCR-ABL/ABL-Quotienten mit RT-PCR (Abbildung 21)
korreliert.
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Abbildung 19 Die Telomerlange der CML-Patienten nimmt mit dem
Ansprechen auf die Therapie mit Imatinib zu (Major CR = 0-34% Ph+
Metaphasen; Minor CR = 35-65% Ph+ Metaphasen; Keine CR = 100% Ph+
Metaphasen).

Die mediane Telomerverkurzung der Patienten in kompletter bzw. major
zytogenetischer Remission [0% bzw. 0-34% Ph+ Metaphasen] (Median: -0.3
KMESF; 25-75% Percentile: -2.8 bis 2.6 kMESF; n = 58) gegenuber
altersadaptierten Gesunden, war geringer als die Telomerverkirzung der
Patienten mit minor [35-65% Ph+ Metaphasen] (Median: -1.4 KMESF; 25-75%
Percentile: -3.4 bis 1.2 KMESF; n = 43) oder ohne [100% Ph+ Metaphasen]
zytogenetisches Ansprechen (Median: -1.7 KMESF; 25-75% Percentile: -3.9 bis
0.6 KMESF; n = 144) (Abbildung 19). Die Unterschiede zwischen den
Telomerlangen der Patienten mit major bzw. kompletter zytogenetischer
Remission und den Telomeren der Patienten ohne zytogenetische Remission
waren signifikant (p < 0.05).



88 4. Ergebnisse

15 o p =0.002
o
10 —
S 000
= le)
Q
0.0
S ™ gOO AA
) 5
7] LY.\
w o) IN
e f % TN
8 = 0900 AAﬁAA
2 £ 008 ANSBAANNRE
§ 0 000880000 Aaﬁ AAAﬁﬁﬁA
o 08 o AA
S OO fe) § A A
k] 89 go AAQA AARARA
< AAA AL
-5 — LYYV AAAA
OOO AAAAAAA
YR
IN
-10
< 35% Ph+ > 35% Ph+
(n=73) (n=131)

Abbildung 20 Telomerlangen (in  kKMESF) in Abhéangigkeit vom
Remissionsstatus, ermittelt mit Interphase-FISH.

Der signifikante Unterschied, ermittelt durch konventionelle Zytogenetik, konnte
durch Interphase-FISH bestatigt werden (p=0.002) (Abbildung 20 und Tabelle
4.1). Dabei zeigten wieder die Patienten mit < 35% Ph+ Metaphasen langere
Telomere (Median: -1.3 KMESF; 25-75% Percentile: -3.0 bis 2.0 kKMESF; n = 73)
als die Patienten mit = 35% Ph+ Metaphasen (Median: -1.8 KMESF; 25-75%
Percentile: -3.8 bis 0.1 KMESF; n = 131).

Wie bereits erwahnt, wurden die Proben auflerdem uber ihren BCR-ABL/ABL-
Quotienten in drei Gruppen eingeteilt. Ein BCR-ABL/ABL-Quotient von < 2%
kann mit einer kompletten zytogenetischen Remission (0% Ph+-Metaphasen im
Knochenmark), ein BCR-ABL/ABL-Quotient von = 2% bis < 14% mit einer
partiellen zytogentischen Remission (1-34% Ph+-Metaphasen) und ein BCR-
ABL/ABL-Quotient von 214% mit einem geringen bzw. keinem zytogenetischen
Ansprechen (35-100% Ph+-Metaphasen) verglichen werden.
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Abbildung 21 Die Telomerlange der CML-Patienten nimmt mit zunehmendem
molekularen Ansprechen auf die Therapie mit Imatinib signifikant zu.

Dabei zeigen die medianen Telomerlangen der Patienten mit gutem
molekularen Ansprechen (Median: 0.6 KMESF; 25-75% Percentile: -2.3 bis 3.0
KMESF; n = 44) keinen signifikanten Unterschied mehr zu den altersadaptierten
gesunden Kontrollen.

Sie unterschied sich allerdings signifikant (p < 0.05) von der Telomerlange der
Patienten ohne molekulares Ansprechen auf die Therapie (Median: -1.8
KMESF; 25-75% Percentile: -4.1 bis 0.3 KMESF; n = 278). Die Telomerlange
der Patienten mit partiellem Ansprechen auf die Therapie lag dazwischen
(Median: -0.9 KMESF; 25-75% Percentile: -3.2 bis 2.1 KMESF; n = 49).
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4.1.2 Optimierung des verwendeten Flow FISH-Protokolls

Zur Optimierung des Flow FISH Protokolls wurde die Methode nach den
Angaben von Baerlocher et al. (Baerlocher et al., 2002), wie in Kapitel 3.13
(Material und Methode) beschrieben, verandert. Dadurch wurde nicht nur eine
Optimierung der DNA-Denaturierung, der Hybridisierung mit der PNA-Probe
und der DNA-Farbung erreicht, sondern zudem mit Hilfe des internen Standards
die Qualitat der Ergebnisse verbessert.

Zum Vergleich der beiden Flow FISH Protokolle diente die Bestimmung der
Telomerlange von 28 Patienten mit beiden Protokollen. In Abbildung 22 sind die
Telomerlangen der Leukozyten und Granulozyten dargestelit.

12 o

10 -

R =0,70
p < 0.0001

TFU, neues Flow-FISH Protokoll

TFU, altes Flow-FISH Protokoll

Abbildung 22 Telomerlange Leukozyten und Granulozyten in TFU, Vergleich
neues und altes Flow-FISH Protokoll.

Dabei korrelieren die Telomerlangen, gemessen mit dem neuen Flow-FISH
Protokoll gut mit den Ergebnissen des alten Flow-FISH Protokolls (Abbildung
22).
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4.1.3 in vitro Untersuchungen zur Interaktion zwischen BCR-ABL
und Telomerase

In diesem Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob sich die im Lauf der
Therapie mit Imatinib gefundene Zunahme der Telomerlange in CML-Patienten
auf die Zunahme von Ph- Zellen im Blut des Patienten oder auf die Interaktion
zwischen BCR-ABL und der Telomerase zurlckfUhren Ilasst. Zur
Untersuchungen einer funktionellen Interaktionen dieser Art wurden in vitro
Tests mit Hilfe der imatinib-vermittelten Hemmung der Tyrosinkinaseaktivitat am
Beispiel der BCR-ABL-positiven Zell-Linie BaF3p185 und dem BCR-ABL-
negativen Wildtyp BaF3 durchgefuhrt.

Das BaF3-Modell ist zur Untersuchung BCR-ABL-abhangiger =zellularer
Interaktionen gut etabliert (Carlesso et al., 1996; Gesbert and Griffin, 2000; van
der Kuip et al., 2001). Mit Hilfe dieses Modells war es mdglich, den Effekt von
BCR-ABL auf die Telomerase-Aktivitat und damit auf die replikationsabhangige
Telomer-Verklrzung untersuchen zu kdnnen.

4.1.3.1 Untersuchung der Zytotoxizitat von Imatinib auf BaF3 /
BaF3p185

Zur Durchfuhrung der geplanten Langzeit-Untersuchungen des BCR-ABL-
abhangigen Effekts auf Telomerlange und Telomeraseaktivitat der BCR-ABL-
positiven BaF3p185 sollte Imatinib in Konzentrationen verwendet werden,
welche in der Lage waren BCR-ABL auszuschalten und zugleich keine
zytotoxische Wirkung auf den Wildtyp BaF3 zu zeigen. Die Lebensfahigkeit der
Zellen unter steigenden Imatinib-Konzentrationen wurde dazu mit Hilfe des
MTT-Zytotoxizitatstests (wie in 2.10 Dbeschrieben) zu Beginn des
Langzeitversuchs bestimmt.

Die so ermittelte mittlere 1Csp (£ S.D.) betrug fur die BCR-ABL-postive
BaF3p185 0.4 + 0.3 pyM Imatinib, wahrend der Wildtyp BaF3 mit 6.8 £ 3.0 uM
wesentlich resistenter auf die 48-stlindige Inkubation mit Imatinib reagierte
(Abbildung 23 A, B).
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Abbildung 23 (A) Reprasentatives Beispiel einer Dosis-Wirkungskurve von
Imatinib auf BaF3 und BaF3p185. Eingezeichnet ist die weiterverwendete Dosis
von 1 pM Imatinib (gestrichelte Linie). (B) Die ,Median-Effekt-Gleichung*
ermoglicht die Kalkulation der 1Csy Uber den Schnittpunkt der
Regressionsgerade mit der x-Achse. (D = Dosis; Fa = fraction affected; Fu =

fraction uneffected)

Aufgrund dieser Ergebnisse kam fur weitere Experimente, sowie die folgenden
Langzeit-Untersuchungen 1 uyM Imatinib zur Anwendung. Mit dieser
Konzentration konnte die BCR-ABL-vermittelte Proliferation gehemmt werden,
wahrend Lebensfahigkeit und Wachstum der BCR-ABL-negativen Zellen BaF3
nicht beeintrachtigt wurden. Ohne den Wachstumsstimulus des BCR-ABL
entsprach die Wachstumseigenschaft von BaF3p185 wieder denen des
Wildtyps BaF3, weswegen zur Kultivierung mit Imatinib wieder murines IL-3 als
Wachstumsfaktor zugesetzt werden musste.

4.1.3.2 Imatinib stellt die Wachstumsfaktor-Abhéangigkeit der BCR-
ABL-transfizierten Zellen wieder her

Das Wachstum und Uberleben der Wildtyp BaF3-Zellen ist von der exogenen
Zufuhr des Wachstumsfaktors IL-3 abhangig, wahrend die BCR-ABL
transfizierten BaF3p185-Zellen in der Lage sind wachstumsfaktor-unabhangig
zu wachsen (Daley and Baltimore, 1988). Dieses, durch BCR-ABL vermittelte
Wachstumssignal kann durch Hemmung der Tyrosinkinase-Aktivitat mittels
Imatinib aufgehoben werden (Buchdunger et al., 1996; Druker et al., 1996).
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Nach 21-stindiger Inkubation des Wildtyps BaF3 mit 1 uM Imatinib bei
aufrechterhaltener Zufuhr des Wachstumsfaktors wurde die
Proliferatonsfahigkeit der Zellen nicht beeinflusst (Abbildung 24 A, 25).

Im Gegensatz dazu zeigte die Hemmung von BCR-ABL durch Imatinib eine
schnelle und spezifische zytotoxische Wirkung auf die BCR-ABL-positiven
Zellen. Wahrend die apoptotische Zellfraktion von BaF3p185 nach 21-stlindiger
Inkubation mit 1 yM Imatinib ohne IL-3 auf 43% anstieg (Abbildung 24 B, 25),
blieb die Apoptoserate durch Zugabe von IL-3 auf 1.3 % Grund-Apoptose
(Abbildung 24 C, 25).

M3
M2

Zellzahl

M3

M2 | M1

M1

Propidium-lodid

Abbildung 24 FACS-Analyse der Apoptose nach Nicoletti et al. 1 uM Imatinib
zeigt nach 21 h keinen Effekt auf den Wildtyp BaF3 (A). Nach Behandlung der
BCR-ABL-postiven BaF3p185 steigert Imatinib die Apoptose (B). Dieser Effekt
kann durch simultane Zugabe von IL-3 verhindert werden (C). (M1 = Apoptose;
M2 = G1-Phase; M3 = G2-/S-Phase der jeweiligen Zellen)

—m— BaF3 +IL-3
507 e BaF3p185 Abbildung 25
' A BaF3pis5+IL3 . Graphische Darstellung
407 " induzierter  Apoptose
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g Behandlung von
g BaF3, BaF3p185 und
207 BaF3p185 + IL-3 mit
. 1 pM Imatinib.
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Mit dem gewahlten System war es also moglich, BCR-ABL mit Hilfe von
Imatinib zu inaktivieren und diese Zellen mit den BCR-ABL-positiven,
tyrosinkinaseaktiven Zellen zu vergleichen.

4.1.3.3 Vergleich der Wachstumskinetik behandelter und
unbehandelter Zellen

Um das Wachstumsverhalten von BaF3 und BaF3p185 in Anwesenheit von
Imatinib zu untersuchen, wurden die im Langzeitversuch kultivierten Zellen bei
jedem Wechsel des Kulturmediums mit Trypanblau gefarbt und mit Hilfe der
Neubauer-Zahlkammer gezahlt.

100 -
—m— BaF3p185

—@— BaF3p185 +IL-3

—&A— BaF3p185 + IL-3 + Imatinib
—W— BaF3+IL-3

—4&@— BaF3+ IL-3 + Imatinib

A
. /////‘

|

0 T T T T T T T T T 1

80 -

\,

\\{i\\§.

PD

Tage in Kultur

Abbildung 26 Wachstumskinetik von BaF3 # Imatinib, BaF3p185 # IL-3 +
Imatinib aus drei unabhangigen Versuchen. Augetragen wurden die Tage der
Zellen in Kultur gegen die Verdopplung der Zellen (PD) in dieser Zeit (+ S.D.)

Bis zum Erreichen von ca. 90 Verdopplungen unterschied sich die
Wachstumskinetik der imatinib-behandelten Zellen nur marginal von den
unbehandelten Zellen. Auch die Zugabe von IL-3 zur BaF3p185 hatte innerhalb
des untersuchten Zeitrahmens keinen Einfluss auf das Wachstumsverhalten der
Zellen (Abbildung 26).
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4.1.3.4 Einfluss von Imatinib auf die Telomerlange der Zell-Linien

Um in vitro den Effekt des Tyrosinkinaseinhibitors Imatinib auf die Telomerlange
des Wildtyps BaF3 und der BCR-ABL-positiven Transfektanten BaF3p185 zu
untersuchen, wurden die Zellen in drei unabhangigen Versuchen bis zu 90 PD
(Verdopplungen) mit und ohne Zusatz von Imatinib kultiviert.

Die Berechnung der TFU (Telomerfluoreszenz-Einheiten) der Zellen basierten
dabei auf Southern Blot Analysen der Rinderthymozyten (Interne Kontrolle
unseres Flow-FISH Protokolls). Durchgefuhrt wurden die Southern Blot
Analysen von Dr. Jorg Fellenberg, (Uniklinik Heidelberg, Abteilung Orthopadie).

-y Abbildung 27 Southern Blot
Analyse der internen Kontrolle -
- Rinderthymozyten. Die weil3en
Markierungen entsprechen den
densitometrisch bestimmten
mittleren Werten (19.77 und 19.26
kb).
19.77 kb 19.26 kb
/ Bande 1 und 6: Marker;
- | -21.2
Bande 2 und 3: Rinderthymozyten;
p— - | -86
E | Bande 4: Kontrolle 3.9 kb
e | -3 Bande 5: Kontrolle 10.2 kb
-4.2
-3.5

12 3 456

Die mittlere Telomerlange der Rinderthymozyten betrug 19.515 kb (19.77 +
19.26 kb, n = 2). Die Telomerlange der einzelnen Ansatze wurde mit dem
uberarbeiteten Flow-FISH Protokoll, wie in Kapitel 3.13 erlautert, gemessen und
als Telomerfluoreszenz-Einheiten (TFU + S.D.) dargestellt (Abbildung 27).



96 4. Ergebnisse

4 T A _

I &

& ©)

s 8

2 ‘g’ R4

[22} 77} o

Q © il

& B e ) c
>
Forward Scatter (GrofRe)
A R1 x R3 R2 x R4

Zellzahl

D

Telomere-Fluorescence (FITC)

Abbildung 28 Flow-FISH-Analyse am Beispiel von BaF3p185. Auftrennung
der Zellen auf Basis ihrer LDS Fluoreszenz und Grol3e (FSC; Forward Scatter)
(R1 = diploide Zellen; R2 = interne Kontrolle) (A) und der Granularitat (SSC;
Side Scatter) und Gréf3e (B, C). Die Autofluoreszenz (hellgrauer Peak; D, E)
wurde von der Telomerfluoreszenz (dunkelgrauer Peak; D, E) abgezogen.

Beim Vergleich der Telomerlange von BaF3 (6.04 + 1.46 TFU) fand sich kein
signifikanten Unterschied zur Transfektanten BaF3p185 (5.90 + 1.44 TFU).
Weiteres Ziel der Telomerlangen-Messung war der Vergleich von BaF3p185 +
IL-3 mit und ohne Zusatz von 1 uM Imatinib zur Langzeit-Kultur. Die mittlere
Telomerlange von BaF3p185 + IL-3 (5.08 + 0.53 TFU) wurde durch die
Behandlung mit Imatinib (5.67 £ 1.63 TFU) nicht beeinflusst. Wie in Abbildung
29 dargestellt, gab es unter den Verdopplungen der Zellen (PD) keine
Anderung der Telomerlange.

Als Kontrolle diente die Untersuchung der Telomere von BaF3 +/- Imatinib und
BaF3p185 +/- IL-3. Diese Telomerlangen-Messung zeigte ebenfalls keinen
signifikanten Unterschied.



4. Ergebnisse 97

2 2
A B
o T T T T T T T T T 1 0 T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 !
PD PD

Telomerldnge (in TFU) * S.D.

—— BaF3 +IL-3

—O— BaF3p185

—A— BaF3p185 + Imatinib + IL-3
—V— BaF3p185 +IL-3

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
PD

Abbildung 29 Analyse der Telomerlangen von BaF3 + IL-3 , sowie BaF3p185
entweder mit Imatinib + IL-3, nur mit IL-3 oder ohne Zuséatze. A — C zeigen drei
unabhangige Experimente. Die Telomerlange der Zellen wurde als TFU # S.D.
angegeben und gegen die Anzahl an Zellverdopplungen (PD) aufgetragen.

4.1.3.5 Untersuchung der Telomerase-Aktivitat nach Behandlung
mit Imatinib

Die Telomerase-Aktivitat der Zellen wurde, wie in Kapitel 3.14 erlautert, als
relative Telomeraseaktivitat (RTA) mit dem Telo TAGGG Telomerase PCR
ELISAP'YS - Assay (TRAP-Assay) bestimmt. Um die Reproduzierbarkeit des
Assays zu validieren, wurde die RTA aliquotierter und eingefrorener Proben von
drei unterschiedlichen Zell-Linien an zwei aufeinanderfolgenden Tagen in
Doppelwerten bestimmt (Abbildung 30). Weder die Schwankungen zwischen
den einzelnen Werten, noch zwischen den Messtagen waren signifikant.
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Abbildung 30 Mittelwert der relativen Telomeraseaktivitdt (RTA # S.D.) drei
unterschiedlicher Zell-Linien (A — C) und der Negativkontrolle (MNC), gemessen
als Doppelwerte an zwei unterschiedlichen Tagen.

Als Negativkontrolle diente die RTA mononuklearer Zellen (MNC) aus
ficollisierten humanen peripheren Blutzellen.

Um den Einfluss der Tyrosinkinase BCR-ABL auf die Telomerase-Aktivitat der
Zellen zu untersuchen, wurde die RTA dreier voneinander unabhangigen
Versuchen bei 0, ~60 und ~80 PD (Verdopplungen) jedes einzelnen Ansatzes
(BaF3 + IL-3; BaF3p185 + IL-3 und BaF3p185 + IL-3 + Imatinib) bestimmt.

Im Vergleich zur Negativkontrolle (RTA = S.D.; 2.16 + 1.22) war die RTA aller
Ansatze sehr hoch. Der Vergleich der Telomerase-Aktivitdt (RTA + S.D.)
zwischen dem Wildtyp BaF3 (98.25 + 4.52) und BaF3p185 (78.63 + 9.99) ergab
keinen signifikanten Unterschied.

Daruber hinaus fand sich ebenfalls kein Unterschied zwischen der imatinib-
behandelten BaF3p185 + IL-3 (76.92 + 10.34) und der unbehandelten
BaF3p185 + IL-3 (79.70 + 7.83) (Abbildung 31).

Die Zugabe von IL-3 zu der BCR-ABL-positiven BaF3p185 allein, wie auch die
Behandlung des Wildtyps BaF3 + IL-3 mit Imatinib hatte ebenso keinen Effekt
auf die RTA.



4. Ergebnisse 99

1000 1 1000 1
100 { & & 2 100 { " 4
a 10 - 10 -
%
+
<
x '3 !
S BaF3 + IL-3 BaF3p185 + IL-3
:“a T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T 1
S 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
= PD PD
$ 1000 7
s
[
g 4
s 100 7 & . 3
2 —l— Experiment 1
2
% 10 3 —@ — Experiment 2
S

—A— Experiment 3

BaF3p185 +imatinib + IL-3

(IJ 1I0 2IO 3:0 4IO 5IO GIO 7'0 8:0 9IO
PD
Abbildung 31 Bestimmung der relativen Telomeraseaktivitdt (RTA #S.D.) von
BaF3 + IL-3 und BaF3p185 + IL-3 # Imatinib. Jede Abbildung reprasentiert 3
unabhangige Langzeitkulturen. Als Negativkontrolle dienten mononukleére
Zellen (MNC) (n = 2; RTA #S.D.; 2.16 #1.22). Die gemessene Absorption der

Zellen (relative Telomeraseaktivitat (log RTA)) wurde gegen die Zahl der Zell-
Verdopplungen (PD) aufgetragen.

4.1.3.6 Intrazellulare Lokalisation von BCR-ABL

Der nachste Schritt war die Untersuchung der intrazellularen, vorwiegend
zytoplasmatischen Lokalisation der Tyrosinkinase BCR-ABL, als ein moglicher
Grund des mangelnden Effektes auf die Telomerase-Aktivitat und Telomerlange
der Zellen (im Gegensatz zum nuklear lokalisierten c-ABL). Dazu wurde die
Lokalisation von BCR-ABL in BaF3p185 in Abhangigkeit von Imatinib
untersucht. In Abbildung 32 ist die Immunfluoreszenz von BCR-ABL nach einer
12-stiindigen Behandlung mit 10 uM Imatinib allein (E-H) oder in Kombination
mit IL-3 (I-L) und die unbehandelte BaF3p185 (A-D) dargestellt.
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Die Abbildungen zeigen grun gefarbt BCR-ABL, sowie (blau gefarbt) den Kern
der Zellen, wahrend die rechte Abbildung die Uberlagerung des FITC-
markiertem BCR-ABL und des DAPI (4',6'-Diamidino-2-phenylindol) -gefarbten
Kerns darstellt.

Um die Abbildungen mit der GroRRe der Zelle vergleichen zu kénnen zeigt die
linke Reihe der Abbildung (A; E; |) die Durchlichtaufnahmen.

Abbildung 32 Immunfluoreszenz des FITC-markierten BCR-ABL (griin) und
dem DAPI-gefarbten Kerns (blau). (A-D) unbehandelte BaF3pl185 (E-H)
BaF3p185 + Imatinib und (I-L) BaF3p185 + IL-3 + Imatinib.

Wie dargestellt, befand sich BCR-ABL ausschlieldlich im Zytoplasma (Abbildung
32 A-D). Weder die Behandlung mit Imatinib allein (Abbildung 32 E-H), noch die
Kombination von Imatinib mit IL-3 (Abbildung 32 I-L) hatte einen signifikanten
Effekt auf die zytoplasmatische Lokalisation von BCR-ABL.
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4.1.4 Akute Myeloische Leukamie (AML)

4.1.4.1 Altersadaptierte Telomerlangen in AML-Patienten

In einer verblindeten Studie wurde mittels Flow-FISH die Telomerlangen
mononuklearer Zellen (MNC) von 137 unbehandelter AML-Patienten mit Uber
80% Blasten im peripheren Blut oder Knochenmark untersucht.
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Abbildung 33 Flow-FISH Analyse der mononukledren AML-Zellen (MNC).
Auftrennung der Zellen auf Basis ihrer LDS Fluoreszenz und GrofRe (FSC;
Forward Scatter) (R1 = diploide AML-Zellen; R2 = interne Kontrolle) (A) und der
Granularitat (SSC; Side Scatter) und GroRe (B, C), sowie eine weitere
Mdoglichkeit zur Auftrennung mittlels LDS-Fluoreszenz und Telomerfluoreszenz
(D). Die Autofluoreszenz (hellgrauer Peak; E, F) wurde von der
Telomerfluoreszenz (dunkelgrauer Peak; E, F) abgezogen.

Nach Korrektur mit Hilfe interner Kontrollzellen wurden die Ergebnisse als
Telomer-Fluoreszenz-Einheiten (TFU = 1 kb) ausgedruckt (Abbildung 33).

Die Telomer-Fluoreszenz der AML-Patienten wurde mit den Ergebnissen
vorhergehenden Messungen an peripheren Blut-Granulozyten einer Population
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gesunder Kontrollpersonen (im Alter von 0 bis 90 Jahren) (Rufer et al., 1999)
verglichen.

Wie in Abbildung 34 dargestellt, war die altersadaptierte Telomerlange der AML
Patienten gegenuber den gesunden Kontrollpersonen signifikant verkurzt
(Median: -2.5; Range: -5.0 bis 4.0 TFU; p < 0.001).

4 .

3 ] iy -

2] l
:E',) 1 4 | "] .
. (]
= ot .. - Ee— e m - ey -
£ B n .
s_ 14 " 1 w " uy
2 ] n = un
o 2 L [ nll [ LI
v E [ | [ | [ ] l. [
q_)é 3 | | .I | L u
‘é | n U .- o . N " g =

i " n
g L o ik,
0 5 ] n g mEE [ ] (]
2 - [ ] u [ ] (]
© -6

-7 o

-8

-9

-10 T T T T T T 1

10 20 30 40 50 60 70 80

Alter (in Jahren)

Abbildung 34 Verteilung der altersadaptierten Telomerlangen der AML-
Patienten. Die Telomere der AML-Patienten sind im Vergleich zu den
altersadaptierten Kontrollen (gestrichelte Linie) signifikant kirzer.

4.1.4.2 Korrelation der Telomerlange mit klinischen Charakteristika
der AML-Patienten

Die altersadaptierte Telomerlange verschiedener klinischer Charakteristika der
Patienten ist in Tabelle 4.2 dargestellt.
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Tabelle 4.2 Korrelation altersadaptierter Telomerlangen mit verschiedenen
klinischen Parametern der Patienten.

@ Statistische Analyse fiir FAB mittels logistische Regression, fiir die anderen
Parameter mit zweiseitigem Mann-Whitney-U-Test
* Signifikante Korrelation bei einem p-Wert < 0.05

* Die Telomerlange der verschiedenen FAB-Subtypen wurde mit FAB M1 verglichen

Telomerlange

n= [TFU]Median  Range  p-Wert®
Karyotyp
Normal 78 -2.3 (-5.3-2.9)
Abberant 59 -3.0 (-5.5-4.0) 0.03*
Ein / zwei Abberationen 46 -2.9 (-5.5-4.0) 0.10
= drei Abberationen 13 -3.7 (-4.9-3.1) 0.03*
Ratio FLT3-ITD mut/wt
>0.8 21 -3.2 (-5.3-4.0) 0.04*
>0.8 110 -2.4 (-5.5-3.1)
FAB
MO 11 -2.1 (-5.2-2.9) 0.71*
M1 68 -1.9 (-5.3-4.0)
M2 -1.0 (-2.9-2.9) 0.21*
M4 -3.3 (-4.7 - -0.6) 0.03*
M4eo -3.2 (-4.6 —-1.3) 0.13*
M5 38 -3.8 (-5.5-0.3) <0.001*
M7 1 -2.4 0.69*
Krankheitsstadium
Denovo 125 -2.5 (-5.5-4.0)
Sekundar 12 -1.3 (-5.0-0.2) 0.35
CD34 Expression
Negativ 63 -2.5 (-5.5-2.9)
Positiv 65 -2.5 (-5.3-4.0) 0.94
Alter
< 60 Jahre 80 -3.4 (-5.5-2.2)
> 60 Jahre 57 -1.7 (-4.0-4.0) <0.001*
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Vergleicht man die Telomerlange der AML-Patienten unter Berlcksichtigung
der Einteilung der Patienten in de-novo AML (Median: -2.5 TFU) oder
therapieassoziierte sekundare AML (Median: -1.3 TFU) finden sich keine
signifikanten Unterschiede. Allerdings darf hier die ungleiche Verteilung der
Patientenzahl (125 Patienten mit de-novo AML und nur 12 Patienten mit
sekundarer AML) nicht aul3er Acht gelassen werden.

Ein weiterer ungiinstiger prognostischer Faktor ist der Gehalt an CD34" Zellen
in der Blastenpopulation der AML Patienten als Marker unreifer Zellen. Ab
einem Anteil von = 30% CD34" Zellen spricht man von CD34 Positivitat der
AML Patienten. Die altersadaptierte Telomerlange zeigte keine Korrelation mit
dem Anteil an CD34-positiven Blasten der Patienten.

Sowohl Patienten mit CD34-positiven Blasten, als auch Patienten mit einer
CD34-negativen Blasten weisen altersadaptierte Telomerlangen von -2.5 TFU
(Range siehe Tabelle 4.2) auf.

Klinisch wird die AML nach der FAB-Klassifikation in die Subtypen MO bis M7
eingeteilt. Innerhalb dieses FAB Klassifikationssystems wiesen AML Patienten
des monozytischen FAB Subtyps M5 (Median -3.8 TFU), im Vergleich zu FAB
M1 (Median -1.9 TFU; p < 0.001), die kurzesten Telomere auf. Auch FAB M4
(Median -3.3 TFU; p = 0.03) zeigte trotz der niedrigen Fallzahl von nur 8
Patienten signifikant kirzere Telomere.

Vergleicht man die prozentuale Verteilung eines normalen, einfach oder
multipel aberranten Karyotyps innerhalb FAB M4 / M5 mit der Verteilung in FAB
M1, so findet sich hier kein Unterschied (Tabelle 4.3).

Tabelle 4.3 Verteilung der Karyotypen auf FAB-Subtyp M1 im Vergleich zu
M4/M5

Karyotyp
normal einfach multipel Gesamt
aberrant aberrant
FAB-Subtyp M1 . 49 23 3 68
(%) 61.8 % 33.8 % 4.4 % 100%
FAB-Subtyp M4 / M5
25 15 6 46
n =

(%) 54.3 % 32.6 % 13.0 % 100%
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Ein wichtiger prognostischer Faktor und damit ein essentielles Charakteristikum
der AML Patienten ist der Anteil an mutietem FLT3 im Vergleich zum
unmutierten Wildtyp FLT3 (Bestimmung wurde von der Studiengruppe SHG-
AML 96, Dresden durchgefihrt). Dieser Anteil wird als FLT3 Ratio ausgedrickt.
Patienten mit einer hohen FLT3 Ratio (FLT3-ITD mutant/wildtyp > 0.8) und
damit einer ungunstigeren Prognose hatten signifikant kirzere Telomere als
Patienten mit einer FLT3 Ratio < 0.8 (Median -3.2 TFU vs. -2.4 TFU; p = 0.04).
Der Einfluss der FLT3 Ratio auf die Telomerlange der AML-Patienten wird in
der Gruppe der Patienten mit normalem Karyotyp noch deutlicher (Median -2.9
TFU vs. -2.0 TFU; p = 0.01).

Eine weitere Einteilungsmdglichkeit bietet das Alter der Patienten (< 60 Jahre
und Uber 60 Jahre). Interessanterweise zeigte hier das jlingere Patienten-
Kollektiv signifikant kirzere Telomere (Median -3.4 TFU versus -1.7 TFU; p <
0.001; Abbildung 35).
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Abbildung 35 Vergleich der altersadaptierten Telomerlange der AML
Patienten unter 60 Jahren mit den Patienten Uber 60 Jahren.

Um diese beiden Patienten-Kollektive genauer zu charakterisieren, wurde die
Verteilung chromosomaler Aberrationen untersucht. Wahrend Patienten unter
60 Jahren einen hoheren Prozentsatz an multipel aberranten Karyotypen



106 4. Ergebnisse

aufwiesen (50% normale, 37% einfach aberrante und 13% multipel aberrante
Karyotypen) war der Anteil in Patienten unter 60 Jahren niedriger (66%
normale, 29% einfach aberrante und 5% multipel aberrante Karyotypen).

4.1.4.3 Zusammenhang zwischen Telomerlange und
karyotypischer Klassifizierung

Chromosomale Aberrationen gehdéren zu den wichtigsten bekannten
Prognosefaktoren der AML. Um eine potentielle Abhangigkeit der Telomerlange
von der karyotypischen Instabilitat der AML Blasten untersuchen zu kénnen,
wurden die Patienten, basierend auf konventioneller Zytogenetik (durchgefuhrt
von der Studiengruppe SHG-AML 96, Dresden), in drei Gruppen eingeteilt.
Dabei hatten 78 der untersuchten Patienten einen normalen Karyotyp, wahrend
46 Patienten ein oder zwei unabhangige Aberrationen (nicht-komplexer
Karyotyp) und 13 Patienten mehr als drei unabhangige Aberrationen (multiple
Aberrationen, komplexer Karyotyp) aufwiesen (Tabelle 3.13; Patienten-
Charakteristika AML). Mit eingeschlossen waren sieben Patienten mit einem
gunstige zytogenetischen Profil [t(8;21), inv(16)].

Vergleicht man die altersadaptierte Telomerlange dieser zytogenetisch
eingeteilten Gruppen, so fanden sich bei Patienten mit aberrantem Karyotyp
(komplex und nicht-komplex) (Median -3.0 TFU) signifikant kirzere Telomere
als bei Patienten mit normaler Zytogenetik (Median -2.3 TFU; p = 0.03).
Wahrend die Telomere der Patienten mit einem nicht-komplexen Karyotyp
(Median -2.9 TFU) im Vergleich zum normalen Karyotyp verklrzt waren, hatten
Patienten mit multiplen Aberrationen (Median -3.7 TFU; p = 0.03) die kurzesten
Telomere (Tabelle 4.2 und Abbildung 36).
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Abbildung 36 Altersadaptierte Telomerlange (in TFU) in Korrelation mit der
karyotypischen Instabilitat der AML-Patienten.

Die Einteilung in verschiedene Risikogruppen bietet eine weitere Moglichkeit
Patienten mit AML einzuteilen. Die Niedrigrisikogruppe umschliel3t dabei
Patienten mit t(8;21) mit bzw. ohne zusatzliche Aberrationen. Die Gruppe mit
Standardrisiko enthalt Patienten mit normalem Karyotyp, mit inv(16) mit/ohne
weitere Aberrationen und Aberrationen welche nicht im Hoch- bzw. Niedrigrisiko
eingeschlossen sind. Im Gegensatz dazu umschreibt die Gruppe der
Hochrisikopatienten die restlichen Aberrationen, sowie multiple Aberrationen
und sekundare Leukamien.

Wie in Abbildung 37 dargestellt, zeigten die Hochrisikopatienten (n = 29) eine
deutliche Tendenz zu kurzeren Telomeren (Median -3.7; Range -5.5 bis 4.0) als
die Telomere der Patienten mit Standardrisiko (n = 103) (Median -2.4; Range
-5.3 bis 2.9). Die Telomere der Patienten mit Niedrigrisiko lagen zwischen der
Hochrisiko- und der Standardrisikogruppe (Median -2.9; Range -4.9 bis -0.3).
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Diese Gruppe wies mit 5 Patienten allerdings eine zu geringe Fallzahl auf,
weswegen sie hier nicht mit bertcksichtigt wurde.
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Abbildung 37 Altersadaptierte Telomerlange (in TFU) in Korrelation mit dem
Risikoscore der AML-Patienten.
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4.1.4.4 Einfluss der Telomerlange auf das Therapieansprechen und

das Uberleben der Patienten

Fir die Gesamtgruppe der untersuchten AML Patienten fand sich im
untersuchten Zeitraum weder auf das Therapieansprechen, noch auf das
Gesamtiiberleben oder krankheitsfreie Uberleben einen signifikanten Einfluss
der Telomerlange.
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Abbildung 38 Gesamtiberleben der AML Patienten mit normalem Karyotyp in
Abhangigkeit von der Telomerlange. Gestrichelte Linie = Patienten mit
Telomeren langer als die 75" Perzentile; durchgezogene Linie = Patienten mit
Telomeren zwischen der 25" und 75" Perzentile; gepunktete Linie = Patienten
mit Telomeren kiirzer als die 25" Perzentile

In der Gruppe der Patienten mit normalem Karyotyp (n=78) zeigte sich jedoch
ein Einfluss der Telomerlange auf das Uberleben. Zum besseren Vergleich
wurden die Patienten in 3 Gruppen eingeteilt: Telomere langer als die 75"
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Perzentile (Telomere langer als -1.0 TFU; n = 19); Telomere zwischen der 25M
und 75" Perzentile (n = 40) und Telomere kurzer als die 25" Perzentile
(Telomere kirzer als -3.2 TFU; n = 19). Ein Vergleich der Uberlebenskurven der
Patienten nach 48 Monaten zeigt Abbildung 38. Nach 48 Monaten befindet sich
kein Patient der Gruppe mit den kirzesten Telomere am Leben (Abbildung 38,
gepunktete Linie), wahrend aus den beiden anderen Gruppen jeweils ca. 20%
der Patienten am Leben sind (Abbildung 38). Die kleine Fallzahl lasst hier
allerdings kein entgultiges Urteil zu.

4.1.4.5 Zusammenhang zwischen Telomerldnge und Expression
von hTERT mRNA

Aus der Gruppe der 137 Patienten, von welchen die Telomerlange mit Flow
FISH gemessen werden konnte, wurden 87 Patienten auf den Anteil an hTERT
mRNA Expression mittels quantitativer RT-PCR (Tagman®) untersucht. Die
Expression von hTERT mRNA konnte in 21% der Patienten (18 von 87
Patienten)  nachgewiesen  werden.  Uberraschenderweise  war  die
altersadaptierte Telomerlange zwischen den Patienten ohne hTERT Expression
(n = 69; mittlere TFU + S.D.: -2.5 £ 0.2 TFU) und mit hTERT Expression (n =
18; -2.0 + 0.6 TFU) nicht unterschiedlich (Abbildung 39 A).
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Abbildung 39 (A) Vergleich der altersadaptierten Telomerlange zwischen
hTERT positiven und hTERT negativen Proben (B) Korrelation zwischen
altersadaptierter Telomerl&ange und der relativen hTERT mRNA Expression.

Nach Korrelation der relativen hTERT mRNA Expression mit der
altersadaptierten Telomerlange zeigte sich mit zunehmender Expression eine
leichte, aber nicht signifikante Tendez zu langeren Telomeren (Abbildung 39 B).
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4.1.46 Beziehung zwischen der hTERT Expression und den
chromosomalen Abberationen der Patienten

Da die Telomerlange signifikant mit dem Karyotyp der Patienten korrelierte,
stellte sich die Frage, inwieweit die Expression der hTERT mRNA mit
chromosomalen Aberrationen der Patienten korreliert. Dabei zeigte sich, dass
die meisten AML Patienten mit normalem Karyotyp kein hTERT exprimierten,

wahrend die Expression des hTERT bei den Patienten mit aberrantem Karyotyp
zunahm (Abbildung 40).
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40 —

30 -

20

10 S

% Patienten mit hTERT Expression

Normaler Karyotyp 1-2 Abberationen > 3 Abberationen

Abbildung 40 Verteilung hTERT positiver Proben auf einzelnen Karyotypen
(in %).

Nachweisbar war die hTERT Expression in 4 von 11 (= 36.4 %) der Patienten
mit komplexem Karyotyp, in 9 von 27 (= 33.3 %) mit nicht-komplexem Karyotyp
und in 5 von 49 (= 10.2 %) Patienten mit normalem Karyotyp. Wahrend also
Patienten mit hnTERT Expression zu 72% einen aberranten Karyotyp aufwiesen,
zeigte sich bei hTERT negativen Patienten nur zu 36% ein aberranter Karyotyp.
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4.1.4.7 Bestimmung alternativer hTERT Splice-Varianten in der
AML

Alternatives SpleiRen der hTERT mRNA fuhrt zur Generierung funktionsloser
Proteine unterschiedlicher GréRe und spielt so eine wichtige Rolle in der
Regulation der Telomeraseaktivitat.

Um zu untersuchen, ob diese unterschiedlichen Splicing-Varianten bei der AML
fur die steigende hTERT mRNA Level der aberranten Karyotypen verantwortlich
sein konnten, wurde in diesem Teil der Arbeit ihre Verteilung mit Hilfe von RT-
PCR (wie in Kapitel 3.16 Material und Methode erlautert) bestimmt. Von 87 der
137 AML Patienten konnte neben der relativen hTERT mRNA Expression auch
die Verteilung der Splicing-Varianten bestimmt werden. Ein Beispiel
unterschiedlicher hTERT Splicing-Varianten zeigt Abbildung 41.

Das hTERT Transkript der vollen Lange (+a+p) reicht von Base 2164 bis 2620
und bildet ein 457 bp groRes PCR-Produkt. Nur dieses ,full-length® Transkript
ist in der Lage funktionsfahige Telomerase zu bilden. Die a-Deletion entfernt
eine 36 bp grol’e Sequenz des RT Motif A und flhrt nicht nur zu funktionslosen
Proteinen, sondern ist ein dominant negativer Repressor der
Telomeraseaktivitat. Auch die B-Deletion fuhrt durch den Verlust einer 182 bp
grofRen Sequenz vor dem RT Motif B zu einem nicht funktionsfahigen Protein.

-

¥ /hTERT + o+ B (457 bp)
B <\ TERT - o + (421 bp)

—

--- — MENNS SS < hTERT + 0o - B (275 bp)

hTERT - « - B (239 bp)

—-————-—-_-- GAPDH

1 2 3 4 5 6 7 K562

Abbildung 41 Beispiel der Darstellung verschiedener hTERT Splicing-
Varianten in AML Patienten (Bahn 1 — 7) und K562 als Positiv-Kontrolle.
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In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der hTERT Expression zeigten 18 der
87 Patienten (21%) die aktive ,full-length® hTERT (+a+p). In zwei der hTERT
positiven Proben konnte allerdings keine (+a+p) hTERT Splicing-Variante
nachgewiesen werden, wahrend zwei hTERT negative Proben die aktive
hTERT (+a+p) aufwiesen.

Sieben AML Patienten mit (+a+p) hTERT exprimierten zusatzlich die inaktive,
dominant negative -a Splicing-Variante. 22% der Patienten (n = 19) wiesen nur
die inaktiven Splicing-Varianten (-a, -p und -o-f) auf, wahrend in 57% der
Patienten (n = 50) keine hTERT Splicing-Variante nachweisbar war (Tabelle
4.4).

Tabelle 4.4 Verteilung der verschiedenen Splicing-Varianten (absolute Anzahl
sowie prozentualer Anteil der 87 untersuchten AML Patienten)

n =87 % Anteil

Proben ohne hTERT Splicing-Varianten 50 57%

Anzahl Splicing-Varianten insgesamt 37 43%
Verteilung der einzelnen Splicing-Varianten

+a+f 18 21%

- o 14 16%

+o+f ohne - o 11 13%

+o+f inklusive - o 7 8%

Splicing-Varianten ohne +o+f3 19 22%

-B 24 28%

-a- 25 29%
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4.1.4.8 Untersuchung des Zusammenhangs funktionell aktiver
Splice-Varianten und hTERT Expression

Die zuvor beschriebene relative hTERT Expression zeigte eine gute Korrelation
(p < 0.001) mit der funktionsfahigen Splicing-Variante (+a+p).

Um die Gruppe der 18 aktiven Splicing-Varianten (+o+p) noch einmal zu
unterteilen, wurde die relative hTERT Expression der aktiven Variante (+a+p)
mit und ohne dominant negative - o Splicing-Variante untersucht. Dabei fand
sich eine signifikant hohere relative hTERT Expression in den Proben ohne
Kombination mit - o (p > 0.001).

4.1.4.9 Zusammenhang zwischen der aktiven hTERT Splice-
Variante und der Telomerlange

Um die Ergebnisse der fehlenden signifikanten Korrelation der hTERT
Expression  mit altersadaptierten Telomerlangen der AML Patienten zu
bestatigen, wurde die aktive hTERT Splice-Variante (+a+f) in demselben
Zusammenhang untersucht.

Dabei fand sich auch hier kein signifikanter Unterschied der Telomerlange
zwischen Patienten ohne (n = 69; mittlere TFU + S.D.; -2.4 + 0.2) und mit (n =
18; -2.3 + 0.5) funktioneller hnTERT (+a+p) (Abbildung 42).

Auch hier wurde die Gruppe der aktiven Splicing-Varianten (+a+f3) unterteilt und
in der Gruppe mit dominant negativer - o Splicing-Variante (mittlere TFU + S.D;
-2.8 £ 0.5 TFU) eine Tendenz zu kurzeren altersadaptierte Telomeren als in der
Gruppe ohne - a ( -2.0 + 2.6 TFU) gefunden.
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altersadaptierte Telomerldnge

(in TFU)

+a+B hTERT

Ohne +a+p hTERT

A
Ay A4
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-23+0.5TFU
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AAAA
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-28+0.5TFU
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Abbildung 42 Vergleich der altersadaptierten Telomerlange zwischen Proben
mit / ohne aktiver hTERT Splicing-Variante (+a+f), sowie in Kombination mit
der dominant negativen Splicing-Variante -c.

4.1.4.10 Korrelation funktionell aktiver Splice-Varianten mit dem

Karyotyp der Patienten

AML Patienten mit aberrantem Karyotyp zeigten zunehmende Expression der
hTERT mRNA. Um zu untersuchen, ob das alternative Spleien der hTERT
mRNA dabei eine Rolle spielt, wurde die Verteilung der unterschiedlichen
hTERT Varianten auf die verschiedenen Karyotypen (Tabelle 4.5) gepruft.
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Tabelle 4.5 Verteilung der unterschiedlichen Splicing-Varianten in
Abhangigkeit vom Karyotyp des Patienten

Normal K:‘)l:r(l:glt;x Komplex
Gesamtanzahl der Proben (n = 87) 49 27 11
Gesamtanzahl der Splicing-Varianten 16 14 v
(n=37)

Verteilung der Splicing Varianten

+o+f 5 10 3

- o 8 4 2

+o+f inklusive - a 3 2 2

+a+f ohne - a 2 8 1

-B 9 11 4

-0 - 9 11 5

Wie schon bei der hTERT Expression fand sich der aberrante Karyotyp
vorwiegend bei Patienten mit funktioneller hTERT Splicing-Variante (+o+p)
(72% der Patienten) im Vergleich zu 36% aberranten Karyotypen bei Patienten
ohne +a+B hTERT (p = 0.008). Trennte man die Gruppe der Patienten mit +o+f3
Splicing-Variante anhand der Kombination mit / ohne - a Form, so fand sich ein
signifikanter Unterschied zum normalen Karyotyp nur ohne die - a Form (82%
mit aberrantem Karyotyp; p = 0.007). War die +a+p Form mit - o kombiniert, so
zeigten nur noch 57% der Patienten einen aberranten Karyotyp.
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4.2 Einfluss des Telomerase-Inhibitors BIBR1532 auf die
Telomerlangendynamik in vitro

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss des Telomerase-Inhibitors
BIBR1532 (Bohringer Ingelheim) auf die Telomerdynamik verschiedener CML
Zell-Linien (K562, BV-173), einer AML Zell-Linie (HL-60) und der murinen BCR-
ABL-positiven BaF3p185 als Negativ-Kontrolle getestet.

Von Interesse war in diesem Teil der Arbeit vor allem die Telomerlange als
auch Anderungen der Morphologie, des Proliferationsverhaltens der Zellen,
sowie das Ansprechen auf Imatinib unter Behandlung mit BIBR1532.

4.2.1 Untersuchung der Zytotoxizitat von BIBR1532 auf die
verwendeten Zellen

Der Telomerase-Inhibitor BIBR1532 sollte nach Angaben von Bohringer
Ingelheim mit einer Konzentration von 10 yM getestet werden. Um einen
zytotoxischen Effekt auf die Zellen zu vermeiden, wurde die ICso von BIBR1532
mit Hilfe des MTT-Assays getestet. Als Kontrolle verwendeten wir Imatinib, von
welchem die ICso Werte fur die verwendeten Zell-Linien schon bekannt waren.
Die Messung wurde mit Dreifachwerten durchgefuhrt (Abbildung 43).

Effekt

log(fa/fu)
N
51
[ |
b o
C

Dosis log(D)
—@— BIBR1532 - Imatinib —€— BIBR1532 -~ Imatinik

A B

Abbildung 43 (A) Reprasentatives Beispiel einer Dosis-Wirkungskurve von
BIBR1532 und Imatinib auf K562. (B) Kalkulartion der ICso mit der ,Median-
Effekt-Gleichung” Uber den Schnittpunkt der Regressionsgerade mit der x-
Achse. (D = Dosis; Fa = fraction affected; Fu = fraction uneffected)
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Tabelle 4.6 1C5g des Telomerase-Inhibitors BIBR1532 und von Imatinib

ICso BIBR1532 ICso Imatinib
K562 40.22 M 0.15 uM
BV-173 54.06 uM 0.41 yM
HL-60 106.90 uM 16.33 uM
BaF3p185 20.39 uM 0.50 uM

Wie in Tabelle 4.6 dargestellt, lagen die 1Csy des Telomerase-Inhibitors
BIBR1532 Uber der in Zellkultur verwendeten Konzentration 10 uM. Die
verwendete Konzentration hatte demnach weder direkte, signifikante
zytotoxische Effekte auf die verwendeten Zellen, noch wurde die Proliferation
der Zellen durch die Behandlung direkt beeinflusst.

Die im Vergleich zur Kontrolle gemessenen ICsy von Imatinib entsprachen den
Werten aus Vorversuchen.

4.2.2 Untersuchungen des Proliferationsverhaltens der Zell-Linien
unter Behandlung mit BIBR1532 in vitro

Wie schon von Hayflick gezeigt, konnen sich Zellen in Kultur ohne Telomerase
nur eine begrenzte Zeit teilen, bis sie in die Seneszenz ubergehen. Die
Lebensspanne der Zellen ohne Telomerase ist durch die Anzahl der
durchlaufenen Teilungen und nicht durch die Expansionszeit bestimmt.

Die Proliferationsfahigkeit der Zellen mit und ohne Behandlung wurde bei jedem
Umsetzen der Zellen in neues Medium nach Trypanblau-Farbung und
Auszahlen der Zellen mit Neubauer Zahlkammer bestimmt. Dabei unterschied
sich die Wachstumskinetik der inhibitor-behandelten Zellen im untersuchten
Zeitraum noch nicht von den unbehandelten Zellen (Abbildung 44 A - C).
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Abbildung 44 Wachstumskinetik der Zellen unbehandelt im Vergleich zur
Behandlung mit BIBR1532. A stellt ein reprasentativ die Wachstumskinetik von
K562, B von BV-173 und C von HL-60 dar. Aufgetragen sind jeweils die
Verdopplungen der Zellen gegen die Zeit in Kultur (Tage).
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4.2.3 Telomerlange nach Behandlung mit BIBR1532 in vitro

Um den Einfluss des Telomeraseinhibitors BIBR1532 auf die Telomerlange der
verwendeten Zellen nachweisen zu konnen, wurden sequentielle
Telomerlangen-Messungen der behandelten und unbehandelten Zellen mittels
Flow-FISH durchgefihrt. 2 Langzeitversuche mit der BCR-ABL-positiven Zellen
K562 und BV-173 (LZ2 und 3) und einer mit HL-60 (LZ2) wurden mit und ohne
Zusatz von 10 yM BIBR1532 durchgefuhrt und ausgewertet.

Wie in Abbildung 45 A und B dargestellt, nahm die Telomerlange (TFU = S.D.)
der BIBR1532 behandelten K562 in beiden Versuchen kontinuierlich ab.
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Abbildung 45 Verlauf der Telomerlange (TFU + S.D.) der BIBR1532
behandelten und unbehandelten BCR-ABL-positiven K562 in 2 unabhangigen
Langzeitversuchen (A LZ2 und B LZ3).

Die Telomerlange der unbehandelten Zellen fluktuierte stark und nahm im LZ2
durchschnittlich um 11 Basenpaare pro Verdopplung der Zellen (bp / PD) zu,
wahrend sie im LZ3 um 3 bp / PD abnahm. Im Gegensatz dazu zeigte die
Telomerlange  der  BIBR1532-behandelten  Zellen des LZ2 im
Beobachtungszeitraum von insgesamt 536 PD eine Abnahme von 11 bp / PD (p
=0.04; R =-0.77) und im LZ3 tber 301 PD eine Reduktion von 36 bp / PD (p =
0.004; R =-0.92) (Tabelle 4.7).
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Tabelle 4.7 Verlust an Basenpaaren / Verdopplung unter Behandlung mit
BIBR1532

LZ = Langzeitversuch

R = Regressionskoeffizient

bp / PD = Abnahme oder Zunahme an Basenpaaren pro Verdopplung (PD) der Zellen
* Signifikante Korrelation bei einem p-Wert < 0.05

BIBR

153y LZ PD bp / PD R p-Wert
- 489 +11 0.48 0.27
K562 2
10 pM 536 11 -0.77 0.04*
- 289 -3 -0.21 0.66
K562 3
10 pM 301 -36 -0.92 0.004*
- 191 11 -0.79 0.03*
BV-173 2
10 pM 200 - 53 -0.96  0.0006*
- 137 - 31 -0.91 0.005*
BV-173 3
10 pM 161 - 55 -0.92 0.003*
- 361 +6 0.90 0.006*
HL-60 2
10 pM 340 -3 -0.71 0.07

Betrachtet man den Telomerlangen-Verlauf behandelter K562-Zellen, so zeigte
sich nach ca. 200 Verdopplungen eine weitgehende Stabilisierung der
Telomerlange bei 4.61 £ 0.86 TFU (LZ2) und bei 7.29 £ 0.30 TFU im LZ3.

Zur detailierteren Analyse wurden die Verlaufe der Telomerlangen bei ca. 200
PD geteilt und die Veranderung der Telomere vor und nach Erreichen der 200
Verdopplungen verglichen. Dabei zeigte sich im LZ2 bis PD 200 eine Abnahme
der Telomerlange von 29 bp / PD (p = 0.01, R = -0.99), wahrend die
Telomerlange nach PD 200 mit + 4 bp / PD relativ konstant blieb. In LZ3 fand
sich eine Abnahme der Telomerlange vor PD 200 um 63 bp / PD (p = 0.005;
R =-0.99) und danach eine weniger ausgepragte Abnahme um 7 bp / PD.
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Abbildung 46 Differenz der Telomerlange (TFU) unbehandelter und BIBR1532
behandelter K562 in 2 unabh&angigen Langzeitversuchen (A LZ2 und B LZ3),
aufgetragen gegenuber der Verdopplung der Zellen.
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Abbildung 46 A und B zeigen die Differenz der Telomerlange zwischen
unbehandelten und BIBR1532-behandelten K562 Zellen. Diese Differenz der
beiden Langzeitversuche wurde bis zur PD 200 kontinuierlich groRer und nahm
ab der 200. Verdopplung wieder ab, was die vorhin dargestellten Ergebnisse
noch einmal verdeutlicht.

Neben K562 wurde als weitere BCR-ABL-positive Zell-Linie BV-173 untersucht.
Auch hier zeigte sich in beiden Versuchen eine kontinuierliche Abnahme der
Telomerlange unter Behandlung mit BIBR1532 (dargestellt in Abbildung 47 A
und B).
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Abbildung 47 Verlauf der Telomerlange (TFU + S.D.) der BIBR1532
behandelten , sowie unbehandelten BCR-ABL-positiven BV-173 in 2
unabhangigen Langzeitversuchen (A LZ2 und B LZ3).

Im Gegensatz zu K562 zeigten hier schon unbehandelte BV-173 Zellen eine
Abnahme der Telomerlange. In LZ2 betrug diese Reduktion der Telomere 11 bp
/PD (p=0.03; R=-0.79) und in LZ3 31 bp / PD (p = 0.005; R = -0.91).

Die Reduktion der Telomerlange unter Behandlung mit BIBR1532 war dagegen
mit einer Abnahme um 53 bp / PD in LZ2 (p = 0.0006; R = -0.96) und um 55 bp
/ PD (p =0.003; R=-0.92) in LZ3 (Tabelle 4.7) ausgepragter.

Abbildung 48 und 49 zeigen wieder die Differenz zwischen behandelten und
unbehandelten Zellen. Wahrend in LZ2 die Differenz stetig zunahm (Abbildung
48), reduzierte sich die Differenz in LZ3 nach ca. 100 Verdopplungen wieder
(Abbildung 49 A). Die deutliche Zunahme der Telomer-Differenz Uber diese
ersten 100 Verdopplungen verdeutlicht noch einmal Abbildung 48 B.
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Abbildung 48 Differenz der Telomerlange (TFU) unbehandelter und BIBR1532
behandelter BV-173 des Langzeitversuchs LZ2, aufgetragen gegenuber der
Verdopplung der Zellen.
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Abbildung 49
BIBR1532 —behandelter BV-173 des LZ3. A Regression durch alle Messpunkte.
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durch weitere Mechanismen (ALT?) moglich?
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Vergleicht man die Telomerlange der BCR-ABL-negativen HL-60, mit ihren sehr
kurzen Ausgangstelomeren, mit den BCR-ABL-positiven Zell-Linien, so zeigte
sich auch hier eine leichte, aber nicht signifikante Reduktion der Telomere
BIBR1532-behandelter Zellen um 3 bp / PD (p = 0.07; R =-0.71). Im Gegensatz
dazu nahm die Telomerlange unbehandelter Zellen kontinuierlich um 6 bp / PD
(p = 0.006; R = 0.90) zu (Abbildung 50, Tabelle 4.7).
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Abbildung 50 Verlauf der Telomerlange (TFU + S.D.) der BIBR1532
behandelten und unbehandelten BCR-ABL-negativen HL-60 (LZ2).

Aufgrund der Telomerlangen-Zunahme der unbehandelten HL-60 Zellen wird
auch die Telomer-Differenz in Abbildung 51 kontinuierlich groRer.
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Abbildung 51 Differenz der Telomerlange (TFU) unbehandelter und BIBR1532
behandelter HL-60 (LZ2), aufgetragen gegeniber der Verdopplung der Zellen.

Als weitere Negativ-Kontrolle diente die BCR-ABL-positive murine Zell-Linie
BaF3p185. Da BIBR1532 sehr selektiv humane Telomerase hemmt, wirde eine
signifikante Telomerverkurzung muriner Zellen auf unspezifische Telomer-
Erosionen unabhangig der Telomerase-Hemmung hinweisen.
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Wie in Abbildung 52 gezeigt, andern sich weder die Telomere der behandelten
(+4 bp / PD, p = 0.13; R = 0.77), noch der unbehandelten Zellen (-12 bp / PD, p
=0.17; R=-0.65) signifikant.
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4.2.4 Telomeraseaktivitat unter Langzeit-Behandlung mit BIBR1532

Um den Einfluss einer eventuell veranderten Telomeraseaktivitat (z.B. eine
Hochregulierung der Telomeraseaktivitat), verursacht durch die lange
Behandlung mit BIBR1532, auf die Telomerlange der Zellen ausschliefen zu
konnen, wurde die relative Telomeraseaktivitat (RTA) der einzelnen Ansatze
mittels eines PCR-basierten TRAP-Assays untersucht. Wahrend der
Durchfihrung des Tests wurde den Zellen kein BIBR1532 zugesetzt. Da die
Wirkung des Telomeraseinhibitors nach Absetzen reversibel ist, konnte so
unbehandelte und behandelte Zellen direkt verglichen werden. Als
Negativkontrolle diente die RTA mononuklearer Zellen (MNC) aus ficollisierten
humanen peripheren Blutzellen. Wie in Abbildung 53 dargestellt, war die
relative Telomeraseaktivitdt (RTA) der einzelnen Ansatze im Vergleich zur
Negativkontrolle sehr hoch. Die Differenz zwischen behandelten und
unbehandelten Zellen zeigte keine Signifikanz.

1000 -

100

10

relative Telomease-Aktivitat (RTA) / 3000 Zellen

K562 (LZ 2, 3) BV-173 (LZ 2, 3) HL-60 (LZ2) MNC

Abbildung 53 Darstellung der relativen Telomeraseaktivitat (RTA) ohne
(ausgeflllte Kastchen) und mit BIBR1532 Behandlung (leere Kastchen).
Dargestellt sind als Negativkontrolle MNC (mononukledre Zellen). Untersucht
wurden bei K562 und BV-173 Zellen zweier unabhangiger Versuche
(Langzeitversuch 2 und 3), bei HL-60 der Langzeitversuch 2.
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4.2.5 Vergleich der Kerne behandelter und unbehandelter Zellen

Eine Verklirzung der Telomere unter einen gewissen Schwellenwert (vermutlich
ca. 3-5 kb) ist verbunden mit zunehmender genetischer Instabilitat bzw.
zellularer Seneszenz (de Lange, 1995). Narita et al. (2003) beschrieben die
zunehmende Bildung sogenannter DNA-Foci, welche vor allem bei seneszenten
Zellen auftraten. In Anlehnung an diese Arbeiten wurde die Morphologie der
Kerne nach Farbung mit DAPI am Fluoreszenzmikroskop untersucht. Diese
Analysen wurde parallel zur Telomerlangen-Messung sowohl mit den
unbehandelten, als auch mit den BIBR-behandelten Zellen des
Langzeitversuchs 2 und 3 durchgeflhrt. Verwendet wurden hierfur die
Ausgangszellen, sowie behandelte und unbehandelte Zellen an drei
fortlaufenden Zeitpunkten. Bei der mikroskopischen Untersuchung der DAPI-
gefarbten Praparate fand sich kein Unterschied zwischen behandelten und
unbehandelten Zellen. Dargestellt sind in Abbildung 54 — 56 die Zellkerne des
Endpunkts der Telomer-Messung.

Kontrolle BIBR1532-behandelt

: . .
LZ3
C

Abbildung 54 Dargestellt sind die Kerne der K562 LZ2 (A unbehandelt, PD
489; B behandelt mit BIBR1532, PD 536) und K562 LZ3 (C unbehandelt, PD
289; D behandelt, PD 301).
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Kontrolle BIBR1532-behandelt

LZ2
A

LZ3
C

Abbildung 55 BV-173 Kerne des LZ2 (A unbehandelt, PD 191; B behandelt
mit BIBR1532, PD 200) und LZ3 (C unbehandelt, PD 137; D behandelt, PD
161).

Kontrolle BIBR1532-behandelt

Abbildung 56 Kerne der AML-Zell-Linie HL-60 LZ2 (A unbehandelt, PD 361; B
behandelt mit BIBR1532, PD 340).
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4.2.6 Effekt von Imatinib auf BIBR1532 behandelte Zellen

Als weiterer Aspekt wurde der therapeutische Effekt von Imatinib auf die Zellen
unter Behandlung mit dem Telomeraseinhibitor BIBR1532 im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen untersucht.

Die Sensitivitdt der Zellen auf Imatinib wurde mit Hilfe des MTT-Assays
wahrend des Langzeitversuchs in regelmafligen Abstanden bestimmt. Tabelle
4.7 zeigt den Mittelwert der ICso fUr Imatinib im Vergleich unbehandelter und
BIBR1532 behandelter Zellen.

Tabelle 4.7 Mittlere ICs fUr Imatinib in BIBR1532 behandelten und
unbehandelten Zellen

LZ = Langzeitversuch
S.E. = Standardfehler
* Signifikante Korrelation bei einem p-Wert < 0.05

BIBR Mittelwert IC5
1532 LZ n Imatinib + S.E. p-Wert
; 6.41 + 1.05
K562 2 14 <0.001*
10 uM 0.35+0.17
. 0.78 + 0.24
K562 3 11 0.013*
10 uM 0.25+0.11
; 0.34 + 0.07
BV-173 2 14 0.20
10 uM 0.42 + 0.07
; 0.36 + 0.09
BV-173 3 10 0.39
10 uM 0.43 +0.10
; 18.43 + 2.62
HL-60 2 14 0.12

10 uM 15.90 £2.40
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K562 LZ2 zeigte deutlich die Zunahme der ICso unbehandelter Zellen, wahrend
die ICso und damit die Sensivitat der BIBR1532 behandelten Zellen auf Imatinib
sich nicht anderte (p < 0.001). Im Vergleich dazu war der Unterschied im LZ3
weniger deutlich aber ebenfalls signifikant (p = 0.013).

BV-173 dagegen zeigte in beiden Versuchen keinen Unterschied, ebenso die
BCR-ABL-negative Kontrolle HL-60.
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5. Diskussion

Die Ursprungszelle leukamischer Transformationen myeloischer Leukamien ist
die pluripotente, hamatopoetische Stammzelle. Aufgrund der deutlich erhéhten
Teilungsrate im malignen, hamatopoetischen Stammzell-Kompartiment kdnnen
Auswirkungen auf die Telomerbiologie der Zellen nicht ausgeschlossen werden.
Die exzessive Verkurzung der Telomere kann dabei zu einer Zunahme
genetischer Instabilitdt hamatopoetischer Zellen fihren und in Folge dessen
mit dem klinischen Verlauf oder auch dem Erkrankungsstadium myeloischer
Leukamien in Verbindung gebracht werden.

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit standen deshalb Untersuchungen der
Telomerlange, sowie der Telomeraseaktivitdt der Chronisch Myeloischen
Leukamie (CML) und der Akuten Myeloischen Leukamie (AML). Daruber hinaus
wurde der Einfluss pharmakologischer Telomerase-Inhibition auf die
Telomerbiologie Myeloischer Leukamien untersucht.

5.1 Telomerlangendynamik der Chronisch Myeloischen
Leukdamie (CML) unter Behandlung mit dem
Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib

Von besonderem Interesse fur die klinische Hamatologie ist die Frage nach
dem Proliferationspotential, sowie dem natlrlichen Turnover normaler
hamatopoetischer Stammzellen (HSC) und ihren malignen Varianten. Die
Anzahl der Zellteilungen, welche im Rahmen der Differenzierung von der
primitiven Stammzelle zu einer differenzierten Blutzelle durchlaufen werden,
sollte Uber das gesamte Leben konstant sein. Davon ausgehend spiegelt die
Telomerlangenkinetik peripherer Blutzellen den zellularen Umsatz im
Stammzellkompartiment des Knochenmarks wider.

In Untersuchungen an gesunden Spendern zeigten Rufer und Brimmendorf et
al. (Rufer et al., 1999), dass die mit Flow-FISH (quantitative Fluoreszenz in situ
Hybridisierung) gemessene Telomerlange peripherer Granulozyten den
zelluldaren Umsatz hamatopoetischer Stammzellen in vivo charakterisieren
kann.

Daher stellte sich die Frage, inwieweit die Telomerlange in hamatologischen
Malignomen mit Stammzellbeteiligung infolge des deutlich gesteigerten
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Stammzellturnover verandert und maoglicherweise mit dem Krankheitsverlauf
bzw. der Prognose des Patienten korreliert ist.

Die Chronisch Mpyeloische Leukamie (CML) stellt eine hamatologische
Modellerkrankung zur Uberpriifung dieser Theorie dar. Auf der Basis des
sogenannten Philadelphia-Chromosoms (Ph+) kommt es zur Entstehung des
BCR-ABL-Fusionsproteins, welches wiederum die erhdhte Zellteilungsaktivitat
der Ph+ HSC bedingt. Damit unterscheiden sich Ph+ hamatopoetischen
Stammzellen hinsichtlich zellularem Turnover und Differenzierungsneigung
deutlich von den koexistierenden Ph- Stammzellen (Udomsakdi-Auewarakul et
al., 2000). Diese deutlich erhéhte Proliferationsneigung der Ph+ Stammzellen
sollte zwangslaufig mit einer zunehmenden Verkirzung der Telomerlange
verbunden sein.

Das Enzym Telomerase, welches theoretisch in der Lage ist der replikations-
abhangigen Verkirzung der Telomere entgegenzuwirken, wird in
hamatopoetischen Stammzellen zwar exprimiert, ist aber aufgrund des
niedrigen Expressionsniveaus funktionell nicht relevant (Vaziri et al., 1994). Die
dadurch bedingte replikationsabhangige Telomerlangen-verkiurzung in den Ph+
Zellen der CML-Patienten sollte daher mit der Dauer der Erkrankung
(zumindest solange sich der Patient in der Chronischen Phase befindet)
korreliert sein. Eine Verkurzung der Telomere unter einen gewissen
Schwellenwert (vermutlich ca. 3-5 kb) ist verbunden mit zunehmender
genetischer Instabilitat bzw. zellularer Seneszenz (de Lange, 1995).

Brummendorf et al. (Brummendorf et al., 2000) konnten zeigen, dass die
Telomerlange peripherer Blutzellen von CML-Patienten sowohl gegenuber den
nicht betroffenen Zellen (z.B. Ph- T-Zellen) desselben Individuums als auch
gegenuber altersgleichen Gesunden signifikant verkurzt ist. Als Konsequenz
der massiven Proliferation der malignen Stammzelle fand sich, trotz
gesteigerter Telomerase-Aktivitat (um das 2- bis 5-fache in der Chronischen
Phase und um das 10- bis 50-fache in Akzeleration und Blastenkrise
(Engelhardt et al., 2000)), eine massive Telomer-Verklirzung im Laufe der
Progression der Erkrankung von der Chronischen Phase (CP) bis zu den
fortgeschrittenen Stadien, wie die Akzelerierte Phase (AP) und die Blastenkrise
(BC) (Boultwood et al., 1999; Brummendorf et al., 2000; Engelhardt et al., 2000)
(Modell der Telomerbiologie der CML siehe Abbildung 55). Das Ausmal} dieser
Telomer-Verklrzung korrelierte dabei mit der Dauer der CP, sowie mit
klinischen Prognosescores, wie z.B. dem Hasford Score (Drummond et al.,
2004).
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Es liegt also nahe, einen Zusammenhang zwischen dem erhohten Turnover
Ph+ Stammzellen, der signifikanten Telomer-Verkirzung in Ph+ peripheren
Blutzellen sowie dem klinischen Verlauf der Erkrankung herzustellen. Wahrend
der Chronischen Phase der Erkrankung kommt es gemafl dieser Hypothese
uber die fortschreitende Telomer-Verklrzung zur zunehmenden genetischen
Instabilitdt welche mdglicherweise das Auftreten sekundarer chromosomaler
Aberrationen begunstigen (Abbildung 57).
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Abbildung 57 Rolle der Telomerbiologie im Krankheitsverlauf von CML-
Patienten, aus Hartmann U. und Brimmendorf T.H.; Arzneimitteltherapie (2003)
6:176-185; modifiziert nach Brimmendorf et al. Blood 95:1883-1890 (2000))

Studien, welche den Einfluss der konventionellen CML-Therapie auf die
Telomerlange untersuchen sind selten und meist auf die Behandlung mit
Interferon (IFN) und Hydroxyurea beschrankt (Brummendorf et al., 2000; Iwama
etal., 1997).

Die Behandlung neu diagnostizierter CML-Patienten hat sich aber wahrend der
letzten  Jahre  durch die  Entwicklung des neuen  selektiven
Tyrosinkinaseinhibitors Imatinib (STI571, Glivec®) grundsétzlich geéndert.
Sowohl hamatologische, als auch zytogenetische Remissionsraten (von 14%
auf > 80%) konnten durch Therapie mit Imatinib deutlich gesteigert werden.
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Diese Remissionsdaten kénnen durchaus in ein besseres Uberleben lbersetzt
werden, obwohl eine Heilung der Erkrankung mit Hilfe einer Imatinib-
Monotherapie aus mehreren Grinden nicht moglich zu sein scheint.

Ein moglicher Grund ist die nur selten erreichte komplette molekulare
Remission, wahrend Resistenzen unter Imatinib vor allem in den
fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung zu einem immer groReren Problem
werden. Aulderdem scheinen ruhende Ph+ Stammzellen von der Therapie mit
Imatinib verschont zu werden, worauf in vitro (Graham et al., 2002) und in vivo
(Bhatia et al., 2003) Daten hinweisen.

Dieser Teil der Arbeit beschaftigt sich deshalb mit der Fragestellung, inwieweit
sich das Ansprechen auf die Imatinib-Therapie in einer Normalisierung (oder
zumindest Zunahme) der durchschnittlichen Telomerlange niederschlagen
wurde. Aufgrund dessen wurde die Telomerlange von uber 500 peripheren
Blutproben, die von mehr als 200 Patienten aller Erkrankungsstadien gewonnen
wurden vor und auch wahrend der Therapie mit Imatinib untersucht.

Trotz ausgepragter Heterogenitat zeigten die Telomerlangen dieses Kollektivs
eine Verschiebung in Richtung kirzerer Telomere. Sowohl in der chronischen
Phase, als auch in den akuten Phase (AP/BC) waren die Telomere nicht
normal, sondern log-normal verteilt. Diese Art der Verteilung kénnte die oben
erlauterte kontinuierliche Verklrzung der Telomere (aufgrund des gesteigerten
zellularen Turnovers der Zellen) bis hin zur replikativen Seneszenz nach
Erreichen der ,kritische Telomerlange® wiederspiegeln.

Es konnte aulRerdem spekuliert werden, dass die zunehmende genetische
Instabilitdt  individueller =~ CML-Zellen durch fortschreitende  Telomer-
Verkurzungen, gemaly der oben genannten Hypothese, vereinzelten Zellen
erlaubt das Hayflick-Limit und damit die replikative Seneszenz zu Ubergehen.
Der daraus resultierende Wachstumsvorteil wirde dabei noch vor Erreichen der
Seneszenz zur klonalen Selektion flihren, wobei die Zeitspanne bis zur klonalen
Selektion von der Telomerlange der Zellen zum Diagnosezeitpunkt abhangen
wurde.

Dieser zusatzliche Wachstumsvorteil der Zellen in Folge sekundar erworbener
genetischer Abnormalitaten konnte dabei zum einen durch die Aktivierung von
Onkogenen oder zum anderen durch Hemmung verschiedener Tumor-
Suppressorgenen (oder durch beides) zustande kommen. Die so entstandene
Unabhangigkeit der Ph+ Zellen vom Wachstumsstimulus des BCR-ABL konnte
ein Grund fur das Problem erworbener Resistenz und/oder der Progression der
Krankheit sein.
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Genetische Instabilitat ist eine Vorraussetzung fur die Entwicklung
karyotypischer Abnormalitaten, welche in spateren Stadien (Akzeleration und
Blastenkrise) der CML vermehrt auftreten. In der Tat konnte die progressive
Verkiurzung der Telomere durch den gesteigerten zellularen Turnover der Ph+
(im Vergleich zu koexistierenden Ph-) Stammzellen von Brimmendorf et al.
(2000) mit dem Krankheitsverlauf der CML korreliert werden. Die Verklrzung
der Telomere reflektiert damit einen potentiellen Mechanismus, durch welchen
die genetische Instabilitat geférdert werden kdnnte.

Auch in dieser aktuellen Studie war die Verkurzung der Telomere vom Stadium
der Erkrankung abhangig. Mit fortschreitender Erkrankung hin zur Blastenkrise
zeigte sich eine deutlich zunehmende Verkurzung der Telomere.

Im Gegensatz zu der vorhergehenden Studie fand sich allerdings nicht nur eine
wesentlich weniger ausgepragte Verklrzung der Telomere, sondern darUber
hinaus eine signifikante Wiederzunahme der durchschnittlichen Telomerlange
unter Therapie mit Imatinib. Die Rate der Wiederzunahme betrug dabei +760
MESF (= molecular equivalents of soluble fluorochrome) pro Jahr. Zum
Vergleich: die Abnahme der Telomerlange gesunder Erwachsener betragt in
Granulozyten durchschnittlich -80 MESF/Jahr.

Fur dieses Ergebnis gibt es mehrere Erklarungsmdoglichkeiten. Zum einen
konnte eine stetige relative Zunahme Ph- Zellen (mit normalen oder kaum
verkurzten Telomeren) infolge der Unterdruckung der Ph+ Hamatopoese im
peripheren Blut der CML-Patienten (in Reflektion des Therapieansprechens)
Grund fiir die Zunahme der Telomerlange sein. Zur Uberprifung dieser
Hypothese, diente die Analyse der Telomerlangen in Abhangigkeit vom
Remissions-Status der Patienten, gemessen im Rahmen der Studie durch
konventionelle Zytogenetik, Interphase-FISH oder quantitative RT-PCR.
Unabhangig von der verwendeten Methodik fand sich eine gute Korrelation
zwischen dem besten Ansprechen auf die Therapie und der ermittelten
Reduktion der bestehenden Telomer-Verkurzung. Beim Erreichen einer
kompletten (major) Remission, war keine signifikante Verkirzung der Telomere
gegenuber altersgleichen gesunden Kontrollpersonen mehr messbar.

Diese Ergebnisse sprechen zum einen gegen eine bestehende Telomer-
Verkurzung normaler hamatopoetischer Stammzellen von CML-Patienten zum
Zeitpunkt der malignen Transformation. Unterstitzt wird diese These aullerdem
durch die Resultate der vorhergehenden Studie (Brummendorf et al., 2000),
welche zeigte, dass die Ph- CD3+ Zellen im Gegensatz zu den Ph+ Zellen
desselben CML-Patienten, signifikant langere Telomere aufwiesen. Diese gute
Korrelation zwischen abnehmender Telomer-Verkirzung und erreichtem Grad
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an zytogenetischer und molekularer Remission unter Imatinib bestarkt zudem
die oben genannte Hypothese, welche die Telomer-Verlangerung als Reflektion
einer Verschiebung von Ph+ Zellen hin zu Ph- Zellen erklart.

Eine alternative Erklarung kdnnte in einer zunehmenden katalytischen Aktivitat
des hTERT infolge imatinib-vermittelter Hemmung des BCR-ABL liegen. Analog
zu c-ABL wirde dabei die Hemmung des BCR-ABL die hTERT-
Phosphorylierung aufheben und so Uber die steigende hTERT-Aktivitat eine
Verlangerung der Telomere bewirken. Die Folge ware, dass die Zunahme der
Telomerlange in Ph+ Zellen auf einem Imatinib-vermittelten und damit indirekt
Telomer-verlangernden Effekt beruhen wiirde.

Der folgende Teil der Arbeit beschaftigte sich mit dieser alternativen
Erklarungsmadglichkeit fur die, in der in vivo Studie, gefundene Zunahme der
Telomerlange unter Therapie mit Imatinib.

5.2 Untersuchungen zum funktionellen Zusammenhang
zwischen der BCR-ABL-Tyrosinkinaseaktivitat und der
Telomerase-Aktivitat bzw. Telomerlange in vitro

Neben der Telomerlange scheint auch die Enzymaktivitat der Telomerase im
Krankheitsverlauf der CML eine wichtige Rolle zu spielen.

Vor einigen Jahren konnten Kharbanda et al. (2000) eine direkte Abhangigkeit
der Telomerase von der Tyrosinkinase c-ABL nachweisen.

In gesunden Zellen wird die c-ABL Tyrosinkinase-Aktivitat streng reguliert. Das
c-ABL Protein bindet an den DNA-abhangigen Proteinkinasekomplex (DNA-PK)
und an das ataxia teleangiektatika (ATM) Genprodukt. Die katalytische
Untereinheit der DNA-PK und ATM sind Mitglieder der PI3-Kinase-ahnlichen
Enzym-Familie, welche nicht nur an der Zellzyklusregulation, Rekombination
und ,DNA damage response” sondern auch an der Telomerlangen-Homdostase
beteiligt sind.

Kharbanda et al. zeigten sowohl die direkte Bindung der Tyrosinkinase c-ABL
an die katalytische Untereinheit der humanen Telomerase, hTERT, als auch die
daraus resultierende Phosphorylierung von hTERT. Das bedeutet, dass c-ABL
in der Lage ist die Telomerase-Aktivitdt signifikant zu hemmen.
Interessanterweise fuhrt die Expression von c-ABL in hTERT-positiven Zellen
nicht nur zu einer Reduktion der Telomerase-Aktivitdt, sondern auch zu
signifikant klirzeren Telomeren gegentber c-ABL™ Zellen.
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Vergleichbar mit diesen Ergebnissen kann auch ein BCR-ABL-abhangiger
hemmender Effekt auf die Telomerase nicht ausgeschlossen werden.

Neben dem massiv gesteigerten =zellularen Turnover maligner Ph+
hamatopoetischer Stammzellen kénnte demnach durch BCR-ABL, analog zu c-
ABL, die Telomerase-Aktivitat vermindert und damit die Telomer-Verkurzung in
den Proben der CML-Patienten erklart werden. Das Aufheben dieses BCR-
ABL-abhangigen hemmenden Effekts auf hTERT mittels Imatinib wirde in
Folge dessen zu einer Hochregulierung der Telomerase und so zur
Verlangerung der Telomere fuhren. Analog konnte eine hypothetisch
gesteigerte Telomerase-Aktivitat unter Imatinib besonders genetisch instabilen
CML-Subklonen mit sehr kurzen Telomeren einen selektiven Wachstumsvorteil
verschaffen und damit ein potentielles Risiko fur den weiteren Krankheitsverlauf
darstellen.

In der Tat beschrieben Tauchi et al. (2002) in BCR-ABL-positiven Zellen in vitro
nach Imatinib-abhangiger Hemmung von BCR-ABL eine Verlangerung der
Telomere. Die Expression einer dominant-negativen hTERT-Mutante in BCR-
ABL-positiven K562 Zellen fiihrte hier neben der Hemmung der Telomerase-
Aktivitat und der daraus resultierenden Telomer-Verklrzung auch zu einer
gesteigerten Sensivitat gegenuber der Behandlung mit Imatinib.

Um diese hypothetische funktionelle Interaktion zwischen BCR-ABL und hTERT
zu untersuchen, wurden Zellen des murinen Wildtyps BaF3 und die BCR-ABL-
positive BaF3p185 (Daley and Baltimore, 1988) in vitro mit Imatinib behandelt.
Wahrend BaF3 die exogene Zufuhr des Wachstumsfaktors IL-3 fiir Uberleben
und Proliferation bendtigt, wachst die BCR-ABL-positive BaF3p185
wachstumsfaktor-unabhangig. Durch Hemmung der Tyrosinkinase BCR-ABL
mittels Imatinib (Buchdunger et al., 1996; Druker et al., 1996) wird allerdings
auch das BCR-ABL-vermittelte Wachstumssignal aufgehoben, so dass
BaF3p185 wieder IL-3 als Wachstumsfaktor bendtigt.

Das BaF3-Modell ist zur Untersuchung BCR-ABL-abhangiger =zellularer
Interaktionen gut etabliert (Carlesso et al., 1996; Gesbert and Griffin, 2000; van
der Kuip et al., 2001) und bietet die Mdglichkeit sehr selektiv den Effekt von
BCR-ABL auf die Telomerase-Aktivitat und als Konsequenz auf die
replikationsabhangige Telomer-Verklrzung untersuchen zu koénnen. Um die
Phosphorylierung von ,downstream® Targets ermoglichen zu kdnnen, kam in
diesem Modell ein BCR-ABL-Hybrid aus humanem BCR und murinem ABL zur
Anwendung.
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Sowohl der Wildtyp BaF3 als auch BaF3p185 wurden in vitro mit und ohne
Imatinib  Uber annahernd 90 Zellteilungen in drei unabhangigen
Langzeitexpansionskulturen kultiviert. Untersuchungen der Morphologie oder
auch des Wachstumsverhaltens der Zellen zeigten unter Behandlung mit
Imatinib keine Unterschiede.

Ebenso fand sich weder ein Effekt auf die Telomerase-Aktivitat, noch auf die
Telomerlange, was gegen die aufgestellte Hypothese einer direkten Interaktion
zwischen BCR-ABL und hTERT spricht.

Eine Erklarungsmoglichkeit fur den fehlenden Effekt der BCR-ABL
Tyrosinkinase (im Vergleich zu c-ABL (Kharbanda et al., 2000)) auf
Telomerase-Aktivitat und damit natirlich auch auf die Telomerlange in dem
verwendeten Modell, kdnnte die zelluldre Lokalisation von BCR-ABL bieten.
Wahrend c-ABL und Telomerase nuklear lokalisiert sind (Sawyers et al., 1994;
Yang et al., 2002), findet man BCR-ABL Uberwiegend aulRerhalb des Zellkerns
(Dhut et al., 1990). Diese vorwiegend extranukleare Lokalisation der BCR-ABL
Tyrosinkinase kann durch eine Hemmung des nuklaren Imports und/oder durch
einen beschleunigten Export aus dem Zellkern (Vigneri and Wang, 2001) erklart
werden.

Auf Basis dieser Hypothese wurde die Lokalisation von BCR-ABL in BaF3p185
mit Hilfe der Immunofluoreszenz untersucht. Dabei fand sich BCR-ABL, sowohl
in unbehandelten Zellen, als auch in Zellen nach Behandlung mit IL-3 oder
Imatinib + IL-3, wie schon von Vigneri et al. fir K562 Zellen beschrieben
(Vigneri and Wang, 2001), im Zytoplasma der Zellen.

Basierend auf diesen Ergebnissen lasst sich die relative Verlangerung der
Telomere im peripheren Blut der untersuchten Patienten mit CML unter Imatinib
mit einer stetigen Zunahme Ph- Zellen (mit normalen oder nur weniger
verkurzten Telomeren) als Reflektion des Therapieansprechens erklaren.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen fur c-ABL (nuklear
lokalisiert) konnte in dem verwendeten Zell-Modell keine funktionelle Interaktion
zwischen BCR-ABL (zytoplasmatisch lokalisiert) und hTERT (nuklear lokalisiert)
gefunden werden. Diese Ergebnisse sprechen daruber hinaus gegen die
imatinib-vermittelte Hochregulierung der Telomerase-Aktivitat, welche potentiell
zu einer klonalen Evolution der Erkrankung beitragen konnte.
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5.3 Telomerlange und Telomerase-Aktivitat als prognostischer
und diagnostischer Marker myeloischer Leukamien

Die Akute Myeloische Leukamie (AML) reprasentiert eine maligne und im
Gegensatz zur CML genetisch sehr heterogene Erkrankung. Die betroffenen
malignen Stammzellen bzw. Vorlauferzellen zeichnen sich sowohl durch ihre
Dysfunktionalitédt, als auch durch Verlust oder Einschrankung ihres
Differenzierungspotentials noch vor der entgultigen Ausdifferenzierung der
Zellen aus (Dash and Gilliland, 2001; Lowenberg et al., 1999). Neben der
Chronisch Myeloischen Leukamie ist die AML also eine weitere Erkrankung mit
zugrundeliegender maligner Transformation der hamatopoetischen Stammzelle.
Zu den wichtigsten prognostischen Faktoren der AML zahlt sowohl der Anteil
als auch die Verteilung der zytogenetischen Aberrationen (Byrd et al., 2002;
Grimwade et al., 1998; Slovak et al., 2000). Dem gegenuber weisen allerdings
ca. 45-50% der AML-Patienten gemal der Standard-Zytogenetik einen
normalen Karyotyp auf.

Trotzdem ist das klinische Ansprechen einzelner Patienten innerhalb der
Gruppe immer noch sehr unterschiedlich. Eine Option zur weiteren Unterteilung
diese Patientengruppe bietet neben der Analyse FLT3-aktivierender Mutationen
(Thiede et al., 2002) die Untersuchung des Genexpressions-Profils der
Patienten (Bullinger et al., 2004; Valk et al., 2004) oder der Mutationsstatus im
Nukleophosmin-Gen (Suzuki et al., 2005; Falini et al., 2005).

Es werden jedoch noch weitere prognostische Parameter bendtigt, um
innerhalb dieser zytogenetisch definierten Gruppe die Patienten mit guter
Prognose von den Patienten mit schlechter Prognose unterscheiden und damit
die risikoadaptierte Therapie verbessern zu kdnnen.

Wie schon bei der CML, wird die progressive Telomer-Verklirzung sehr eng mit
der Entwicklung genetischer Instabilitaten und karyotypischer Abnormalitaten in
Verbindung gebracht. In verschiedenen hamatopoetischen Erkrankungen wurde
auf den prognostischen Wert der Telomer-Verkurzung (oder Telomerase-
Aktivitat) hingewiesen (Brummendorf et al., 2000; Brummendorf et al., 2001;
Ohyashiki et al., 2002). Auch an AML-Patienten wurden Untersuchung der
Telomerlange und der Telomerase-Aktivitdt mononuklearer Zellen durchgefuhrt
(Engelhardt et al., 2000; Li et al., 2000b; Li et al., 2004; Ohyashiki et al., 1997a;
Seol et al., 1998; Sieglova et al., 2004; Verstovsek et al., 2003; Xu et al., 1998).
Die Telomerlangendynamik Uber das Lebensalter stellt sich in unterschiedlichen
Subpopulationen peripherer Leukozyten (wie z.B. die Lymphozyten inklusive
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ihrer naiven und Gedachtniszellen, Granulozyten oder Monozyten) sehr
heterogen dar (Rufer et al., 1999). Bei der AML wurden die bisherigen
Untersuchungen zur Telomerbiologie ausschlielBlich an der Gesamtpopulation
der Mononuklearen Zellen und nicht an definierten Subpopulationen peripherer
Leukozyten durchgefihrt. Mit dem Ziel ein moglichst homogenes
Probenkollektiv zu erhalten, wurden in die vorliegende Studie nur Patienten mit
uber 80% Blasten zum Diagnosezeitpunkt (im Knochenmark oder Bilut)
eingeschlossen. Hierfur wurden in Kooperation mit der SHG AML 96
Studiengruppe Proben von 137 unbehandelten Patienten untersucht.

Im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen fand sich in den untersuchten AML-
Patienten, vergleichbar mit den Ergebnissen anderer Gruppen (Counter et al.,
1995; Takauchi et al.,, 1994; Yamada et al., 1995), eine ausgepragte, sowie
hoch signifikante Verklirzung der Telomerelange. Die mediane Telomer-
Verkurzung betrug dabei -2.5 TFU. Wenn man bedenkt, dass Telomere mit
jeder Zellteilung ca. 100 bp verlieren, entspricht das einem Unterschied von
ungefahr 25 PD. Das wiurde bedeutet, dass sich die AML-Zellen 25 mal haufiger
geteilt haben als gesunde Zellen.

FiUr detailliertere Analysen wurden die Telomerlangen der AML-Patienten mit
verschiedenen prognostisch relevanten klinischen Parametern korreliert.

Als prognostisch ungunstig gilt unter anderem die Diagnose einer sekundaren
AML. Durch die langere Krankheitsgeschichte oder auch die Entstehung der
sekundaren AML aus anderen hamatologischen Erkrankungen, welche
ebenfalls  Telomer-Verkirzungen aufweisen konnen, wie z.B. das
myelodysplastische Syndrom (MDS) (Ohyashiki et al., 1994), kdnnte auf eine
ausgepragtere  Verkurzung der Telomere geschlossen werden. Die
Telomerlangen-Untersuchung der vorliegenden Arbeit zeigte allerdings keinen
signifikanten Unterschied zwischen einer de-novo AML und der sekundaren
AML. Allerdings darf die ungleiche Verteilung der Patienten und die damit nur
sehr kleine Gruppe an Patienen mit sekundarer AML (12 Patienten versus 125
Patienten mit de-novo AML) nicht aul3er Acht gelassen werden.

Ein weiterer unglinstiger Prognosefaktor ist der Anteil an CD34" AML-Blasten,
als Marker fur den Anteil an unreifen Zellen. Auch dieser Marker zeigte keine
Korrelation mit der Telomerlange der Zellen.

Die klinische Einteilung der AML erfolgt gemals FAB-Klassifikation in die
Subtypen MO bis M7. Die ausgepragteste Telomer-Verkirzung im Vergleich
zum haufigsten FAB-Subtyp M1 wurde in Patienten mit FAB-Subtyp M5
gefunden. Diese Resultate koénnten durch den hoheren Anteil FLT3-
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aktivierender Mutationen, gefunden in Patienten mit FAB M5 (Thiede et al.,
2002) welche mit eine schlechteren Prognose vergesellschaftet, erklart werden.
Auch FAB M4 zeigte trotz der niedrigen Fallzahl im Vergleich zu FAB M1 eine
signifikante Tendenz zu kurzeren Telomeren, wahrend FAB M2, welcher kaum
mit den genannten FLT3-aktivierenden Mutationen assoziiert ist, die langsten
Telomere aufwies. Die Zunahme FLT3-aktivierender Mutationen ist mit
steigenden Proliferationsraten verbunden (Lowenberg et al., 1993), was
wiederum die kurzeren Telomere erklaren konnte. Da sich zwischen den FAB-
Subtypen M4/M5 und dem FAB M1 kein signifikanter Unterschied des
karyotypischen Verteilungsmusters fand, ist eine Erklarung der gefundenen
Telomer-Unterschiede daruber nicht moglich.

Aufgrund der stringent gewahlten Einschlusskriterien waren allerdings die
Patientenzahlen fur die Analysen der FAB-Subypen, mit Ausnahme von FAB
M1 und M5, zu gering um einen endgultigen Schluss ziehen zu kdnnen.

Eine wichtige Rolle bei der leukamischen Transformation spielen somatische
Mutationen des FLT3 Gens, eine ausschliesslich von hamatopoetischen Zellen
exprimierte Tyrosinkinase, welche zu einer konstitutiven Aktivierung des FLT3-
Rezeptors fuhren. Um den Rilckschluss von den FLT3-aktivierenden
Mutationen Uber die gesteigerte Proliferationsrate der myeloischen Zellen zu
kirzeren Telomeren ziehen 2zu konnen, wurde die Telomerlange in
Abhangigkeit von der FLT3-Ratio untersucht. Die FLT3-Ratio spiegelt dabei den
Anteil FLT3-aktivierender Mutationen im Vergleich zu dem unmutierten FLT3-
Wildtyp wieder. Und in der Tat zeigten Patienten mit hdherem Anteil an FLT3-
aktivierenden Mutationen im Vergleich zum unmutierten FLT3-Wildtyp (also mit
hoherer FLT3-Ratio) signifikant kiirzere Telomere.

Fur weitere Vergleiche wurde das Patientenkollektiv in 2 Gruppen (Patienten
uber 60 Jahre und Patienten unter 60 Jahre) geteilt. Vergleicht man nun die
altersadaptierte Telomerlange zwischen diesen beiden Gruppen so finden sich
Uberraschenderweise in den jlungeren Patienten die signifikant kirzeren
Telomere. Da das Alter ein ungunstiger Prognosefaktor ist, konnte trotz
Altersadaption in der Gruppe der alteren Patienten eine deutliche Telomer-
Verkurzung erwartet werden.

Von Bedeutung ist in diesem Zusammenhang die Arbeit von Ohyashiki et al.
(2001). Wahrend die Telomerlange in gesunden Personen in Abhangigkeit vom
Alter abnimmt (Rufer et al., 1999), fanden Ohyashiki et al. in Patienten mit MDS
oder sekundarer AML keine altersabhangige Verklrzung der Telomere. Diese
Untersuchung wurde von Rigolin et al. fur MDS-Patienten noch einmal bestatigt
(Rigolin et al., 2004).
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Nach genaueren Untersuchungen beider Altersgruppen zeigte sich allerdings,
dass die jungeren Patienten im Vergleich zu den alteren Patienten einen
hoheren Anteil an karyotypischen Instabilitaten aufwiesen. Wahrend 50% der
jungeren AML-Patienten einen aberranten Karyotyp aufwiesen, zeigten nur 34%
der alteren Patienten einen aberranten Karyotyp.

Da dieses Ergebnis den Einfluss dieses Parameters auf die Telomerlange nahe
legt, wurde deshalb das Ausmal} karyotypischer Instabilitat im Vergleich mit der
Telomer-Verkurzung untersucht.

Dabei fand sich bei annahernd 43% der Patienten karyotypische
Abnormalitaten, wobei 9.5% einen komplexen Karyotyp aufwiesen (definiert als
drei oder mehr unabhangige Aberrationen in Knochenmark-Metaphasen).
Interessanterweise war die Verklrzung der Telomere in Patienten mit
zytogenetischen Veranderungen ausgepragter als in Patienten mit normalem
Karyotyp. Wahrend Patienten mit mehr als 3 Aberrationen mit -3.7 TFU die
kUrzesten Telomere aufwiesen, zeigten Patienten mit normalem Karyotyp eine
Verkurzung von - 2.3 TFU. Diese Ergebnisse spiegelten sich auch im Trend zu
kirzeren Telomeren in der Hochrisikogruppe (im Vergleich zum Standardrisiko)
wieder.

Da die Gruppe der Patienten mit komplexem Karyotyp aufgrund der stringenten
Einschlusskriterien relativ klein war, besteht der Bedarf an einer grof3en,
maoglicherweise auch prospektiven Studie zur Bestatigung dieser Ergebnisse.
Durch die Untersuchung der FLT3-Ratio (Mutant vs. Wildtyp) in Korrelation mit
der Telomerlange der Patienten war es moglich Patienten mit kurzen
Telomeren von solchen mit langen Telomeren zu unterscheiden. Dieses
Ergebnis spricht wiederum daflr, dass nicht nur zytogenetische Aberrationen,
sondern auch Mutationen in Zellzyklus-relevanten Genen zu Telomer-
Verkurzungen fuhren konnen.

Ein wichtiger richtungweisender Faktor in der Behandlung der Patienten ist das
Ansprechen auf die gewahlte Therapie, sowie das krankheitsfreie Uberleben
und das Gesamtlberleben der Patienten. Fur das gesamte Kollektiv der
Patienten war kein Einfluss der Telomerlange auf diese Parameter zu finden.
Die Proliferations-Aktivitat leukamischer Blasten ist Gegenstand zahlreicher
Untersuchungen. Einige Gruppen (Braess et al., 2001; Jahns-Streubel et al.,
2001) zeigten dabei einen Zusammenhang zwischen dem hohen Proliferations-
Potential der Zellen mit einer gesteigerten Inkorporation des
Chemotherapeutikums Cytosinarabinosid (Cytarabin) in die DNA der Blasten
und daraus folgernd eine bessere CR Rate dieser Patienten. Die AML-
Patienten des normalen Karyotyps mit kurzen Telomeren, als Marker fur
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gesteigerte  zellulare  Proliferation,  kdonnten  diesen  Mechanismus
wiederspiegeln. Auf der anderen Hand zeigen auch Patienten mit komplexem
Karyotyp sehr kurze Telomere in Assoziation mit der bekanntlich schlechten
Prognose. Das zeigt, dass die Proliferations-Aktivitat der leukamischen Zellen
die komplexen Auswirkungen einiger genetischen Veranderungen nur teilweise
reflektieren kann.

Vergleicht man die Uberlebenskurven der Patienten nach 48 Monaten
Beobachtungszeitraum, findet sich ein anderes Ergebnis. Die kurzesten
Telomere filhren hier zu kirzeren Uberlebenszeiten und auch zu einem
kiirzeren krankheitsfreien Uberleben der AML-Patienten. Die kleine Fallzahl der
Patienten in den einzelnen Untergruppen, sowie die noch zu Kkurze
Nachbeobachtungszeit verhindert allerdings die entgultige Beurteilung dieser
Ergebnisse.

Die oben gezeigte Abhangigkeit der Telomerlange von den chromosomalen
Instabilitdten des Patienten konnte unter anderem an einer differentiellen
hTERT Expression in Abhangigkeit vom Karyotyp liegen. Interessanterweise
zeigte sich hier keine Abnahme der hTERT Expression, sondern eine Zunahme
der Expression in Abhangigkeit von der Zunahme chromosomaler Aberrationen
in AML Blasten. Die hTERT mRNA Expression war in Patienten mit komplexem
Karyotyp (welche die kurzesten Telomere aufwiesen) am ausgepragtesten,
gefolgt von den Patienten mit nichtkomplexem Karyotyp und den Patienten
ohne karyotypische Veranderungen. Dies konnte andeuten, dass die
deutlichere Telomer-Verkurzung mit zunehmender karyotypischen Abnormalitat
sowohl durch replikations-abhangige, als auch durch replikations-unabhangige
Mechanismen verursacht worden sein konnte. Die Konsequenz daraus ware fur
den malignen Klon die Notwendigkeit zur Steigerung der Telomerase-Aktivitat,
um den Eintritt in die replikativer Seneszenz vermeiden zu kdonnen.

In der Tat fanden einige Gruppen in einem Grof3teil humaner AML Blasten
nachweisbare Telomerase-Aktivitat, wenn auch mit sehr heterogenen Aktivitats-
Leveln (Ohyashiki et al., 1997a; Seol et al., 1998; Zhang et al., 1996). Die
Expression der katalytischen Untereinheit der Telomerase, hTERT spielt dabei
fur die Aktivierung des Enzyms nicht nur eine groRe Rolle, sondern ist
wahrscheinlich sogar der limitierende Faktor fur das Ausmall an Telomerase-
Aktivitat (Poole et al., 2001).

Im Gegensatz zur beschriebenen, ausgepragten Telomerase-Aktivitat vieler
AML-Patienten (Ohyashiki et al., 1997a; Seol et al., 1998; Xu et al., 1998),
zeigten hier nur 21% der neu diagnostizierten AML-Patienten hTERT
Expression. Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit den Beobachtungen von
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Greiner et al. (Greiner et al., 2004) und wird zudem unterstitzt durch die Studie
von Xu et al. (Xu et al., 1998), welche nur in Patienten mit mittlerer bis hoher
Telomerase-Aktivitat eine nachweisbare Expression von hTERT fand.
Uberraschenderweise unterschieden sich Patienten mit bzw. ohne hTERT
Expression nicht signifikant in ihrer altersadaptierten Telomerlange, was auf der
wesentlich kleineren Gruppe hTERT positiver Patienten, im Gegensatz zu der
hTERT negativen Gruppe zurtckgefuhrt werden konnte.

Neben der hTERT Expression ist das alternative Splicing der hTERT eine
weitere Moglichkeit die Telomerase-Aktivitat zu regulieren (Yi et al., 2000). Um
diese Moglichkeit, in die Telomerase-Regulation einzugreifen nicht auler Acht
zu lassen, wurde neben der hTERT Expression auf’erdem das Muster
differentieller Splicing Varianten der AML-Proben untersucht.

Die gefundene hTERT Expression korrelierte dabei sehr gut mit der Expression
der aktiven hTERT Splicing-Variante +o+p (Yi et al., 2001). Im Gegensatz zu
anderen Krankheits-Entitaten (Fujiwara et al., 2004; Zaffaroni et al., 2002)
deuten die gewonnenen Daten allerdings an, dass differentielles Splicing der
hTERT kein hauptsachlicher Mechanismus der Telomerase-Regulation in AML-
Patienten zu sein scheint.

Der bisher wichtigste, unabhangige Prognosefaktor der AML (Byrd et al., 2002)
ist die Zytogenetik. Eine gute Mdglichkeit AML-Patienten einzuteilen bietet die
Trennung der Patienten mit normalem Karyotyp oder primaren chromosomalen
Abnormalitaten von Patienten mit sekundaren chromosomalen Aberrationen
(Mrozek et al., 2001; Schoch and Haferlach, 2002). Fur einige Translokationen
war es moglich die zugrundeliegende onkogene Aktivierung oder auch die
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen nachzuweisen. Obwohl die Verteilung
der sekundaren Aberrationen weniger spezifisch ist, als die der primaren
Abnormalitaten, kommt sie jedoch nicht zufallig zustande. Es ist sogar moglich
sowohl Art als auch Haufigkeit des Auftretens sekundarer Aberrationen auf die
jeweils zugrundeliegende primare Veranderung zu beziehen (Johansson et al.,
1994).

Theoretisch konnten die komplexen Karyotypen der AML-Patienten das
Resultat genetisch/karyotypischer Instabilitidten sein, aus welchen willkirlich
verschiedenste chromosomale Aberrationen entstanden, welche wiederum zum
selektiven Wachstumsvorteil der betroffenen Blasten oder Vorlauferzellen
gefuhrt hatten.

Insgesamt deuten die hier vorgestellten Ergebnisse auf einen signifikanten
Verlust der Telomerlange hin, welcher zur Telomer-Dysfunktion und daraus
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folgend zur genetischen Instabilitat fuhren konnte, um so in die Pathogenese
der AML einzugreifen.

Analog zu Daten, gewonnen von CML-Patienten in spater chronischer Phase
(Boultwood et al., 2000; Brummendorf et al., 2000), kann die durch progressive
Telomer-Verklirzung entstandene genetische Instabilitat in  direktem
Zusammenhang mit der Hochregulierung der Telomerase-Aktivitat und auch der
Progression der AML stehen.

Da Telomere auf den individuellen Chromosomenarmen unterschiedlich lang
sind (Martens et al., 1998), konnte schon die Verkurzung der Telomere eines
Armes bis zur kritischen Lange die Bildung chromosomaler Aberrationen
fordern, obwohl die durchschnittliche Lange der Telomere der einzelnen Zelle
von dieser kritischen Telomerlange noch weit entfernt ist.

Noch ist jedoch nicht klar, inwiefern die Telomerlange als einzelner Parameter
fur die AML von prognostischer Relevanz sein kénnte. Wie in den hier
durchgefuhrten Untersuchungen gezeigt wurde, kann die Telomerlange durch
andere Parameter, wie z.B. die FLT3-Mutationen beeinflusst werden. Zukunftig
durchgefuhrte  Multi-Parameter-Assays, wie z.B. die Analyse des
Genexpressions-Profils (Bullinger et al., 2004; Valk et al., 2004) kdnnten breiter
eingesetzt werden und ein Licht auf die zahlreichen Mdglichkeiten werfen,
welche Pathogenese und Prognose der AML beeinflussen kdnnen.

54. Telomere und Telomerase als Angriffspunkt fir
pharmakologische Modulation

Zur Klarung der prognostischen Relevanz von Telomerlange und
Telomeraseaktivitat wird gegenwartig eine Vielzahl an Untersuchungen in
verschiedenen hamatologischen und nicht-hamatologischen Malignomen
durchgefuhrt. Ein neues und sehr vielversprechendes therapeutisches Prinzip
zur Behandlung maligner Tumoren, mit Angriffspunkt an einer zentralen
Schaltstelle des malignen Zellwachstums, stellt dagegen die Entwicklung neuer
Telomerase-Inhibitoren dar.

Verschiedene dieser therapeutischen Prinzipien wurden bislang in vitro (Hahn
et al., 1999b; Strahl and Blackburn, 1996; Wan et al., 1998) und in praklinischen
in vivo (Koga et al.,, 2001; Kondo et al., 2000; Mata et al., 1997) Modellen
gepruft. Obwohl telomerase-abhangige Therapien eine theoretisch
erfolgversprechende neue tumorbiologische Therapie-Strategie darstellen, kann
der klinische Stellenwert dieser Therapiemodalitat aufgrund fehlender klinischer
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Studien in gut ausgewahlten klinischen Modellsituationen zum heutigen
Zeitpunkt noch keinesfalls abgeschatzt werden.

Eine neue Substanz stellt hier der Telomerase-Inhibitor BIBR1532 dar.
BIBR1532 hemmt als kompetitive, nicht nukleosidische Reverse Transkriptase
sehr spezifisch die katalytische Untereinheit der Telomerase hTERT (Damm et
al., 2001; Pascolo et al., 2002).

Als Modellsituation fur den klinischen Einsatz von Telomerase-Inhibitoren bietet
sich unter anderem die chronische Phase der CML an, da dieses Stadium
durch eine erhohte zellulare Teilungsrate bei (relativer) klinischer Stabilitat,
sowie durch eine verkurzte Telomere bei erhohter Telomeraseaktivitat
charakterisiert ist. Damit sind die theoretischen Voraussetzungen fir die
klinische Testung einer solchen Substanzklasse erflllt.

Aufgrund dessen wurde in diesem Teil der Arbeit die Effektivitat des
Telomerase-Inhibitiors BIBR1532 am Zellmodell der CML, in zwei voneinander
unabhangigen Langzeit-Versuchen getestet. Da die hierfur verwendeten Zell-
Linien relativ lange Ausgangstelomere (K562: 11 TFU und 18 TFU; BV-173: 15
TFU und 12 TFU) aufwiesen, wurde als BCR-ABL-negative Kontroll-Zelllinie
HL-60 mit einer Ausgangs-Telomerlange von ca. 3 TFU verwendet.

Analog zur Orginalarbeit (Damm et al.,, 2001), sollte BIBR1532 in einer
Konzentration von 10 uM eingesetzt werden.

Um in der Lage zu sein, die Telomer-Dynamik der Zellen unter Therapie mit
BIBR1532 zu untersuchen, durfte die Substanz keine direkten zytotoxischen
Effekte auf die verwendeten Zellen haben. Als Vorbereitung der Langzeit-
Versuche wurde deshalb die Zytotoxizitat der Substanz mittels MTT-Assay
untersucht. Die so ermittelten 1Cso Werte lagen fur alle Zell-Linien deutlich Uber
10 uM, so dass diese Konzentration fur alle nachfolgenden Untersuchungen
verwendet werden konnte.

Hohere BIBR1532-Konzentrationen zeigten einen deutlich zytotoxischen Effekt,
welcher auf einen Mechanismus, analog zu den Untersuchungen von El-Daly et
al. (2005) =zurlckgefihrt werden koénnte. In El-Dalys Versuchen zeigte
BIBR1532 in Konzentrationsbereichen zwischen 30 und 80 uM eine direkte,
nicht mehr Uber die Hemmung der Telomerase erklarbare Zytotoxizitat. Diese
zeitabhangige individuelle Telomer-Erosion wurde von der Arbeitsgruppe auf
den Verlust von TRF2 und einer gesteigerten Phosphorylierung des p53
zuruckzugeflhrt.

Durch die Verwendung von 10 uM konnte die von El-Daly et al. beschriebene
dosisabhangige Zytotoxizitat auf die Zellen ausgeschlossen werden.
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Untersuchungen von Damm et al. (2001) beschrieben am Zellmodell solider
Tumoren wie dem Prostata-, Lungen- und Mamma-Karzinom, sowie an
Fibrosarkom-Zellen eine kontinuierliche Telomer-Verkurzung unter Behandlung
mit dem Telomerase-Hemmer BIBR1532.

Um diese Ergebnisse an den verwendeten CML- und AML-Zellen reproduzieren
zu kénnen, wurden diese mit oder ohne Zusatz von BIBR1532 kultiviert.

Als weitere Kontrolle diente die murine BCR-ABL-positive Zell-Linie BaF3p185.
BIBR1532 zeigt eine sehr selektive Hemmung humaner Telomerase (500fach
starkere Hemmung im Vergleich zur murinen Telomerase) (Damm et al., 2001).
Signifikante Telomer-Verkirzungen muriner Zell-Linien wirden demzufolge auf
unspezifische Telomer-Erosionen, unabhangig der telomerase-hemmenden
Wirkung der Substanz hindeuten.

Im Vergleich zu den unbehandelten Zellen zeigte die BIBR1532-behandelte
BaF3p185 keine signifikanten Veranderungen der Telomerlange. Eine
unspezifische Wirkung der Substanz auf die Telomere konnte also weitgehend
ausgeschlossen werden.

Im Gegensatz dazu wiesen beide CML-Linien eine deutliche und signifikante
Verkirzung der Telomere unter Behandlung mit BIBR1532 auf, obwohl sich die
Telomere nicht kontinuierlich Uber den gesamten Behandlungs-Zeitraum
verkurzten. Nach ca. 200 Verdopplungen stabilisierten sich die Telomere der
Zell-Linie K562 auf relativ konstante Werte. Im Vergleich dazu zeigte die
BIBR1532-behandelte BV-173 eine wesentlich ausgepragtere Verkirzung der
Telomere. Bei genauerer Betrachtung der Telomerlangen des BV-173
Langzeitversuch 3 wird aber auch hier, vergleichbar mit den K562-Zellen, eine
Stabilisierung der Telomerlange bei ca. 4 TFU deutlich.

Grund fir diese Beobachtungen konnte die Aktivierung alternativer telomer-
stabilisierender Effekte, wie der ,Alternative Lengthening of Telomeres® ALT-
Weg sein. Wahrend ca. 90% der Tumorzellen Telomerase zur Stabilisierung
inrer Telomere benutzen, wird der ALT-Mechanismus fur virustransformierte
humane Zellen und einige humane Tumorzell-Linien ohne Telomerase-Aktivitat
beschrieben (Bryan et al., 1995), welche naturgemal gegenuber Telomerase-
Inhibitoren resistent sind.

Die pharmakologische Hemmung der Telomerase Uubt einen massiven
Selektionsdruck auf die behandelten Zellen aus. Sind unter den telomerase-
positiven Zellen einige, welche ihre Telomere uber den ALT-Weg stabilisieren
und daher keine Telomerase bendtigen, so wirde die Telomerase-Hemmung
diesen Zellen einen selektiven Wachstumsvorteil bieten. Dartber hinaus konnte
auch die Selektion spezifischer Mutationen durch die Therapie mit Telomerase-
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Inhibitoren die nétige Vorraussetzung fur ALT schaffen (Ibanez, | et al., 2004).
Damit wurde ALT einen moglichen Resistenz-Mechanismus gegenuber der
Therapie mit Telomerase-Inhibitoren darstellen.

Dass eine Koexistenz von Telomerase und ALT Uberhaupt moglich ist, konnte
durch die ektopische Expression von hTERT in telomerase-negativen ALT-
Zellen (Cerone et al., 2001), sowie durch die Hybridisierung von telomerase-
positiven und ALT-Zellen (Perrem et al., 1999) nachgewiesen werden.

Damm et al. (2001) fanden allerdings in ihren verwendeten Zell-Linien keinerlei
Anzeichen einer telomerase-unabhangigen Stabilisierung oder Verlangerung
der Telomere, welche auf ALT zurtickgefuhrt werden kénnte.

Die Moglichkeit durch Hemmung der Telomerase ALT zu aktivieren, wurde
erstmals im Kolonkarzinom beschrieben (Bechter et al., 2004). Auffallig war hier
der untypische ALT-Phanotyp, welcher sich unter anderem in fehlenden ,ALT-
assoziierten PML-Bodys* (APB-Bodys) ausdruckte. Zurtuickgefuhrt wurde dieses
Phanomen auf ein mogliches Wiederauftreten der Telomerase-Aktivitat.

Eine weitere Erklarungsmaoglichkeit bieten aulerdem die Ergebnisse von Kondo
et al. (Kondo et al., 1998), welche vermuten lassen, dass Subpopulationen von
Tumorzellen nach Hemmung der Telomerase in der Lage sind der drohenden
Apoptose durch Differenzierung zu entgehen. In humanen Leukamie-Zellen, wie
K562 und HL-60 (Xu et al., 1999; Yamada et al., 1998) und auch in anderen
Zellen (Sharma et al., 1995) konnte durch Differenzierung der Zellen eine
Hemmung der Telomerase-Aktivitat, zum Teil auch mit stabilen Telomerlangen
(Yamada et al., 1998), beobachtet werden.

Die unverandert hohe Telomerase-Aktivitat nach Absetzen der Behandlung mit
BIBR1532 spricht in der vorliegenden Arbeit allerdings gegen diese Theorie.

Im Gegensatz zur K562 zeigten schon die unbehandelten BV-173 Zellen
abnehmende Telomerlangen. Es ist allerdings bekannt, dass die Telomerlange
kultivierter  Zell-Linien Uber langere Kultivierungszeitraume deutlichen
Schwankungen unterliegen kann (BrUummendorf et al., nicht veroffentlichte
Daten). Wahrend der Langzeitversuch 3 erst Uber ca. 137 PD beobachtet
wurde, zeigt Langzeitversuch 2 (191 PD) nach anfanglicher Abnahme wieder
eine Zunahme der Telomerlange, was auf die oben genannten Schwankungen
zuruckgefuhrt werden konnte. Die Telomer-Verkurzung der behandelten Zellen
war dennoch ausgepragter als die der unbehandelten Zellen.

Durch die langen Ausgangstelomere der BCR-ABL-positiven Zellen wurde eine
sehr lange Behandlungszeit mit dem Telomerase-Inhibitor BIBR1532
notwendig. Zum Vergleich wurde deshalb die AML-Linie HL-60, mit relativ
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kurzen Telomeren untersucht. Wahrend die unbehandelten Zellen eine stetige
Zunahme der Telomere zeigten, fand sich bei den behandelten Zellen schon
bald eine Stabilisierung der Telomerlange bei ca. 2 TFU. Die Telomerlange
scheint sich demnach in einem Plateau zu stabilisieren. Trotz dieser sehr
kurzen Telomere zeigten diese Zellen, wie auch die BCR-ABL-positiven Zellen,
keine Anzeichen flr eine beginnende Seneszenz.

Zu den Zeichen beginnender Sensezenz zahlt unter anderem eine
abnehmende Proliferationsfahigkeit der Zellen in Kultur. Ohne Telomerase
konnen sich Zellen in Kultur nur eine begrenzte Zeit lange teilen (Hayflick,
1965). Die Proliferationsfahigkeit der behandelten Zellen, mit verkirzten
Telomeren, unterschied sich hier nicht von der Proliferation unbehandelter
Zellen.

Als weiteres Anzeichen fur zellulare Seneszenz wird von Narita et al. die
Ausbildung sogenannter DNA-Foci beschrieben (Narita et al., 2003). Basierend
auf diesen Arbeiten wurde die Kern-Struktur behandelter Zellen im Vergleich zu
den Kontroll-Zellen  untersucht. Wie schon beim Vergleich der
Proliferationsfahigkeiten, wurden auch hier keine Hinweise auf zunehmende
Seneszenz unter Therapie mit BIBR1532 gefunden. Die fehlenden Anzeichen
der Seneszenz deuten ebenfalls auf eine Stabilisierung der Telomere hin.

Auch Strahl et al. fanden in Zellen nach Erreichen einer minimalen
Telomerlange weder eine Anderung der Zell-Proliferation, noch Anzeichen
zellularer Seneszenz (Strahl and Blackburn, 1996). Die Moglichkeit
immortalisierter Zellen, sehr kurze Telomere flr langere Zeit in Gegenwart
eines  Telomerase-Inhibitors zu  stabilisieren, wahrend sich die
Verdopplungsrate nicht andert, ist nach Strahl et al. ein Zeichen fur telomerase-
unabhangige Regulation der Telomerlange. Ob die Telomere Uuber die
Telomerase oder Uber alternative Mechanismen stabilisiert werden, ist fur jede
Zell-Linie charakteristisch und kann zu verschiedenen Zeitpunkten variieren.

Durch die lange Behandlung mit BIBR1532 konnte sich dagegen auch infolge
reaktiver Telomerase-Expression das Ausmal’ der Telomerase-Aktivitat in den
behandelten Zellen geandert haben. Aufgrund dessen wurde die Telomerase-
Aktivitat der Zellen im Vergleich zu der unbehandelten Kontroll-Linie gemessen.
Durch die geringe Stabilitdt des Telomerase-Inhibitor-Komplexes genugte das
Einsetzen der Zellen in BIBR1532-freie Medien um die relative Telomerase-
Aktivitat ohne Einfluss des Inhibitors testen zu konnen. Da sich hier keine
signifikanten Unterschiede zeigten, konnte die postulierte Hochregulierung der
Telomerase, als moglicher Resistenz-Mechanismus gegentber der Therapie
mit BIBR1532 weitgehend ausgeschlossen werden. Auch diese Ergebnisse



154 5. Diskussion

deuteten auf eine alternative Moglichkeit der Telomer-Stabilisierung, wie ALT
hin. Zur Bestatigung dieser Theorie sind allerdings noch weitere, detaillierte
Untersuchungen notwendig.

Ein immer groferes Problem der CML-Therapie, vor allem fortgeschrittener
Stadien, ist die Zunahme an Resistenzen unter der Therapie mit Imatinib. Nach
der Untersuchung der dafiir verantwortlichen Mechanismen ist die Entwicklung
von Substanzen zur Vermeidung oder Umgehung der Imatinib-Resistenz in den
Vordergrund gertickt (Daub et al., 2004). Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit war
deshalb die Untersuchung, inwiefern die Dauertherapie mit Telomerase-
Inhibitoren, wie BIBR1532, eine Auswirkung auf die Sensivitat der Zellen
gegenuber Imatinib haben konnte.

Einigen Forschungsgruppen gelang es inzwischen einen Zusammenhang
zwischen chemotherapie-induzierter Apoptose von Tumorzellen und
abnehmender Telomerase-Aktivitat nachzuweisen (Faraoni et al., 1997; Lin et
al., 2001). Demgegenuber wird die Beziehung zwischen Telomerase-Aktivitat in
unbehandelten Tumorzellen und ihre Sensivitat gegenuber Chemotherapie
kontrovers diskutiert. Wahrend die Sensivitdt von Mamma-Karzinomzellen
gegenuber Topoisomerase-Hemmern durch Telomerase-Inhibition erhoht
werden konnte, war gegenuber Cisplatin kein Effekt feststellbar (Ludwig et al.,
2001). Maligne Gliomzellen dagegen konnten gegenuber Cisplatin sensibilisiert
werden (Kondo et al., 2001). Die Beziehung zwischen Telomerase-Hemmung
und der Sensivitat gegenuber anderen therapeutisch eingesetzten Substanzen
scheint demnach abhangig vom Zelltyp und von der ausgewahlten Therapie zu
sein.

Eine zunehmende Chemosensivitat gegentber Imatinib wurde von Tauchi et al.
in telomestatin-behandelten K562 Zellen beschrieben (Tauchi et al., 2003). Im
Gegensatz dazu zeigten die Zellen unter Therapie mit BIBR1532 keine
Sensitivierung gegenuber Imatinib.

Vielmehr wurden die unbehandelten K562 Zellen nach langer Zeit in Kultur
zunehmend resistenter gegenuber Imatinib.

Die Sensivitat der BV-173 Zellen gegenuber Imatinib anderte sich im
Gegensatz zu den Ergebnissen der K562 Zellen nicht. Die Kontrollzellen HL-60
zeigten sich trotz BIBR1532-Behandlung unverandert unempfindlich gegenuber
Imatinib.

Durch die lange Kultivierungs-Zeit der Zellen sind zufallige Mutationen oder
auch die Selektion resistenterer K562 Zellen durchaus mdglich. Da Resistenzen
gegenuber Imatinib, vor allem in fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung



5. Diskussion 155

immer haufiger auftreten, sind genauere Untersuchungen der madglichen
Ursachen dieser zunehmenden Resistenz unbehandelter K562-Zellen im
Gegensatz zu BIBR1532-behandelten Zellen in Folgeprojekten notwendig.



156 6. Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Bei Menschen und allen anderen Wirbeltieren setzen sich Telomere aus
repetitiven TTAGGG-Sequenzen und verschiedenen telomerbindenden
Proteinen zusammen. Dieser Telomer-Nukleoprotein-Komplex sitzt wie eine
nicht-kodierende ,Kappe® an den Chromosomenenden und schitzt diese so vor
enzymatischer Degradation, Rekombination und Fusion. Wahrend jeder
Zellteilung der somatischen Zellen in vitro und wahrend des Alterns in vivo
kommt es zur Verkurzung der Telomere, was zum einen zu genetischer
Instalilitdt und zelluldaren Seneszenz fuhrt und zum anderen indirekt
Informationen Uber die mitotische Geschichte der Zellen bietet.

Im Gegensatz dazu kdnnen Zellen bestimmter Gewebe, insbesondere die der
Keimbahn, aber auch maligne Tumorzellen, der Telomer-Verkirzung durch
Expression des Enzyms Telomerase entgegenwirken. Telomerase ist in der
Lage an den Enden der Chromosomen Telomer-Sequenzen zu synthetisieren
und so die Telomere zu stabilisieren.

Aufgrund nicht ausreichend hoher Telomerase-Expression zeigen dagegen
auch hamatopoetische Stammzellen eine replikationsabhangige Verkirzung der
Telomere.

Die Telomerlangen-Kinetik des Stammzellen-Kompartiments im Knochenmark
spiegelt sich dabei in peripheren Blutzellen wieder. Um den zellularen Umsatz
dieser leicht zuganglichen peripheren hamatopoetischen Zellen in vivo zu
untersuchen, ist die Telomerlangen-Messung von Bedeutung.

Im Vergleich zur gesunden Hamatopoese sind klonale Erkrankungen wie die
Chronische Myeloische Leukamie (CML) oder die Akute Myeloische Leukamie
(AML) durch  eine  gesteigerte  Proliferationsrate = der  malignen
Stammzellpopulation gekennzeichnet.

Es stellt sich die Frage, inwieweit die Telomerlange hamatologischer
Malignome mit Beteiligung hamatopoetischer Stammzellen oder Vorlauferzellen
und deutlich gesteigertem Turnover verandert ist.

Eine geeignete hamatologische Modellerkrankung zur Uberprifung dieser
Frage stellt die CML dar. Frihere Untersuchungen zeigten eine deutliche
Verkurzung der Telomerlange peripherer Blutzellen von CML-Patienten
gegenuber gesunden Zellen des gleichen Patienten, sowie gegenuber
altersadaptierten Gesunden. Das Ausmal} der Telomer-Verkurzung korrelierte
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dabei nicht nur mit Dauer und Stadium der Erkrankung, sonder auch mit dem
prognostischen Hasford-Score.

In der vorliegenden Arbeit wurde in einer prospektiven klinischen Studie die
Bedeutung der Telomerbiologie flr Prognose und klinischen Verlauf der
Erkrankung, sowie deren Modifikation unter Therapie mit dem Tyrosinkinase-
Inhibitor Imatinib (Glivec®) untersucht.

Wie schon in der vorangegangenen Studie korrelierte die Verkirzung der
Telomere mit dem Stadium und damit auch mit der Dauer der Erkrankung.
Unter Therapie mit Imatinib fand sich allerdings eine signifikante Zunahme der
durchschnittlichen Telomerlange peripherer Granulozyten. Darlber hinaus
zeigte die Normalisierung der Telomerlange eine deutliche Abhangigkeit mit
dem zytogenetischen, sowie dem molekularen Ansprechens auf die Therapie
mit Imatinib.

Im Hinblick auf Untersuchungen an der Tyrosinkinase c-ABL, welche eine
direkte Inhibition der Telomerase durch c-ABL nachwiesen, konnte ein direkter
imatinib-vermittelten Effekt auf die Telomerlange Ph+ Zellen als mogliche
Ursache nicht ausgeschlossen werden. Die Hemmung von BCR-ABL durch
Imatinib konnte, analog zur c-ABL-Wirkung, die Phosphorylierung von hTERT
aufheben und damit Uber steigende hTERT-Aktivitat eine Verlangerung der
Telomere bewirken.

In den in vitro Untersuchungen unter Therapie mit Imatinib fand sich allerdings
weder einen Effekt auf die Telomerlange, noch auf die Telomerase-Aktivitiat der
Zellen, was in dem gewahlten Zell-Modell gegen diese Hypothese spricht.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Verlangerung der vorher
verklrzten Telomere in CML Patienten, unter Behandlung mit Imatinib einen
steigenden Anteil an Ph- Zellen (mit normalen oder nur wenig verkirzten
Telomeren) als Ausdruck des Therapieansprechens widerspiegelt.

Wie die CML, stellt die AML eine Stammzell-Erkrankung dar. Obwohl ein grofRer
Teil der Patienten einen normalen Karyotyp aufweist, zeigt diese Gruppe ein
sehr uneinheitliches Ansprechen auf die Therapie. Da sich die Prognose der
Patienten vor allem auf die Zytogenetik stutzt, werden neben neuen Methoden,
wie die Analyse von FLT3-Mutationen prognostische Faktoren zur weiteren
Unterteilung dieser Patienten-Gruppe bendtigt. Die bisher durchgefuhrten
Studien zur Telomeraseaktivitat und Telomerlange von AML-Patienten wurden
allerdings an sehr heterogenem Proben-Material durchgefihrt. Um eine
Aussage zu deren diagnostischen bzw. prognostischen Wert zulassen zu
konnen, fehlten bisher systematische Untersuchungen.
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In der vorliegenden Arbeit konnte an einem gro3en und homogenen Proben-
und Patienten-Kollektiv eine ausgepragte, progressive Verklrzung der
Telomere der AML-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontroll-Personen
gezeigt werden. Dabei zeigte sich dass das Ausmaly der Verklrzung mit
zunehmender zytogenetischer Instabilitat zunahm.

Aufgrund dieser Ergebnisse kann der Telomerbiologie im Laufe der AML-
Pathogenese eine wichtige Rolle bei der Entwicklung genetischer Instabilitaten,
insbesondere komplexer karyotypischen Aberrationen zugesprochen werden.
Daruber hinaus zeigten Patienten mit komplexem Karyotyp die ausgepragteste
Uberexpression der hTERT (inklusive der funktionellen Splicing-Variante).
Ausgehend davon kann angenommen werden, dass es mit fortgeschrittener
Telomer-Verklrzung zu einer Aktivierung von Telomerase in AML-Blasten
kommt was moglicherweise einen Mechanismus fur die klonale Selektion im
Verlauf der Erkrankung darstellt.

Die Regulation der Telomerase-Aktivitat in AML Blasten scheint aber primar
nicht auf transkriptioneller Ebene zu erfolgen, was in laufenden Studien noch
genauer untersucht wird.

Uber 90% der Tumorspezies erlangen ihre Fahigkeit zur unbegrenzten
Proliferation durch das Enzym Telomerase. Ein verhaltnismaRig neuer und
therapeutisch vielversprechender Ansatz flr die Therapie maligner Tumoren
stellt deswegen die Entwicklung neuer Telomerase-Inhibitoren, wie BIBR1532
dar.

Die chronische Phase der CML bietet sich hier als Modellsituation fur den
klinischen Einsatz von Telomerase-Inhibitoren an, da dieses Stadium durch
einen erhohten zellularen "turnover" bei (relativer) klinischer Stabilitat, sowie
durch eine verkirzte Telomerlange bei erhohter Telomeraseaktivitat
charakterisiert ist.

In der vorliegenden Arbeit zeigten beide CML-Linien eine signifikante Telomer-
Verkurzung, welche sich allerdings bei Erreichen einer scheinbar
linienspezifischen Telomerlange, im Sinne eines Plateaus, stabilisierte. Eine
mdgliche Erklarung dafir kénnte der ,Alternative Lengthening of Telomeres®
ALT-Weg bieten, welcher dadurch einen moglichen Resistenzmechanismus
gegenuber der Therapie mit Telomerase-Inhibitoren darstellen wirde.
Seneszenz oder Apoptose konnte weder in den CML- noch in der AML-Linie
nachgewiesen werden, was ebenfalls auf stabilisierte Telomere hindeutet.
Weitere detaillierte Untersuchungen sind zukinftig notwendig um diese
Hypothese zu bestatigen.
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Ein weiterer Teilaspekt dieser Arbeit war die Untersuchung, inwiefern die
Dauertherapie mit Telomerase-Inhibitoren, wie BIBR1532, eine Auswirkung auf
die Sensivitat der Zellen gegenuber Imatinib haben konnte. Wahrend sich die
Sensivitat gegenuber Imatinib unter BIBR1532-Therapie nicht anderte, zeigten
sich die unbehandelten K562 Zellen zunehmend resistent gegentber Imatinib.
Untersuchung en der Ursachen dieser zunehmenden Resistenz sind in
Folgeprojekten geplant.

In der vorliegenden Arbeit konnte die klinische Bedeutung der Telomere, sowie
der Telomerase oder hTERT-Expression in myeloischen Leukamien beurteilt
werden. Ein wichtiger Aspekt war dabei auch die Bedeutung der
Telomerlangen-Messung unter pharmakologischer Modulation der CML mit
Imatinib. Dadurch bieten sich prognostisch und diagnostische Informationen,
welche fur Art und Intensitat von Therapiestrategien richtungsweisend sein
kdénnen.

Die durchgeflhrten Untersuchungen zur Beeinflussung von Telomerase und
Telomeren unter Therapie mit einem Telomerase-Inhibitor tragen zu einem
besseren Verstandnis von Nutzen, Risiko und Einsatzmoglichkeit einer solchen
Therapieoption bei.
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