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1. Einleitung

Leukamie bedeutet weiles Blut und bezieht sich auf die verbreiterte
Leukozytenmanschette (buffy coat) auf der Erythrozytensaule nach
Zentrifugieren des Blutes bei Leukamiepatienten mit sehr hohen
Leukozytenzahlen. Der Begriff ,Leukdmie” wurde 1845 von Rudolf Virchow
gepragt, der damals das Krankheitsbild einer chronischen myeloischen
Leukdmie beschrieb. Die Entwicklung von Féarbeverfahren fir Blutausstriche im
Jahre 1891 durch Paul Ehrlich fuhrte zu neuen Erkenntnissen uber die
Morphologie der akuten Leukdmien und ermoéglichte in der Folge die
Abgrenzung der myeloischen von der lymphatischen Leuk&mie (Naegeli, 1900).
Um die verschiedenen malignen hamatologischen Erkrankungen, die zu dem
Bild einer ,Leukamie“ fuhren, zu verstehen, muss man sich zuerst mit der
normalen H&amatopoese sowie ihren verschiedenen Zellreihen und

Reifungsstufen beschéatftigen.

1.1 Die normale Hamatopoese

Die frihe Entwicklung der Blutbildung wurde am besten am Mausmodell
erforscht. Die ersten Blutzellen entstehen 7,5 Tage nach der Konzeption in
mesodermalen Inseln des extraembryonalen Dottersacks. Wenn im Embryo die
normale Blutzirkulation entstanden ist, wandern diese ersten Erythroblasten ein
(Haar et Ackermann, 1971; Moore et Metcalf, 1970).

Am Tag 10,5 sind auch in der Aorto-Gonado-Mesonephros-Region, welche aus
dem Mesoderm entsteht, hamatopoetisch aktive Zellen zu finden. Daher wird
vermutet, dass mesodermale Zellen auch in der Lage sind, hamatopoetische

Vorlauferzellen hervorzubringen (Godin et al, 1995).

1.1.1 Der Sitz der Hamatopoese
Alle im peripheren Blut zirkulierenden Zellen gehen auf eine gemeinsame
pluripotente Stammzelle zurlick. Ihre Lebensdauer ist begrenzt, daher muss

eine standige Produktion von hamatopoetischen Zellen erfolgen. Die pranatale
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Blutbildung wird in drei Perioden eingeteilt: 1. die megaloblastische oder
vitelline, 2. die hepatolienale und 3. die medullare. In der ersten der drei Phasen
findet die Blutbildung in der mesenchymalen Hille des Dottersacks statt. Ab
dem dritten Monat beginnt die hepatolienale Phase, hier findet die Blutbildung
vor allem in der Leber, aber auch in der Milz statt. Als letzte Phase schliefl3t sich
ab dem 6. Fetalmonat die medullare Phase an, in der die Bildung von
Erythrozyten und myeloischen Leukozyten mehr und mehr vom Knochenmark
Ubernommen wird. Die lymphozytaren Vorlauferzellen proliferieren ebenfalls im
Knochenmark und produzieren Zellen verschiedener lymphatischer Stadien, die
entweder im Knochenmark selbst ihre Funktionsreife erlangen (B-Lymphozyten)
oder Uber die Blutbahn in den Thymus gelangen und dort zu T-Lymphozyten
gepragt werden.

Die postnatale Hamatopoese sitzt hingegen im roten Knochenmark aller
Knochen, welches sich im Laufe des Lebens allerdings immer mehr in gelbes,
fettzellhaltiges Knochenmark umwandelt. Nach Abschluss des
Kdrperwachstums findet sich das rote Knochenmark nur noch in den kurzen
und platten Knochen sowie in den Epiphysen langer Knochen, also
hauptséachlich in den Beckenknochen, Rippen und dem Sternum. Zu beachten
ist aul3erdem, dass sich das gelbe Knochenmark, z.B. im Rahmen grol3er
Blutverluste, wieder in hamatopoetisch potentes rotes Knochenmark

umwandeln kann (Arnold et al, 2002).

1.1.2 Die Blutbildung

Bei der Blutbildung geht man von einem hierarchischen System aus, das sich
auf eine pluripotente hamatopoetische Stammzelle (PHSC-pluripotent
hematopoietic stem cell) begriindet. Diese Stammzellen besitzen zwei
wesentliche Eigenschaften, so kdnnen sie zum einen identische Nachkommen
generieren, zum anderen sich in samtliche hamatopoetische Zelllinien
differenzieren (Morrison et al, 1997).

Bei der Differenzierung gibt es zwei verschiedene Theorien. Die eine Theorie
beschreibt eine asymmetrische Teilung, bei der die eine der zwei Tochterzellen
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sich weiter differenziert, die andere dagegen als Stammzelle erhalten bleibt
(Morrison et al, 1997).

Die andere beschreibt eine symmetrische Teilung, wobei beide Tochterzellen
sich entweder differenzieren oder als Stammzellen ihre Teilungsfahigkeit
behalten.

Die Tochterzellen, die sich weiter differenzieren, zeigen eine sehr hohe
Wachstumsrate, wohingegen die Fahigkeit zur Selbsterneuerung verloren geht.
So besitzen die so genannten long-term-hematopoietic stem-cells (LT-HSC)
eine unbegrenzte Teilungsfahigkeit, wéahrend die short-term-hematopoietic
stem-cells (ST-HSC) nur noch eine begrenzte Fahigkeit zur Selbsterneuerung
zeigen (Passegué et al, 2003); (siehe Abbildung 1).

Aus den ST-HSC wiederum entwickeln sich die multipotenten Progenitorzellen
(MPP), die ihre Fahigkeit zur Selbsterneuerung nun vollstandig verloren haben.
Stattdessen bringen diese aber die ersten liniendifferenzierten Progenitoren
hervor, die in eine myeloische und eine lymphatische Reihe eingeteilt werden.
Hierbei entstehen am Ende der Linie aus den myeloischen Vorlauferzellen
Erythrozyten, Thrombozyten, Granulozyten und Makrophagen. Aus den
lymphatischen Progenitoren entwickeln sich T-Zellen, B-Zellen, Naturliche
Killerzellen, und aus beiden Reihen die Dendritischen Zellen
(Passegué et al, 2003).
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Abbildung 1: Hierarchisches Modell der Hamatopoese

Hamatopoetische Stammzellen (hematopoietic stem cells; HSC) kénnen unterteilt werden in
Zellen, die unbegrenzt in der Lage sind, sich selbst zu erneuern kdnnen (long-term (LT)-HSC)
und solche Stammzellen, die nur noch ein begrenztes Potenzial zur Selbsterneuerung
aufweisen (short-term (ST)-HSC). Letztere differenzieren sich in multipotente Progenitoren
(MPP); diese haben die Fahigkeit zur Selbsterneuerung verloren und bringen die ersten
liniendifferenzierten Vorlauferzellen hervor, die an der Basis der myeloiden (common myeloid
progenitor; CMP) bzw. der lymphoiden (common lymphoid progenitor; CLP) Entwicklungsreihe
stehen. Aus den CLP gehen T- und B-Lymphozyten sowie Natirliche Killerzellen (NK-Zellen)
hervor. Die CMP bringen einerseits myelo-monozytére Vorlauferzellen (GMP) hervor (diese
differenzieren sich in Richtung Granulozyten und Makrophagen) sowie megakaryozytér-
erythroide Progenitoren (MEP), aus denen Megakaryozyten, Thrombozyten und Erythrozyten
hervorgehen. Sowohl CMP als auch CLP kénnen Uber entsprechende Vorstufen Dendritische
Zellen hervorbringen. Nach Passegué et al. 2003, verandert.

1.2 Akute Leukamien

In gewisser Weise stellen akute Leukamien das maligne Gegenstiick zu den
unterschiedlich reifen Stamm- und Progenitorzellen bzw. den Zwischenstufen
der Hamatopoese dar.

Unter den akuten Leukamien unterscheidet man zwei groRe Gruppen: die
myeloische und die Ilymphatische. Immunzytologisch verwendet man

stadienspezifische Zellmarker, wie z.B. CD34 (Stamm- /Progenitorzellen), CDS3,
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CD7 (T-Zell-Reihe), CD19, CD22 (B-Zell-Reihe), CD117, CD33, CD13
(myeloische Progenitorzellen) (Foon et al, 1982; Vaughan et al, 1988).

Bei einer akuten Leukamie entartet eine der hdmatopoetischen Zellen einer
bestimmten Reifungsstufe maligne. Diese proliferiert und akkumuliert im
Knochenmark und in den lymphatischen Geweben. Dadurch wird einerseits die
physiologische Blutbildung verdrangt, andererseits verlieren die Zellen ihre
Affinitat zum Knochenmark. Sie werden vermehrt ausgeschwemmt und greifen
auf extramedullare Organe Uber. Ab einem Prozentsatz von mehr als 30%
Blasten im peripheren Blut sprach man bisher nach der FAB-Cooperative Group
(French-American—British Cooperative Group) von einer akuten Leukamie
(Begemann et Begemann, 1989; Kumar et al, 1997).

Dagegen zahlen nach den neuen WHO-Richtlinien schon Blastenzahlen ab
20% im peripheren Blut zu einer akuten Leukadmie (NCCN-Clinical Practice
Guidelines in Oncology, 2006).

1.2.1 Akute myeloische Leuké&mie (AML)

Die AML gehort zu der Gruppe klonaler Erkrankungen mit Transformation einer
fruihen myeloischen Vorlauferzelle. Je nach dem Differenzierungsgrad der
myeloischen Progenitorzellen werden verschiedene Typen unterschieden.
Diese werden traditionell gemald ihrer Differenzierung nach der FAB-
Klassifikation eingeteilt. Diese Einteilung wurde 1985 von der French-American-
British Cooperative Group erarbeitet (verdndert nach Bennett et al, 1985)
(siehe Tabelle 1).

Allerdings beginnen seit wenigen Jahren molekularbiologische Kriterien
zunehmend die Bedeutung von morphologischen Kriterien (FAB) zu
verdrangen. So scheint eine Mutation von Nukleophosmin auf eine gute
Prognose hinzuweisen, eine Mutation von FLT-3 dagegen auf eine schlechte
Prognose.

Die Inzidenz dieser Erkrankung betragt 3-4 Falle/100 000/Jahr, wobei die
Inzidenz mit steigendem Alter zunimmt. Sie macht 3% aller malignen
Erkrankungen aus und ist die haufigste tddlich verlaufende Neoplasie zwischen
dem 30. und 40. Lebensjahr.
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Als Risikofaktoren gelten unter anderem die Knochenmarksschadigung durch
bestimmte Noxen, wie zum Beispiel ionisierende Strahlen, alkylierende
Substanzen, Benzol und Zigarettenrauch sowie pradisponierende
hamatologische  Erkrankungen (myelodysplastisches Syndrom (MDS),
myeloproliferatives Syndrom (MPS), etc.). Das Risiko ist ebenfalls bei
bestimmten genetischen Erkrankungen erhoht, dazu gehoren Trisomie 21,
Fanconi-Anamie, Bloom-Syndrom, Li-Fraumeni-Syndrom.

Im Knochenmark findet sich bei der AML — abhangig vom Subtyp — eine klonale
Vermehrung maligner myeloischer Vorlauferzellen verschiedener
Reifungsstadien. Diese anormale Blastenvermehrung fihrt zu einer
Verdrangung der normalen Hamatopoese.

Infolge dessen lasst sich im peripheren Blut héaufig eine Leukozytose
nachweisen, wobei aber beachtet werden muss, dass bei 10% der Falle eine
Leukopenie auftritt. Ebenso zeigt sich aufgrund der verdrangten Hamatopoese
haufig eine Anamie, die zu Abgeschlagenheit, Mldigkeit und Tachykardie fuhrt.
Ebenfalls kommt es zu einer Thrombopenie mit gesteigerter Blutungsneigung
sowie einer Granulozytopenie, welche ein gesteigertes Infektrisiko mit sich
bringt.

AulRerdem kann sich ein extramedullares, tumoréses Wachstum (,Chlorom®)
zeigen sowie ein abdomineller, zerebraler oder ossarer Befall (Lubbert, 2002).
Die Prognose ist abhangig vom Alter und dem Leukamietyp, wobei sich FAB
M2, M3, M4, gunstig, FAB M1, M6, M7 dagegen ungiinstig auswirken. Ebenfalls
wichtig fUr eine gute Prognose ist eine niedrige Laktatdehydrogenase (LDH)
sowie eine Leukozytenzahl unter 100 000/ul, wohingegen eine vorangegangene
Myelodysplasie oder eine sekundare AML nach Radio-/Chemotherapie eine

schlechtere Prognose haben (Léwenberg et al, 1999).
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Tabelle 1: FAB-Klassifikation und erganzende Merkma  le
(verandert nach Bennett et al, 1995)

KM: Knochenmark; PB: peripheres Blut; NEZ: nicht-erythropoetische Zellen

FAB

Morphologie

Zytogenetik

Haufigkeit

MO

Blasten mit minimaler myeloischer Differenzierung
(positive immunologische Marker)

2-3%

M1

wenig differenzierte Blasten
NEZ im KM: >90% Typ-I/llI-Blasten, <3%
Promyelozyten, <10% ausreifende Granulopoese

15-20%

M2

Blasten mit Ausreifung, Auerstabchen, Varianten
mit Eosinophilie oder Basophilie

NEZ im KM: 30-89% Typ-I/ll-Blasten, >10%
ausreifende Granulopoese, <20% (Pro)-monozyten

~50%
mit (8;21)

25-30%

M3

Uberwiegend hypergranulierte Promyelozyten,
Auerstabchen

t(15;17)

5-10%

M3v

Uberwiegend mikrogranulierte Promyelozyten,
Auerstadbchen

t(15;17)

M4

myelomonozytérer Mischtyp

NEZ im KM: >30% Blasten, 30-80% Granulopoese
inkl. Myeloblasten, 20-80% (Pro)-monozyten und
im PB Monozyten >5x10%/L (oder: >20% EST-
positive Vorlauferzellen im KM, erhfhtes Lysozym)

20-30%

M4eo

zusatzlich zur M4 abnorme Eosinophile
NEZ im KM: >5% Eosinophile, PAS + und
Chloracetat-Esterase

inv(16)

Mb5a

Monoblastérer Typ
NEZ im KM: >80% monozytoide Zellen,
80% der monozytoiden Zellen sind Monoblasten

2-9%

M5b

monoblastarer Typ
NEZ im KM: >80% monozytoide Zellen,
<80% der monozytoiden Zellen sind Monoblasten

M6

>50% Erythroblasten (aller kernhaltigen Zellen
im KM) , Auerstabchen
NEZ im KM: >30% Typ-I/ll-Blasten

3-5%

M7

undifferenzierte Blasten,
atypische Megakaryozyten

3-12%

1.2.2 Akute lymphatische Leukamie (ALL)

Auch diese Leukamieform beruht auf einer malignen klonalen Neoplasie der
hamatopoetischen Zellen. Ihre Inzidenzrate liegt bei 1,5/100 000/Jahr, wobei zu
beachten ist, dass 80% der akuten Leuk&amien im Kindesalter auf eine ALL
zurickzufihren sind. Sie ist damit die héaufigste maligne Erkrankung im

Kindesalter.
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Als Risikofaktoren wird neben den bekannten Noxen wie Benzol, Zytostatika
und ionisierenden Strahlen, auch eine virale Genese beschrieben.

Die ALL wird entsprechend ihrer Herkunft aus der B- oder T-Zelllinie eingeteilt
sowie in weitere Unterklassifikationen (siehe Tabelle 2, Bene et al, 1995).

Wie auch bei der AML zu beobachten ist, wird das Knochenmark durch Blasten
Uberschwemmt und somit die normale Hamatopoese verdrangt. Die Symptome
entsprechen daher denen der AML.

Prognostisch ungtinstig wirken sich Leukozytenzahlen im peripheren Blut von
Uber 30 000/ul aus, eine Remissionszeit von mehr als 4 Wochen sowie ein
Erkrankungsalter ab dem 50. Lebensjahr. Weiterhin setzen der Subtyp
pro-B-ALL sowie die zytogenetische Konstellation t(9;22), t(4;11) die

Uberlebenswahrscheinlichkeit herab.
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Tabelle
(Bene et

2: Immuntypisierung und

al, 1995)

Molekulargenetik de

r ALL gemall EGIL

Subtyp

Inzidenz  bei
Erwachsenen

Molekulargenetik

Oberflachenmarker

B-Vorlaufer-ALL

2%

Pro-B-ALL

11%

ALL1-AF4

CD 19
CD79a
CD22 (im Zytoplasma)

Common
ALL

49%

BCR-ABL

CD10

CD19

CD79a

CD22 (im Zytoplasma)

Pra-B-ALL

12%

BCR-ABL,E2A-
PBX1

CD10

CD19

CD79a

CDh22

Schwere Kette des
IgM-Molekdils cp

(in geringer Dichte)

Reife B-ALL

4%

MYC-IGH

CD10
CD19
CD22

T-Linien-ALL

24%

LMO-TCR;TAL1-
TCR

Frihere T-
ALL

6%

CD3 (membranstandig
oder
intrazytoplasmatisch)
CD7

Thymische
T-ALL

12%

CD3 (membranstandig
oder
intrazytoplasmatisch)
CDla

Reife T-ALL

6%

CD2
CD3
CD5
CD7
CD4/8




Einleitung

1.2.3 Myelodysplastisches Syndrom (MDS)

Auch das MDS ist eine klonale Erkrankung mit Transformation einer friihen
hamatopoetischen Progenitorzelle, was zu einer Storung der Proliferation,
Differenzierung und Apoptose fuhrt. Betroffen hierbei sind sowohl die Granulo-,
als auch die Erythro-, und die Thrombopoese. Es kommt meist zu einer
Knochenmarkshyperplasie mit variabler Blastenvermehrung und Zytopenie
(v.a. Anamie) im peripheren Blut, seltener dagegen zu einer
Knochenmarkshypoplasie.

Die Inzidenz liegt bei 3-5/100 000/Jahr und im Allgemeinen handelt es sich um
eine Erkrankung des hoheren Lebensalters.

Man unterscheidet zwischen einem primaren und einem sekundarem
myelodysplastischen Syndrom.

Symptome sind initial meist nicht vorhanden, so dass es sich oft um einen
Zufallsbefund handelt. Spater sind die typischen Zeichen einer Anamie wie
Mudigkeit, Leistungsminderung, Tachykardie sowie eine Thrombopenie und
Granulozytopenie zu finden. Manchmal sind auch Assoziationen mit
Autoimmunerkrankungen moglich.

Als Komplikationen sind Blutungen und Infekte zu beachten sowie ein mdglicher
Ubergang in eine AML (Libbert et Lindemann, 2002).

1.3. Die Migration hamatopoetischer Stamm-, Progeni tor- und

leukdmischer Zellen

1.3.1 Das Mikroenvironment und andere Faktoren

Wie oben beschrieben findet die Hamatopoese im adulten Organismus im
Knochenmark statt, welches ein komplexes Milieu darstellt. Hier spielen
verschiedene Wachstumsfaktoren eine grof3e Rolle fur die Differenzierung und
Teilung der Stammzellen.

In diesem Mikroenvironment sind vor allen Dingen die Osteoblasten,
Osteoklasten, Endothelzellen, Fibroblasten, Adipozyten und Makrophagen von

Bedeutung (Mazo et von Andrian, 1999). Besonders die Osteoblasten spielen

10



Einleitung

wohl eine wichtige Rolle, denn sie sind Uber N-Cadherin-vermittelte adhésive
Interaktion mit den LT-HSC verbunden. Diese Tatsache hat zur Folge, dass die
Stammzellen in der G,-Phase des Zellzyklus verharren und es so weder zur
Proliferation noch Differenzierung kommt. Wenn diese Interaktion aufgrund z.B.
aul3erer Einflisse abhanden kommt, so fuhrt dies zur Proliferation der Zellen
sowie zur Migration in die Blutbahn (Calvi et al, 2003; Yoshimoto et al, 2003;
Zhang et al, 2003).

1.3.2 Mobilisierung und Homing von Stammzellen

Auch physiologischerweise beobachtet man, dass sich geringe Mengen
an Stammzellen im peripheren Blut befinden (McCredie et al, 1971;
To et al, 1997).

Diese Zellen mobilisieren aus dem Knochenmark, gelangen ins Blut und
wandern an anderer Stelle wieder in das Knochenmark ein. Dieser Vorgang
wird als Mobilisierung und Homing bezeichnet. Unter bestimmten Bedingungen,
wie z.B. Chemo- oder Radiotherapie kénnen im peripheren Blut eine grofRe
Anzahl an Stammzellen gefunden werden, was auf ihre Eigenschaft, zerstortes
hamatopoetisches Gewebe wieder zu erneuern, zurlckzufihren st
(Wright et al, 2001).

Das Homing von Stammzellen wird Uber bestimmte Faktoren vermittelt. Dabei
spielen Adhéasionsmolekile, chemotaktische und andere parakrine Faktoren
eine wichtige Rolle. Eine Hemmung oder Ausschaltung dieser Einfliisse bedingt
eine Mobilisierung der Stammzellen (siehe Abbildung 2).

11
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-

"BLUTGE
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| KNOCHENMARK |

Abbildung 2: Modell der SDF-1-induzierten transendo thelialen  Migration
hamatopoetischer Progenitorzellen

Progenitorzellen, die sich im Blutkreislauf befinden, nehmen tber endothelexprimiertes E- und
P-Selektin zunachst reversibel Kontakt mit dem Knochenmarkendothel auf (,Rolling’; A).
CXCR4-positive hamatopoetische Zellen werden durch SDF-1 stimuliert; dieses wird von Zellen
der hdmatopoetischen Mikroumgebung gebildet, auf den Endothelzellen préasentiert und fuhrt
zur Aktivierung von Adhasionsrezeptoren der Integrin-Familie (VLA-4, VLA-5, LFA-1) auf den
CD34" Zellen, wodurch die feste Adhasion an die vaskuldren Liganden VCAM-1 und
ICAM-1 sowie an Komponenten der Extrazellularmatrix (z. B. Fibronektin) vermittelt wird (B. Die
adharierten Zellen migrieren durch die Endothelschicht hindurch in das Knochenmark (C), wo
sie  mit Zellen des hamatopoetischen Mikromilieus in Kontakt treten (D).
Nach Peled et al, 2000 veréandert.

1.3.3 Das Chemokin SDF-1 und der Rezeptor CXCR4 sow ie seine Funktion
in Bezug auf Migration und Proliferation

Die Stammzellen missen bei ihrer Wanderung aus dem Knochenmark und
zurick physiologische Barrieren Uberwinden. Dabei spielt vor allem das
Knochenmarkendothel eine wichtige Rolle. Seine Struktur entspricht derjenigen,
die andere Endothelien bei Entzindungen aufweisen, und begunstigt so die
Extravasation reifer Leukozyten (Carlos et Harlan, 1994). Diese Migration wird
zum einen uber Adhasionsmolekile der Selektin- und

Immunglobulinsuperfamilie (Mazo et al, 1998; Schweitzer et al, 1996) reguliert,

12
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zum anderen Uber Chemokine (Luster, 1998; Springer, 1994). So liegt die
Vermutung nahe, dass auch bei der Mobilisation von Stammzellen diese
Faktoren eine Rolle spielen. In diesem Zusammenhang wurde bisher vor allen
Dingen ein bestimmtes Chemokin: SDF-1 (stromal cell-derived factor-1)
untersucht. Dieser Faktor wird unter anderem von Knochenmark-Stromazellen
produziert. Es konnte gezeigt werden, dass ihm bei der Migration von
Stammzellen eine Bedeutung zukommt (Béhmler et al, 2005). Die Funktionen
des Chemokins SDF-1 werden tUber den Rezeptor CXCR4 vermittelt, der zu
den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren mit Sieben-Transmembranhelices
gehort (siehe Kapitel 1.4.1). Es konnte gezeigt werden, dass das Homing der
Progenitorzellen und die Expression dieses Rezeptors direkt miteinander

zusammenhangen.

1.3.4 Migration und Homing von leuk&mischen Zellen

Ebenso wie bei hamatopoetischen Progenitoren kann man auch bei
leukamischen Zellen einen Tropismus zum Knochenmark feststellen, der tber
verschiedene Adhasionsmolektle der Integrin-Familie auf der Oberflache der
Blasten vermittelt wird. Diese Molekile spielen eine Rolle bei der Adhasion der
Blasten an GefalRendothelien (Watarai et al, 2002), bei der Organinfiltration
(Bairey et al, 2004), wie auch bei Interaktionen mit dem Knochenmarkstroma
(Matsunaga et al, 2003; Winter et al, 2001).

Blasten der akuten lymphatischen Leuk&dmie der B-Zellreihe zeigen eine hohe
CXCR4-Expression, ebenso wie die akute myeloische Leukdmie. Dies lasst
darauf schlieRen, dass ahnliche Mechanismen wie bei der Migration und dem
Homing regularer Stammzellen beteiligt sind. Somit scheint der Rezeptor

CXCR4 ebenfalls an dem Knochenmarktropismus mitbeteiligt zu sein.
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1.4 Der Cysteinyl-Leukotrien-Rezeptor (CysLT)

1.4.1 Struktur und Klassifikation des CysLT-Rezepto rs

Der CysLT1-Rezeptor wie auch der CXCR4-Rezeptor gehéren zu der
Gruppe der G-Protein-gekoppelten  Typ-ll-Rezeptoren mit  Sieben-
Transmembranhelices. Sie enthalten eine extrazellulare Domane, die der
extrazellularen Ligandenbindungsstelle und somit dem N-terminalen Ende des
Rezeptors entspricht. Die Signaltransduktion erfolgt Gber heterotrimere GTP-
bindende Proteine, sogenannte G-Proteine. Typisch fir G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren ist, dass sie die Zellbewegung beeinflussen, so z.B. die
Chemotaxis, aber auch die Proliferation. Sie beeinflussen die Zellbewegung
unter anderem durch die Freisetzung von intrazellularem Kalzium, was als
unmittelbares Zeichen einer erfolgten Signaltransduktion gemessen werden
kann (Bautz et al, 2001; Denzlinger, 1996). Dies kann durch

durchflusszytometrische Messung bestimmt werden.

1.4.2 Die Eigenschaften des CysLT-Rezeptors

Bisher wurden zwei Rezeptoren kloniert: CysLT1und CysLT2, wobei die Affinitat
des Leukotriens LTD4 zu CysLT1 am hdchsten ist, wahrend diese bei CysLT2
fur die Leukotriene LTD4, LTC4 und LTE4 gleich ist (Heise et al, 2000;
Lynch et al, 1999; Takasaki et al, 2000).

CysLT1 wurde beim Menschen auf glatten Muskelzellen der Lunge sowie auf
Gewebsmakrophagen, Monozyten und Eosinophilen nachgewiesen, CysLT2
dagegen auf Endothelzellen der Pulmonalvenen (Heise et al, 2000;
Lynch et al, 1999).

Neuere Untersuchungen von Bautz et al zeigen, dass der CysLT1-Rezeptor von
hamatopoetischen Vorlauferzellen exprimiert wird und dort u. a. die Proliferation
und Migration beeinflusst. Auch auf malignen leukamischen Zellen konnte er
nachgewiesen werden. Zu beachten ist, dass auf AML-Zelllinien nur der
CysLT1-Rezeptor exprimiert wird (Bautz et al, 2001). In ersten Untersuchungen
konnte gezeigt werden, dass die Blockierung von CysLT1 auf CLL-Zellen eine

Reduktion der Proliferation sowie eine Apoptose bewirkt (Béhmler et al, 2005).
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1.4.3 Inhibition des Rezeptors

Dieser Rezeptor kann durch mehrere Rezeptorantagonisten gehemmt werden,
unter anderem durch MK-571, welcher experimentell in vitro und in vivo
verwendet wird (Bautz et al, 2001; Jones et al, 1989).

Auch wird ein Derivat dieses Antagonisten unter dem Namen Montelukast

schon in der Asthmatherapie eingesetzt. (Reiss et al, 1996; Young, 2001);
(siehe Abbildung 3).

Abbildung 3: Struktur des CysLT1-Rezeptorantagonist en MK-571.

Ein Derivat der Substanz (Montelukast) wird auch bei der Therapie des allergischen Asthmas
eingesetzt, nach Béhmler, 2005

1.5 Leukotriene

Leukotriene (LT) gehoéren zu der Gruppe der Lipidmediatoren und stof3en durch
Bindung an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren intrazellulare Signalkaskaden an.
Somit beeinflussen sie — &hnlich wie Zytokine und Chemokine — die

Proliferation, Differenzierung und Funktion ihrer Zielzellen.
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1.5.1 Die Biosynthese der Leukotriene

[Arachidonsaure ]

[céx] [LOlX]
.\ L 1 —l

[Prostaglandine ] [ Thromboxane ] [ Leukotriene ]

_[ LTA4
_[ LTB4
_[ LTD4
_[ LTE4

Abbildung 4: Biosynthese der LT, verandert nach Boh mler, 2005

— ——J J

COX: Cyclooxygenase, LOX: Lipooxygenase

Die Leukotriene wie auch die Prostaglandine und Thromboxane gehéren zu der
Gruppe der Eikosanoide, die sich von der vierfach ungesattigten
Arachidonsdure ableiten. Die Arachidonsdure ist eine Fettsaure mit
20 C-Atomen und wird entweder mit der Nahrung aufgenommen oder mittels
der essenziellen Fettsaure Linolsaure gebildet. Die Arachidonsdure nun kann
entweder Uber die Cyclooxygenase (COX) zu Prostaglandinen und
Thromboxanen verstoffwechselt werden oder Uber den Weg der Lipoxygenase
(LOX) zu Leukotrienen (Horn et al, 2002).

Die LOX liegt im Zytoplasma vor und verstoffwechselt die Arachidonséure
zunachst zu LTA4, welches dann entweder Uber eine Hydrolase zu LTB4
oder durch Anlagerung von Gluthation zu Peptidleukotrien reagiert. Werden nun
die Peptidleukotriene weiter umgesetzt, so entsteht durch Entfernen
von Glutamat LTD4 und durch Abspalten von Glycin LTE4 (Horn et al, 2002);
(siehe Abbildung 4).

LTD4 stellt das stoffwechselaktivste Cysteinyl-Leukotrien mit der hochsten
Affinitat zu dem Rezeptor CysLT1 dar.

16



Einleitung

1.5.2 Funktion der Cysteinyl-Leukotriene

Bei einer entzindlichen Reaktion werden die chemotaktischen Fahigkeiten von
Leukozyten durch Lipidmediatoren wie z.B. Leukotriene veranlasst
(Konig et al, 1990; Samuelsson, 1981). Auch als Entziindungsmediatoren bei
Asthma sind die Leukotriene (LTC4 und LTD4) bekannt, die nach
Allergenkontakt produziert werden und an den Rezeptor CysLT1 binden. Die
von ihnen herbeigefiihrte Reaktion besteht — neben der Auslésung einer
Entzindung — in einer starken Bronchokonstriktion (Samuelsson, 1983).
Ebenso fihren sie zu einer Erhdhung der vaskularen Permeabilitat
(Busse, 1998; Drazen, 2003). I|hr Einfluss auf normale oder maligne
hamatopoetische Stammzellen, ebenso wie die zugrunde liegenden
funktionellen Mechanismen sind hingegen noch wenig erforscht.

Bekannt ist, dass sie von reifen hamatopoetischen Zellen wie Leukozyten,
Makrophagen und Mastzellen produziert werden konnen, aber auch
Endothelzellen sind zu der Synthese befahigt. (Béhmler et al, 2005;
Nolan et al, 1990; Stenke et al, 1987; Zhang et al, 2002).

Weiterhin kdnnen sie aufgrund ihrer Eigenschaft als Entziindungsmediatoren
die Integrin-vermittelte Adh&sion auslésen, ebenso haben sie die Fahigkeit
Neutrophile und Eosinophile anzulocken und zZu aktivieren
(Damtew et Spagnuolo, 1997; Fregonese et al, 2002; Nagata et al, 2002).

Bei der Extravasation von Leukozyten im Entziindungsgeschehen und bei dem
Homing von hamatopoetischen Stammzellen scheint es Parallelen zu geben.
So ist bekannt, dass Leukotriene im Entziindungsgeschehen beteiligt sind wie
z.B. bei der Expression von Adhasionsmolekilen (Busse, 1998). Da sie
ebenfalls im hamatopoetischen Millieu zu finden sind, ebenso wie der
entsprechende Rezeptor, ist die Frage, ob Leukotriene eventuell bei der
Stammzellmigration beteiligt sind (Chan et Watt, 2001; Méhle et al, 1999a).
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1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Bekannt ist bisher, dass der Rezeptor CysLT1, der durch Cysteinyl-Leukotriene
stimuliert wird, von hadmatopoetischen Progenitorzelllinien exprimiert wird. So
wird unter anderem die Proliferation und Migration dieser Zellen gesteuert.
Auch auf malignen leukamischen Zelllinien konnte der Rezeptor nachgewiesen
werden. Da die AML ein malignes Gegenstick zu den Progenitorzellen darstellt,
konnten hier Cysteinyl-Leukotriene eventuell auch eine Rolle bei der Migration
und Proliferation spielen.

In der Asthmatherapie werden seit langerer Zeit Rezeptorantagonisten
eingesetzt, die mit hoher Selektivitat an die Ligandenbindungsstellen des
CysLT1-Rezeptors andocken, aber nicht die intrazellulare Signalkaskade in
Gang setzen. Die Nebenwirkungen sind sehr gering, so dass sie auch bei
Kindern eingesetzt werden kdénnen. Das zeigte auch das Tierexperiment, in
dem selbst extremste Dosierungen nicht letal wirkten. Dies kdnnte eine neue
Behandlungsmethode fur die Leukamieformen bedeuten, die den Rezeptor
CysLT1 funktionell aktiv aufweisen.

Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit soll in einem ersten Teil gezeigt werden,
ob die Bindung des Cysteinyl-Leukotriens LTD4 an den CysLT1-Rezeptor einen
fur G-Protein-gekoppelte Rezeporen typischen Effekt bei der akuten
myeloischen Leukd&mie hervorruft. Durch Messung der intrazellularen
Kalziumfreisetzung nach Stimulation des Rezeptors durch LTD4, soll ein friher
Schritt der intrazellularen Signalkaskade dargestellt werden.

Uber weitere Signaltransduktionskaskaden erfolgt eine Aktinpolymerisierung
von G-Aktin zu F-Aktin, welche wiederum zu einer Migration der Zellen fuhrt.

Da Leukozyten die physiologische Hauptquelle fur die Leukotrienproduktion
sind und Leukamiezellen daher auch als Produzenten fiir die Liganden von
CysLT1 in Frage kommen, soll in einem zweiten Teil der Arbeit Gberpruft
werden, ob es bei der akuten Leukéamie eine autokrine Wachstumsstimulation
Uber CysLT1 gibt. Dabei soll gemessen werden, ob nach Zugabe des

Rezeptorantagonisten MK-571 die Proliferation der Zellen gehemmt wird.
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Im Vergleich dazu sollen diese Versuche auch bei ALL-Proben durchgefthrt
werden. Ebenfalls soll der Effekt von LTD4 mit dem von SDF-1 verglichen

werden.

Durch die intrazellulare Messung der Kalziumfreisetzung mit
Durchflusszytometrie konnte weiterhin ein adaquates Verfahren zur
Bestimmung der Rezeptoraktivitdt sowie deren Hemmbarkeit durch
Antagonisten entwickelt werden, um so in Zukunft eventuell die Patienten
herauszufiltern, die fur eine derartige Behandlung geeignet waren, sofern sich
in weiteren Untersuchungen herausstellt, dass CysLT1 fir die Proliferation oder

das Uberleben der Leukamiezellen wichtig ist.
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2. Material und Methoden

2.1 Reagenzien

2.1.1 Lipidmediatoren, Rezeptoragonisten und —Antag

MK-571
LTD4
Stromal Cell-Derived Factor-1a (SDF-1)

2.1.2 Chemikalien, Enzyme und Seren

Anti-FITC Microbeads

DEPC-Wasser

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ethanol (96%)

FACS-Flow

Ficoll (Biocoll Separating Solution, 1,077 g/ml)
Fluo-3 AM

Fotales Kalberserum (FCS)

HEPES (1 M Pufferlédsung)

Human-lgG (Flebogamma" 5%)

Isopropanol

Methanol, HPLC-grade (LiChrosolv®)
Rinderserumalbumin (BSA; 100 mg/ml in IMDM)
Trypanblau

Trypsin/EDTA-LAsung (0,25%/1 mM)

WST-1

2.1.3 Kits

CD34" Progenitor Cell Isolation Kit

20

Biomol
Biomol
R&D

Miltenyi Biotec
Roth
Sigma-Aldrich
Uni-Apotheke
Becton Dickinson
Biochrom
Molecular Probes
PAA

Invitrogen

Grifols

Merck

Merck

Roche
Invitrogen

Invitrogen

Miltenyi Biotec

onisten, Zytokine
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2.2 Gebrauchswaren

Einfrierrohrchen 1,0 ml, 1,8 ml

Greiner, Nunc

Gewebekulturplatten, 96-well, flacher Boden Nunc, Greiner
Magnetseparationssaulen:- LS+, Large Cell Miltenyi Biotec
Parafilm Pechiney
Pipetten, steril, 50 ml, 25 ml, 20 ml, 5 ml, 2 m| BD Falcon
Pipettenspitzen Greiner
Zentrifugenrohrchen 15 ml, 50 ml Greiner

2.3 Losungen

RPMI-Grundmedium

100 pg/ml Streptomycin

RPMI-Volimedium

RPMI ohne Serum

Einfriermedium

RPMI 1640 mit NaHCOj3 (0,195%),
Glutamax-I, 25 mM HEPES (Invitrogen)
10% (v/v) FCS

100 I.U./ml Penicillin

RPMI 1640 Grundmedium
1% (v/v) MEM n/e Aminosauren

1% (v/v) MEM Na-Pyruvat

RPMI 1640 mit NaHCO3 (0,195%),
Glutamax-I, 25 mM HEPES (Invitrogen)
100 I.U./ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

1% (v/v) MEM n/e Aminosauren

1% (v/iv) MEM Na-Pyruvat

45% (v/v) PBS Dulbecco’s
40% (v/v) HSA (20%)
15% (v/v) DMSO

20 1.U./ml Heparin
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Serumfreie Kulturmedien X-VIVO20 (Cambrex)
X-VIVO15 ohne Phenolrot (Cambrex)

Ammoniumchlorid-Lysepuffer 1000 ml enthalten:
8,29 g Ammoniumchlorid
1,0 g Kaliumhydrogencarbonat
0,037 g Na,-EDTA-2 H,0

FACS-Puffer 99,98% PBS Dulbecco's
0,1% (w/v) BSA
0,1% (w/v) Natrium-Azid

HBS-Puffer 137 mM NacCl
(HEPES-buffered saline) 4 mM KCI

1 mM NayHPO,

5 mM Glukose

1 mM CacCl,

0,5 mM MgCl,

1 g/l BSA

10 mM HEPES

in Aqua bidest.

pH 7,4 mit NaOH/HCI (1 N)

HBSS Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS):
NaHCO3, ohne Phenolrot,
Kalziumchlorid und Magnesiumsulfat
(Sigma-Aldrich)

MACS-Puffer 94,4% (v/v) PBS Dulbecco’s

5% (v/v) BSA (100 mg/ml in IMDM)
0,6% (v/v) ACD
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2.4 Gerate

Begasungsbrutschranke Heraeus
Durchflusszytometer (FACSCalibur) Becton Dickinson
Einfrierbehélter (Cryo 1C Freezing Container) Nunc
ELISA-Reader (MR7000) Dynatech
Magnet-Separationssysteme:

- Midi-MACS Miltenyi Biotech
Mikroskope:

- Umkehrmikroskop (IX-51) Olympus
Pipettierhilfen (pipetboy acu) Integra Biosciences
Pipetten Eppendorf, Gilson
Sterilbanke
Megafuge 1,0R Heraeus Instruments,

Stuttgart
Vortex (Vortex-Genie 2) Scientific Industries
Wasserbad B. Braun

2.5 Verwendete Zellen

2.5.1 Primare AML- und ALL-Zellen

Die hierbei untersuchten maligne entarteten Zellen wurden aus dem peripheren
Blut von 20 erkrankten Patienten isoliert. Davon waren 11 Patienten weiblich
und 9 mannlich und im Alter von 39 bis 85 Jahren. Der Median lag bei
65,5 Jahren.

Von den getesteten Patienten waren 17 an AML erkrankt. Weitere 3 Patienten
waren an ALL erkrankt.

Bei Blutenthahme waren die Patienten noch unbehandelt. In allen Fallen wurde
das Blut in Heparinréhrchen entnommen.

Die Patienten wurden Uber die Zellenthahme aufgeklart und gaben ihre

schriftliche Einverstandniserklarung, bevor das Blut entnommen wurde.
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Der Antrag zur ,Gewinnung von Blutproben von Patienten mit verschiedenen
hamatologischen Erkrankungen fir Forschungszwecke®, der auch das hier
untersuchte Patientenkollektiv umfasst, einschlie3lich der dafiir vorgesehenen
Aufklarung wurde von der Ethik-Kommission Tibingen begutachtet und
genehmigt (Projekt-Nummer 104-2004V).

2.5.2 Zelllinien

Die hier verwendete humane Zelllinie KGla weist einen myeloblastaren
CD34+ Phanotyp (AML) auf und wurde in RPMI Medium mit 10% FCS
aufbewahrt. Sie stammt aus der DSMZ: Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig.

2.6 Methoden

2.6.1 Isolierung mononuklearer Zellen aus periphere  m Blut

Als Grundlage fur die weitere immunmagnetische Anreicherung von
hamatopoetischen Progenitoren, bzw. von AML-Zellen wurden zuerst
mononukledre Zellen durch Zentrifugation tUber den Dichtegradienten isoliert.
Dazu wurde heparinisiertes Vollblut 1:5 mit PBS verdinnt und in Aliquots a
25 ml Uber jeweils 15 ml Ficoll (1,077 g/ml) geschichtet. Nach 20 Minuten
Zentrifugation bei 755g ohne Bremse resultierte eine Interphase aus
mononukledren Zellen, die anschliel3end abpipettiert und zweimal in je 50 ml
PBS gewaschen wurde. Das entstandene Pellet wurde in 8 ml PBS
resuspendiert, auf 4 ml blasig aufgeschitteltem BSA geschichtet sowie
8 Minuten bei 320 g ohne Bremse abzentrifugiert, um die Thrombozyten zu
eliminieren.

Daraufhin wurde der Uberstand abgesaugt und das resultierende Pellet in
eiskaltem, entgasten (30 Minuten Ultraschallbad) MACS-Puffer aufgenommen.
Nun mussten Zellzahl und Vitalitat bestimmt werden. Hierzu nahm man 10 pl
der Zellsuspension in Trypanblau (1:100) auf und zahlte die Zellen in einer
Neubauer Zahlkammer unter dem Lichtmikroskop aus.
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Ziel der Isolierung war, mehr als 95% Blasten zu erhalten. Bei sehr hoher
Zellzahl mussten keine weiteren Schritte durchgefiihrt werden. Ansonsten
wurden CD34+ Zellen nach 2.6.2 isoliert, da dieses Progenitorzellantigen haufig
bei einer akuten Leuka&mie exprimiert wird. Eine weitere Madglichkeit zur
Anreicherung der Blasten bei einer AML besteht in der Depletion von B- und T-
Zellen (nach 2.6.3).

2.6.2 Isolierung von CD34 * Zellen

Sofern die Blasten CD34" waren, wurde nun aus den mononuklearen Zellen der
Anteil der CD34" Zellen mittels immunmagnetischer Separation isoliert. Dafiir
wurde das MACS-System (Magnetic Activated Cell Sorting) benutzt sowie das
.CD34 Progenitor Cell Isolation Kit* der Firma Miltenyi Biotec (Bergisch-
Gladbach) nach den Angaben des Herstellers.

Bei dieser Methode versah man die Zellen mit Hapten-konjugierten,
monoklonalen Antikérpern, die an das CD34-Oberflachenantigen banden, an
die wiederum ein magnetisch markierter anti-Hapten Antikdrper band. Diese so
markierten Zellen lieR man Uber Separationssaulen (LS+) laufen, die in ein
Magnetfeld (Midi-MACS) eingebracht wurden.

Es erfolgte in den Saulen eine Positivselektion und, nachdem das Magnetfeld
entfernt wurde, wurden die CD34" Zellen mit 6 ml MACS-Puffer eluiert sowie

ein zweites Mal tber die Saulen gegeben.

2.6.3 CD3-/CD19-Depletion

Wenn CD34 nicht exprimiert wurde, kam ein anderes Verfahren zum Einsatz. In
diesen Fallen wurde ein immunmagnetisches Depletionsverfahren angewandt,
in dem die nicht-gewlinschten Zellen - zumindest ein Teil von diesen - in der
Separationssaule zurtickgehalten wurden und nur die gewinschten Zellen im
Durchlauf angereichert wurden. Fir diesen Aufreinigungsprozess wurden die in
der Suspension vorhandenen Zellen durch bispezifische Tetramer-
Antikdrperkomplexe gekennzeichnet, die sowohl die Oberflachenantigene der

jeweiligen Zielzelle, als auch die dextranummantelten Eisenpartikel erkannten.
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Die Depletion erfolgte laut den Angaben der Herstellers StemCell Technologies.
Zuerst wurde wie bei der CD34" -Isolierung mittels Ficoll eine Isolierung der
mononukledren Zellen durchgefihrt sowie eine Lyse der Erythrozyten. Dann
wurden die Zellen mittels BSA-Kissen gewaschen, in MACS-Puffer
aufgenommen, und eine Menge von 3 x 10® Zellen in 1,5 ml MACS-Puffer
Uberfihrt. Nun wurden die Zellen erst mit 1000 pl humanem IgG bei 4C
10 Minuten inkubiert, anschlieBend mit 150 ul anti-CD3-FITC sowie 150 pl
anti-CD19-FITC ein zweites Mal bei 4C 10 Minuten inkubiert. Nach einer
Waschung in MACS-Puffer wurde das Pellet in 1ml MACS-Puffer
aufgenommen. Daraufhin wurden 300 pl FITC-Beads zugegeben und erneut bei
4T 15 Minuten inkubiert. Nach erneuter Waschung wu rde das Pellet in 1,5 pl
MACS-Puffer aufgenommen und es folgte die Isolierung Uber die zwei
LS-S&aulen. Wichtig zu beachten war, dass sich hierbei die Blasten im Durchlauf

befanden und die S&ulen verworfen wurden.

2.6.4 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Die Zellen wurden in Aliquots a 2 x 107 eingefroren, indem man die Pellets mit
900 ul PBS resuspendierte und in Kryoréhrchen Uberfihrte sowie mit ebenfalls
900 ul Einfriermedium versah. Daraufhin wurden die Kryoréhrchen in einer mit
Isopropanol befillten Einfrierbox bei -80C eingefr oren. Diese Einfrierboxen
bewirkten eine konstante Abkuhlrate der Zellen von 1<C pro Minute.

Zum Auftauen wurden die Zellen im Wasserbad solange erwarmt, bis sie fast
vollstandig aufgetaut waren, daraufhin wurden sie unverziglich zweimal in
kaltem Medium (PBS/X-Vivo) gewaschen, um das in der Einfrierlésung

vorhandene DSMO zu entfernen.

2.6.5 Durchflusszytometrische Messung der intrazell ularen

Kalziumfreisetzung

2.6.5.1 Funktionsprinzip der Kalziumfreisetzung
An eine Methode von Vandenberghe et Ceuppens angelehnt wurde die

intrazellulare Kalziumionenfreisetzung floureszenzzytometrisch quantitativ
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gemessen (Vandenberghe et Ceuppens, 1990). Die Kalziumionen wurden nach
Stimulation des CysLT1-Rezeptors mit LTD4 mobilisiert. Hierzu versetzte man
die Zellen mit dem fluoreszierenden Kalzium-Indikator Fluo-3, der als
membrangangiger Ecetomethylester in das Zytoplasma diffundierte und dort
durch unspezifische Esterasen hydrolisiert wurde, so dass er seine
Membranpermeabilitat verlor (Tsien et al, 1982).

Nun konnte das Fluo-3 reversibel an aus dem endoplasmatischen Retikulum
freigesetzte Kalziumionen binden, wodurch sich seine
Fluoreszenzeigenschaften derart veranderten, dass sie mit dem FACS
(Fluoreszenz-Activated-Cell-Sorting) gemessen werden konnten. Dabei konnte
in Relation zu den freigesetzten Kalziumionen das Fluoreszenzsignal von
Fluo-3 um mehr als das 100-fache ansteigen. Das resultierende
Emissionsmaximum von 526 nm entsprach dabei dem von Fluoreszein, so dass
eine durchflusszytometrische Analyse auf dem FITC-Kanal bei einer Anregung
von 488 nm moglich war.

Da das Fluo-3 mit sehr groRer Reversibilitdit an das Kalzium band, war eine

exakte Aussage Uber den zeitlichen Verlauf der Freisetzung gegeben.

2.6.5.2 Beladen der Zellen mit Fluo-3

5 Mio. Zellen wurden in 400 pl Fluo-3- Arbeitslésung aufgenommen (HBSS &
1mM Fluo-3) und 30 Minuten bei 37T inkubiert. Dara ufhin versetzte man sie
mit HBSS/1% FCS in einer Verdlinnung von 1:5 und nach einer weiteren
40 mindtigen Inkubation wurden die Zellen 3x mit PBS gewaschen. Das
entstandene Pellet wurde in 2 ml Hepes-buffered-saline-solution aufgenommen,
diese Zellsuspension wiederum wurde nun in Aliquots a 200 pl in FACS-
Rohrchen Uberfiihrt und nach weiteren 10 Minuten Inkubation bei 37C begann
die Messung am FACS.

2.6.5.3 Messung und Auswertung
Sofort nach dem Beladen der Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff begann die
Messung am FACSCalibur Durchflusszytometer auf dem FITC-Kanal. Zunachst

wurde hierzu in einem histogram plot die mittlere Fluoreszenz (MF) der
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unbehandelten Probe gemessen. Daraufhin wurden die Zellen mit potentiell
rezeptorstimulierenden Substanzen wie LTD4 und SDF-1 versehen und
unverzuglich die MF in 5 Sekunden Intervallen gemessen Uber einen Zeitraum
von 90 Sekunden. Die im Gerat eingestellte Messdauer pro Intervall betrug
3 Sekunden. In Kontrollreihen wurden lediglich Lésungsmittel der potentiell
stimulierenden Substanzen zugesetzt (siehe Abbildung 5).

Um die Ergebnisse der einzelnen Messreihen vergleichen zu kdénnen, wurden
die Einzelwerte jeder Messreihe in Relation zum jeweiligen Ausgangswert
(ohne stimulierendes Agens) gesetzt.

Die Auswertung der Daten erfolgte mittels CellquestPro.
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Abbildung 5: Messung der intrazellularen Kalziumfreisetzung.
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2.6.5.4 Funktionsprinzip: FACS

Im Durchflusszytometer (fluorescence-activated cell sorter; FACS) wurden die
physikalischen Eigenschaften von Zellen oder Partikeln gemessen, indem diese
in einem physiologischen FlieBmedium einzeln an Laserstrahlen mit definierter
Wellenlange vorbeigefiihrt wurden. Nachdem die Zellen mittels spezifischer
fluoreszierender Farbstoffe wie Fluo-3 gefarbt wurden, konnten sie anhand von
Vorwarts- und Seitwartsstreulicht sowie ihren Fluoreszenzeigenschaften
individuell und qualitativ analysiert werden (Shapiro, 1988). Die Streurichtung
des emittierten Lichts ermdglichte eine Aussage uber die Grof3e und
Granularitat der Zelle.

Das hier verwendete Gerat ist ein FACS-Calibur der Firma Becton Dickinson,
das mit einem Argon-lonen-Laser ausgestattet ist, dessen Wellenléange
Uberwiegend im blauen Bereich liegt (488 nm). Zur Erfassung der Zellgrée
dient das Vorwartsstreulicht (Forward light scatter: FSC), zur Messung der
Fluoreszenz hingegen das Seitwartsstreulicht (Side scatter: SSC). Die Starke

des SSC-Signals ist dabei ein Mal} fuir die Zelldichte und deren Granularitat.

2.6.6 Messung der Proliferationsrate und der Stoffw  echselaktivitat nach
Hemmung durch den Rezeptorantagonisten MK-571 und A nfarbung mit
WST-1

Die Stoffwechselrate und somit auch die Zellvitalitit kann mithilfe
kolorimetrischer Verfahren gemessen werden. In diesem Versuch soll die
Hemmung des CysLT1-Rezeptors durch MK-571 quantifiziert werden. So wurde
die Stoffwechselrate gemessen, um dadurch Riickschlisse auf die Proliferation
und Zellvitalitat ziehen zu kénnen. Dazu wurden Tetrazoliumsalze zugegeben,
die durch mitochondriale Dehydrogenasen zu Formazan umgesetzt wurden.
Formazan ist ein dunkelroter Farbstoff, der spektrophotometrisch quantitativ
bestimmt werden kann. Die gemessene Formazankonzentration korrelierte mit
den stoffwechselaktiven Zellen. Das in diesem Versuch verwendete WST-1
hatte den Vorteil, dass der gebildete Farbstoff wasserléslich war und somit
keine Kristalle gebildet wurden. Daher mussten keine zytotoxischen
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Losungsmittel hinzugefigt werden und der Ansatz konnte mehrere Male
gemessen werden.

Dieses Verfahren wurde verwendet, um den Effekt von MK-571 auf die
Vitalitdt und Proliferation von primaren AML- und ALL-Zellen zu quantifizieren.
MK-571 ist ein Rezeptorantagonist des CysLT1-Rezeptors.

Hierzu wurden 90 000 primare Zellen pro Well in je 100 pl RPMI ohne FCS
ausgesat und mit unterschiedlichen Konzentrationen an MK-571 versehen, die
folgendermal3en zubereitet wurden.

Die verschiedenen MK-571-Konzentrationen in hochkonzentrierten Ethanol-
l6sungen wurden erst in 1:10 PBS vorverdinnt und dann im Verhdltnis 1:20
durch Zugabe von Zellkulturen weiterverdinnt. Ebenso wurde mit den
Kontrollen verfahren, bei denen statt MK-571 nur das Lésungsmittel Ethanol
zugegeben wurde. Durch diese Verdunnungsreihen wurde eine identische
Ethanolkonzentration in allen Ansatzen erreicht.

Nach einer Inkubation von entweder 24h oder 48h bei 37C/5% CO;
mit MK-571 wurde in alle Wells je 10 pl WST-1-Farbstoff hinzugegeben
und erneut bei 36C/5% CO ; inkubiert. Nach je 1, 3 und 6 Stunden wurden
die Ansatze dann im ELISA-Reader gemessen. Die spektrophotometrische
Auswertung erfolgte bei 450 nm mit 630 nm als Referenzwellenlange, wobei
jeder Ansatz aus 8 Replika bestand.

Als Positivkontrolle wurde KGla mitgefuhrt.

2.7 Datenerfassung, Auswertung und Einsatz statisti scher Verfahren

Die durchfluRzytometrischen Messungen wurden mithilfe des Programms
CellquestPro (Becton-Dickinson) ausgewertet und dargestellt. Die Daten der
Messung der Stoffwechselaktivitat wurden mittels des Elisa-Readers MR7000
ausgerechnet.

Die statistische Auswertung wie Berechnung von Mittelwerten und
Standardabweichung, bzw. des Standard Error of the Mean (SEM) erfolgte in

Excel (Microsoft XP-Professional), ebenso die Darstellung der Daten in
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Diagrammen. Die Berechnung zur Signifikanzermittiung wurde anhand des

t-Tests vorgenommen.

32



Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1 Intrazelluldre Kalziumfreisetzung in akuten mye loischen und akuten

lvmphatischen Leukdmiezellen

Durch die Stimulation eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors, wie den CysLT1-
Rezeptor, mittels entsprechender Liganden werden Uber eine Signalkaskade
aus intrazellularen Kalziumspeichern Kalziumionen in das Zytoplasma
freigesetzt. Diese  Kalziummobilisierung ist transient und  kann

durchflusszytometrisch erfasst werden.

Dabei wurde in dieser Arbeit das Leukotrien D4 (LTD4) verwendet, welches die
hdchste Affinitdt zu dem CysLT1-Rezeptor aufweist. Es sollte getestet werden,
ob auch bei akuten Leukamien die Zugabe von Leukotrien zu einer
Kalziumfreisetzung fuhrt.

Um die Kalziumfreisetzung messen zu kdnnen, wurden die Zellen mit dem
fluoreszierenden Kalzium-Indikator Fluo-3 90 Minuten beladen. So konnte im
Durchflusszytometer semiquantitativ die Kalziumfreisetzung mittels relativer
Fluo-3-Fluoreszenz gemessen werden.

Die Messungen wurden in Abstanden von 5 Sekunden durchgefihrt, um die
Verdnderung der intrazellular freigesetzten Kalziumkonzentrationen im
zeitlichen Verlauf zu erfassen.

Die Diagramme zeigen die Mittelwerte (MW), den Standard Error of the Mean

(SEM) sowie eine Signifikanzbetrachtung durchgefuhrt anhand des t-Testes.

3.1.1 Kalziumfreisetzung nach Zugabe von LTD4 und S  DF-1

Die erste Messung jeder Probe (bei 0 Sekunden) wurde ohne Zugabe von
LTD4 vorgenommen, um so den Ausgangswert zu bestimmen. Danach wurde
den einzelnen Ansatzen in logarithmisch ansteigenden Konzentrationen LTD4
zugegeben. Die Quantifizierung der intrazellularen Kalziumkonzentrationen
nach Zugabe von LTD4 erfolgte in 5 Sekunden Messintervallen, die Uber einen

Zeitraum von 90 Sekunden gemessen wurden. Die starkste Kalziumfreisetzung
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zeigte sich bei der Messung nach 5 Sekunden. Danach fiel die freigesetzte
Konzentration wieder ab, da das Kalzium von intrazellularen Speichern
aufgenommen wurde. Nach ca. 60 Sekunden war die Kalziumkonzentration bei

allen Proben wieder stark abgesunken (siehe Abbildung 7 und Abbildung 8).

Des Weiteren wurden bei den Proben Messungen nach Gabe von SDF-1
(stromal cell derived factor) vorgenommen, diese wurden ebenfalls in

5 Sekunden Messintervallen durchgefuhrt.

Als Positivkontrolle wurde der Versuch zudem mit der Zelllinie KGla
durchgefiihrt. Hier zeigte sich abhangig von der LTD4-Konzentration eine

dosisabhangige Kalziumfreisetzung (siehe Abbildung 6).

Als Negativkontrolle galt jeweils die erste Messung jedes Ansatzes. Hier wurde
der intrazellulare Kalziumfluss nur nach Zugabe des Carriers ohne
stimulierende LTD4-, bzw. SDF-1-Zugabe dargestellit.

rel. Flue-3 Fluomeszenz

5 e O K= T
L) G ‘?_",_-_ le'r_'. ‘]—EE. 'FGC.

|+'.E-:-: nd —O—100 nk ——10 nM —%—1nk —®—0.7 nM —&—Carrier |

Abbildung 6: Kalziumfreisetzung nach Zugabe der ver  schiedenen LTD4-Konzentrationen
(nM) bei KG1a (n=1).
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Grundsatzlich induzierte der Ligand LTD4 bei jedem Ansatz zeit- und
dosisabhangige intrazellulare Kalziummobilisationen.

Hierbei lagen die Fluoreszenzintensitaten der mit LTD4 versehenen Ansatze
sowohl bei den AML- als auch bei den ALL-Proben deutlich Uber denen der
Negativkontrollen (siehe Abbildung 7 und Abbildung 8).

AulRRerdem korrelierte die Fluoreszenzintensitat sowohl bei der AML als auch bei
der ALL mit der H6he der zugegebenen Konzentration des Leukotriens D4. Bei
den AML-Proben zeigten sich ahnlich hohe Fluoreszenzintensitaten bei LTD4-
Konzentrationen von 1000 nM und 100 nM. Dahingegen wurde bei den ALL-
Proben die héchste Fluoreszenzintensitat bei einer Konzentration von 1000 nM
LTD4 induziert (siehe Abbildung 7 und Abbildung 8).

Weiterhin konnte bei der AML in den Messungen 5 Sekunden nach Zugabe des
Leukotriens ab einer Leukotrienkonzentration von 1 nM bis 1000 nM mit jeder
Konzentrationserhn6hung ein signifikanter Anstieg der Kalziumfreisetzung im
Vergleich zu der Negativkontrolle nach alleiniger Zugabe des Carriers erreicht
werden (p<0,001) (siehe Abbildung 7).

Dahingegen zeigte sich bei Zugabe der geringsten Konzentration von 0,1 nM
LTD4 keine signifikante Wirkungssteigerung im Vergleich zu der alleinigen

Zugabe des Carriers (siehe Abbildung 7).

Bei den ALL-Proben hingegen konnte in den Konzentrationsschritten von
0,1 nM bis 100 nM LTD4 keine signifikante Wirkungssteigerung im Vergleich zu
dem Carrier dargestellt werden. In der Konzentration von 1000 nM LTD4 zeigte
sich aber auch hier eine signifikante Erhohung der Fluoreszenzintensitat
(p<0,05) (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 7: AML: die Kalziumfreisetzung nach Zugab e verschiedener LTDA4-
Konzentrationen (in nM) im Zeitverlauf (n=17; Mitte  Iwerte) sowie die Kalziumfreisetzung 5
Sekunden nach Zugabe der verschiedenen LTD4-Konzent rationen im Vergleich zu dem
Carrier (n=17; Mittelwerte; SEM; Signifikanzbetrach  tung).
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Abbildung 8: ALL: die Kalziumfreisetzung nach Zugab e verschiedener LTD4-
Konzentrationen (in nM) im Zeitverlauf (n=3; Mittel  werte) sowie die Kalziumfreisetzung 5

Sekunden nach Zugabe der verschiedenen LTD4-Konzent rationen im Vergleich zu dem
Carrier (n=3; Mittelwerte; SEM; Signifikanzbetracht  ung).
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Bei den AML-Proben zeigte sich insgesamt eine hohere Kalziumfreisetzung
nach LTD4-Zugabe als bei den ALL-Proben. Diese war vor allem in den
Bereichen der hohen Leukotrienkonzentrationen zu erkennen. Der Unterschied

wies allerdings keine Signifikanz auf (siehe Abbildung 9).

In einem weiteren Experiment sollte der Effekt von SDF-1 auf AML im
Gegensatz zu dem auf ALL untersucht werden. Hierbei zeigte sich bei den ALL-
Proben nach Zugabe von SDF-1 (100 ng/ml) eine hdhere und zeitlich langer
andauernde Kalziumfreisetzung als bei den AML-Proben, wobei hier allerdings
keine Signifikanz zu ermitteln war (siehe Abbildung 9).

Die Zugabe von SDF-1 fuhrte somit zu einer geringeren Kalziummobilisierung
bei AML-Zellen als bei ALL-Zellen, wohingegen die Zugabe von LTD4 bei AML-
Zellen eine stérkere Kalziumfreisetzung ausloste (siehe Abbildung 9).

1000nM LTD4-Zugabe; SDF1a-Zugabe (100ng/ml);
ALL (n=3); AML (n=17) ALL (n=1); AML (n=17)
3 -
n.s.

]

rel, Flug-3 Fluocreszenz

Carmier ALL AML ALL AML

n.s.: nicht signifikant

Abbildung 9: Vergleich der Kalziumfreisetzung bei A ML und ALL nach 5 Sekunden
jeweils nach Zugabe von LTD4 (1000 nM) oder SDF-1 ( 100 ng/ml) (Mittelwerte; SEM,;
Signifikanzbetrachtung nach LTD4-Zugabe bei ALL und AML).
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Somit konnte in diesem Experiment gezeigt werden, dass das Ausmald des
Effektes von Cysteinyl-Leukotrienen bei der akuten myeloischen Leukamie sehr

bedeutend ist und diesen Mediatoren eine wichtige Funktion zuzuschreiben ist.

3.1.2 Subgruppenanalysen bei AML

3.1.2.1 Unterteilung nach FAB-Gruppen

Auch bei der Betrachtung der Ergebnisse im Zusammenhang mit der Einteilung
nach der FAB-Klassifikation zeigten sich Unterschiede zwischen den
verschiedenen Gruppen.

So wurde eine Aufsplittung der Ergebnisse nach der FAB-Klassifikation von MO
bis M5 vorgenommen. Es wurde jeweils die Kalziumkonzentration beurteilt, die
5 Sekunden nach Zugabe von 1000 nM LTD4 freigesetzt wurde. Hierbei zeigte
sich tendenziell eine hdhere Kalziumfreisetzung bei den AML-Proben der FAB-
Klassifikation M1 und ein geringerer Effekt bei der FAB-Klassifikation M4.
Allerdings waren die Unterschiede im Vergleich zu der Schwankungsbreite nicht
sehr grof3 (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: Vergleich der Kalziumfreisetzung der unterschiedlichen AML-Subtypen
(FAB-Gruppen) 5 Sekunden nach 1000 nM LTD4-Zugabe (  Mittelwerte; SEM).

3.1.2.2 Einteilung nach Oberflachenmarkern

Um weiterhin beurteilen zu kénnen, ob ein spezifischer Phanotyp der AML mit
einer besonderen Empfindlichkeit gegentber Cysteinyl-Leukotrienen verbunden
ist, kann man die Expression verschiedener Oberflachenmarker hinzuziehen.
So kann man den Effekt der Rezeptorstimulation mit dem Ausmal3 der
Expression spezifischer Oberflachenmarker vergleichen. Daher wurde
zusatzlich eine Korrelation der Kalziummobilisierung bei der AML mit der
Expression von verschiedenen Oberflachenmarkern hé&matopoetischer Zellen
vorgenommen. Da wir aus den Vorarbeiten wussten, dass normale
hamatopoetische Progenitorzellen sehr stark auf Cysteinyl-Leukotriene
reagieren im Vergleich zu reiferen myeloischen Zellen, vermuteten wir, dass
Leukdmieblasten mit einem ahnlichen Phanotyp wie Progenitoren eine starkere
Reaktion zeigen konnten. Hierbei zeigte sich in der Tat bei den auch auf
Progenitoren exprimierten Oberflachenmarkern CD117 und CD34 jeweils eine
signifikant positive Korrelation (p<0,05) (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: AML: Korrelation der Kalziumfreisetzu ng mit der Expression von CD34
sowie CD117.

3.1.2.3  Schlussfolgerung des  Versuches der intrazel Ilularen
Kalziumfreisetzung

In den Versuchen konnte erstmals gezeigt werden, dass bei allen untersuchten
AML-Proben durch Stimulation mit  Cysteinyl-Leukotrienen eine
Kalziummobilisierung in den Blasten bewirkt werden kann, also der Rezeptor
durchweg funktionell aktiv war. Das Ausmal3 der Kalziummobilisierung war
dabei variabel.

Allerdings zeigten sich zwischen den einzelnen Subgruppen keine wesentlichen
Unterschiede. Offensichtlich ist es eine typische Eigenschaft der AML,
funktionell auf Cysteinyl-Leukotriene zu reagieren.
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3.2 Der Einfluss des spezifischen CysLT1-Rezeptor A  ntagonisten MK-571

auf die Proliferation von AML-Zellen

In den vorhergehenden Versuchen konnte gezeigt werden, dass der CysLT1-
Rezeptor mittels LTD4 stimuliert werden kann.

In diesem Versuch sollte nun die Inhibition des Rezeptors untersucht werden.
Hierbei sollte gepruft werden, ob eine Hemmung des CysLT1-Rezeptors einen
Einfluss auf die Zellproliferation und Zellvitalitat hat.

So wurde in diesem Versuch die Stoffwechselrate nach Hemmung des
Rezeptors bestimmt, um dadurch Ruckschlisse auf die Proliferation ziehen zu
konnen.

Dazu wurde der Rezeptorantagonist MK-571 in aufsteigenden Konzentrationen
zu den AML- bzw. ALL-Zellen gegeben und diese so jeweils 24 bzw.
48 Stunden inkubiert.

Daraufhin wurde die metabolische Aktivitat der Zellen durch Zugabe des WST-
1-Reagenzes ermittelt.

Zusatzlich wurde jeweils eine Ldsungsmittelkontrolle durchgefiihrt. Die
Zellvitalitat, die sich nach alleiniger Zugabe des Carriers zeigte, wurde als 100%
definiert. Davon abhangig wurde dann eine Zunahme, bzw. Abnahme der
Zellvitalitat bezeichnet.

Die Diagramme zeigen jeweils die Mittelwerte der verschiedenen

Konzentrationen in Prozent sowie den Standard Error of the Mean (SEM).

Als Positivkontrolle wurde der Test auf Hemmung der Proliferationsrate bei der
Zelllinie KGla durchgefuhrt. Hier zeigte sich schon nach 3 Stunden WST-1
Inkubation eine starke Reduktion der Stoffwechselaktivitat. So fiel diese nach
24h MK-571-Inkubation auf 53,2% ab und nach 48 Stunden auf 39,2%
(siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12: KG1la: 3h nach WST-1 Zugabe, nach 24h  und 48h MK-571 Inkubation
(Mittelwerte aus 8 Replika pro Ansatz).

3.2.1 Ergebnisse bei AML-Proben
In den Abbildungen wurde die Zellvitalitdt in Prozent in Bezug zu den
verschiedenen Konzentrationen des Hemmstoffes MK-571 dargestellt.

Bei den Messungen nach einer 3-stiindigen Inkubation der AML-Zellen mit
WST-1 zeigte sich weder nach 24 Stunden noch nach 48 Stunden MK-571-
Inkubation eine wesentliche Anderung der Zellvitalitat (siehe Abbildung 13).

Dahingegen konnte nach einer 6-stiindigen Inkubation bei den Zellen, die zuvor
24 Stunden mit MK-571 inkubiert worden waren, eine schwach ausgepréagte
Verminderung der Vitalitatt beobachtet werden. So sank die
Stoffwechselaktivitat bei Zugabe von 10 uM auf 76,5% des Ausgangswertes ab.
Bei den Zellen hingegen, die 48 Stunden mit MK-571 inkubiert wurden, konnte
kein Abfall der Vitalitat gezeigt werden (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 13: AML: 3h nach WST-1 Zugabe, nach 24 un  d 48h MK-571-Inkubation
(Mittelwerte, SEM, 8 Replika pro Ansatz).
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Abbildung 14: AML: 6h nach WST-1 Zugabe, nach 24 un  d 48h MK-571-Inkubation
(Mittelwerte, SEM, 8 Replika pro Ansatz).

3.2.2 Ergebnisse bei ALL-Proben

Im Gegensatz dazu wiesen ALL-Zellen mit der gleichen Behandlung eine
starkere Reduktion der Vitalitat auf. Allerdings ist zu beachten, dass die Fallzahl
nur gering watr.

So sank die Stoffwechselaktivitat schon nach 3 Stunden WST-1 Inkubation
nach vorheriger 24 Stunden MK-571 Inkubation auf 53,2% (bei 10 uM MK-571)
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ab. Nach 48 Stunden MK-571 Inkubation lag die Stoffwechselaktivitat nur noch
bei 21,9% (siehe Abbildung 15).

Nach 6 Stunden WST-1-Inkubation sank die Stoffwechselaktivitat
dosisabhangig nach 24 stundiger Inkubation mit MK-571 auf 53,7% und nach
48 stuindiger Inkubation auf 13,6% (siehe Abbildung 16).
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Abbildung 15: ALL: 3h nach WST-1 Zugabe, nach 24 un  d 48h MK-571-Inkubation
(Mittelwerte, 8 Replika pro Ansatz).
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Abbildung 16: ALL: 6h nach WST-1 Zugabe, nach 24 un  d 48h MK-571-Inkubation
(Mittelwerte, 8 Replika pro Ansatz).
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3.2.3 Schlussfolgerung des Versuches mit dem Rezept  orantagonisten
MK-571

Bei den vorliegenden Ergebnissen konnte in diesem Versuch kein eindeutiger

Effekt im Sinne einer Hemmung auf die Proliferation von AML-Blasten gefunden
werden, obwohl ein Effekt auf die Zelllinie KG1a vorhanden war.
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4. Diskussion

4.1 Diskussion der Methodik

4.1.1 Testung auf intrazellulare Kalziumfreisetzung

Die intrazellulare Kalziumfreisetzung von malignen hamatopoetischen Zellen
(AML und ALL) wurde durch eine durchflusszytometrische Messung ermittelt.
Dazu enthielt jeder Ansatz eine definierte Anzahl an Zellen, welche mit einer
festgesetzten Menge des Fluoreszenzfarbstoffes Fluo-3 versehen wurde.
Wahrend des Versuches sollte das Beladen der Zellen mit dem Fluo-3-Farbstoff
durch jeweils gleiche Inkubationszeiten, Verdinnungsschemata und
Waschgange konstant gehalten werden. Trotz der Bemihungen,
standardisierte Ablaufe zu schaffen, kann es durch Temperaturschwankungen
zu einer Beeinflussung der Vitalitat und der Reaktionsfahigkeit der Zellen auf
die Leukotrienstimulation gekommen sein. Auch konnen eventuelle
Lichteinfliisse, die nicht vollkommen zu vermeiden waren, zu einem vorzeitigen
Verfall des Farbstoffes gefiihrt haben.

Ein weiteres Problem kdnnte gewesen sein, dass es zwischen der Zugabe von
Leukotrien und der Messung der Reaktion nach 5 Sekunden zu Verzdégerungen
kam. Dann ware die unmittelbare intrazellulare Kalziumfreisetzung nach
Zugabe von Leukotrien eventuell nicht erfasst worden.

Allerdings war stets ein Effekt nachzuweisen, so dass diese theoretischen

Bedenken in der Praxis keine Rolle spielten.

4.1.2 Hemmung der Proliferation und des Metabolism us durch den
CysLT1-Antagonisten MK-571

Bei dem Versuch der Hemmung der Proliferation wurden 90 Well-Platten
verwendet, wobei jedes Well mit jeweils konstanten Zellzahlen bestuckt wurde.
Daraufhin wurden {ber verschiedene Verdinnungsreihen unterschiedliche
Konzentrationen des CysLT1-Antagonisten MK-571 hergestellt und zu den
Ansatzen hinzugefigt. Jede Konzentration wurde jeweils in 8 Wells gegeben
und daraus der Mittelwert berechnet. Die so versehenen Platten wurden nun bei
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37T 24h und 48h inkubiert. Daraufhin wurden sie mit dem Farbstoff WST-1
versetzt und nach 1h, 3h und 6h im Elisareader gemessen. Obwohl ebenfalls
die Inkubationszeiten, die Verdinnungsreihen und Waschgénge standardisiert
durchgefiihrt wurden, kann es auch hier durch Temperaturschwankungen zu
Beeinflussung der Ergebnisse gekommen sein. Auch der Einfluss von Licht
kobnnte den Farbstoff WST-1 beeintrachtig haben und daher eventuell die
Messung der Stoffwechselaktivitat beeinflusst haben. Die Ergebnisse mit der
Zelllinie KG1a belegen jedoch, dass die Methode durchaus geeignet ist, um

einen antiproliferativen Effekt nachzuweisen.

Die in 4.1.1 und 4.2.2 beschriebenen Probleme sind zwar theoretisch denkbar,
allerdings sind die verwendeten Methoden sehr gut etabliert. Bislang wurden
die genannten Probleme nicht beobachtet, sodass man nicht damit rechnen

muss, dass sie bei den Experimenten aufgetreten sind.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Die Rolle des Chemokins SDF-1 und seines Reze ptors CXCR4

Wie humane hamatopoetische Vorlauferzellen weisen auch maligne
hamatopoetische Zellen einen Tropismus zum Knochenmark auf. Dieser
Prozess sowie die funktionelle Aktivitdt maligner Zellen werden wahrscheinlich
auf ahnliche Weise gesteuert wie bei hAmatopoetischen Progenitorzellen. Eine
wichtige Rolle dabei spielen Chemokine. Ein Chemokin, dem hierbei eine gro3e
Bedeutung zukommt, ist SDF-1. Es wirkt als Ligand Uber den G-Protein-
gekoppelten Rezeptor CXCR4. Dieser CXCR4-Rezeptor wiederum wird sowohl
auf zirkulierenden B-CLL-Zellen als auch auf akuten lymphozytaren
Leukdmieblasten exprimiert. Des Weiteren ist er auf monozytar differenzierten
AML-Blasten zu finden (Mdhle et al, 1999b; Mohle et al, 2000). Die Funktion
dieses Rezeptors scheint unter anderem zu sein, die Migration und die
Proliferation maligner hamatopoetischer Zellen im Knochenmark zu steuern
(Spiegel et al, 2004; Burger et al, 2000).
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4.2.2 Die Rolle der Cysteinyl-Leukotriene und ihres Rezeptors CysLT1

In Vorarbeiten zeigte sich, dass auch Cysteinyl-Leukotriene eine Rolle bei der
Einwanderung von humanen Stamm- und Vorlauferzellen in das Knochenmark
zu spielen scheinen. Sie gehdéren zwar nicht zu der Gruppe der Chemokine,
aber ihre Wirkungsweise scheint diesen sehr &hnlich zu sein. So beeinflussen
auch sie unter anderem die Chemotaxis und die Proliferation. Der
entsprechende Rezeptor CysLT1 wird auf humanen CD34" Vorlauferzellen in
hohem MaRe exprimiert (Bautz et al, 2001). Dieser Prozess der
Stammzellmigration gleicht in vielerlei Hinsicht der Extravasation von
Leukozyten im Rahmen einer Entzindung (Chan et Watt, 2001; Mdohle et al,
1999a). Dabei werden die Chemotaxis und die Extravasation der reifen
Leukozyten ebenfalls durch Leukotriene beeinflusst (Denzlinger, 1996). Es
wurde gezeigt, dass der LTD4 Rezeptor CysLT1 auf humanen CD34"
hamatopoetischen Vorlauferzellen sowie auf der CD34" Zelllinie KGla in
funktionell aktiver Form exprimiert wird. Ebenso konnte in einem
entsprechenden In-vitro-Modell der Einfluss von LTD4 auf die
transendotheliale  Migration von CD34" Zellen gezeigt werden
(Bautz et al, 2001).

In weiteren Arbeiten wurde der Einfluss der Cysteinyl-Leukotriene auf die
Proliferation chronischer lymphatischer Leukamiezellen beobachtet (Bohmler et
al, 2005). So konnte von Bohmler et al bei chronischen lymphatischen
Leukamiezellen zum einen ein wachstumssteigernder Effekt beobachtet
werden, zum anderen eine erhohte Migration der Leukamiezellen. Zudem
wurde die Expression des Rezeptors CysLT1 in den Zellen gezeigt
(Bohmler et al, 2005).

Mit diesen Erkenntnissen liegt der Schluss nahe, dass auch Lipidmediatoren
wie die Cysteinyl-Leukotriene maligne hamatopoetische Zellen funktionell
beeinflussen kénnen.

Zudem scheinen sie als parakrine Faktoren an der Interaktion von
hamatopoetischen Zellen mit Endothel- und Stromazellen beteiligt zu sein. So
scheinen Endothel- und Stromazellen in der Lage zu sein, neben Zytokinen und
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anderen Peptidverbindungen auch Cysteinyl-Leukotriene in biologisch
signifikanten Konzentrationen zu produzieren (Béhmler et al, 2005).

4.2.3 Kalziummobilisierung

In dieser Arbeit sollte nun die funktionelle Wirkung von Cysteinyl-Leukotrienen
auf akute myeloische Leukamiezellen genauer untersucht werden. Dazu diente
die Kalziumfreisetzung aus intrazellularen Speichern als Mal3 fir die
unmittelbare Aktivierung des G-Protein-gekoppelten Rezeptors CysLT1 durch
Leukotriene. Diese wurde fluoreszenzzytometrisch nach Zugabe von
unterschiedlichen Konzentrationen des Cysteinyl-Leukotriens LTD4 gemessen.
LTD4 weist aus dieser Gruppe die hdchste Affinitat zu dem CysLT1-Rezeptor
auf.

Hierbei konnte bei allen AML-Proben ein deutlicher zeit- und dosisabhangiger
Effekt festgestellt werden.

Zusatzlich wurde bei den Proben eine Messung der Kalziummobilisierung nach
Zugabe des Chemokins SDF-1 mit Wirkung auf den CXCRA4-Rezeptor
vorgenommen sowie im Vergleich der Effekt auf akute lymphatische

Leukamiezellen untersucht.

4.2.3.1 Die Wirkung von Cysteinyl-Leukotrienen und SDF-1 auf akute
myeloische und akute lymphatische Leukamien

Bei den AML-Proben zeigte sich ein Unterschied zwischen der Zugabe von
LTD4 und SDF-1. So loste LTD4 eine hohere intrazellulare Kalziummobilisation
aus als SDF-1.

Diese Ergebnisse konnten darauf hindeuten, dass der CysLT1-Rezeptor auf
akuten myeloischen Leukamiezellen starker exprimiert wird als CXCRA4.

Dies wirde sich mit Untersuchungen von Rether et al decken. So war bei den
AML-Subtypen, bei denen die Kalziumfreisetzung am hochsten war, auch die
grofite RNA-Expression des CysLT1-Rezeptors zu finden (Rether et al, 2006).
Allerdings fehlt der direkte Vergleich mit der Rezeptordichte von CysLT1, die

nicht bestimmt werden kann.
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Des Weiteren k&dme aber auch in Betracht, dass die Bindung von LTD4 an den
CysLT1-Rezeptor eine starkere Kalziumfreisetzung hervorruft als die Bindung
von SDF-1 an den Rezeptor CXCR4. Dies konnte bedeuten, dass der
CysLT1-Rezeptor auf AML-Zellen funktionell aktiver ist als der
Rezeptor CXCR4. Dies wiederum konnte daraus resultieren, dass die beiden
Rezeptoren mit unterschiedlichen G-Protein-Subtypen interagieren. So ist der
CysLT1-Rezeptor an die Proteine Gi und Gq gekoppelt, wahrend der Rezeptor
CXCR4 nur an das Protein Gi gekoppelt ist (Xue et al, 2007;
Roland et al, 2003).

So zeigte auch Bautz et al, dass der Ligand LTD4 bei Bindung an den Rezeptor
CysLT1 eine starkere Kalziumfreisetzung aus intrazellularen Speichern bewirkt
als der Ligand SDF-1 bei Bindung an den Rezeptor CXCR4
(Bautz et al, 2001).

Bei den ALL-Proben hingegen zeigte sich im Gegensatz dazu eine hbhere
Kalziumfreisetzung nach Zugabe von SDF-1 als nach LDT4. Dies lasst darauf
schlieBen, dass auf Zellen der akuten lymphatischen Leukdmie der CXCRA4-
Rezeptor funktionell aktiver ist als der CysLT1-Rezeptor. Dies resultiert
daraus, dass SDF-1 besonders in B-Vorlauferzellen wirksam ist.
Daher stammt auch das friihere Synonym: Pre B Stimulating Factor (PBSF)

(Nagasawa et al, 1994).

4.2.3.2 Betrachtung der Kalziumfreisetzung in Bezug auf die FAB-Gruppe

Weiterhin zeigte sich bei der Unterteilung der AML-Proben nach der FAB-
Klassifikation, dass tendenziell eine starkere Kalziumfreisetzung bei der FAB-
Gruppe M1 zu sehen war, auch wenn die Unterschiede nur gering waren. Die
FAB-Gruppe M1 bezeichnet AML-Zellen ohne Differenzierung, die dem
Phanotyp von CD34" hamatopoetischen Progenitorzellen dhneln. Dies deckt
sich mit den Ergebnissen von Rether et al, bei denen ebenfalls die starksten
Effekte von LTD4 bei der FAB-Gruppe M1 erzielt wurden (Rether et al, 2006).
Dies deutet daraufhin, dass der Rezeptor CysLT1 vor allem auf unreifen

AML-Zellen exprimiert wird, bzw. funktionell aktiv ist.
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Auch die Betrachtung der Oberflachenmarker weist darauf hin, dass eher AML-
Zellen mit einem Phanotyp, der den hamatopoetischen Progenitorzellen &hnlich
ist, den CysLT1-Rezeptor exprimieren. Als Oberflachenmarker von
hamatopoetischen Progenitorzellen gelten CD34 und CD117
(Wells et al, 1996).

Die Subgruppe der AML M1 weist ebenfalls diesen Phanotyp von
CD34" hamatopoetischen Progenitorzellen auf.

Bei dem Vergleich der Kalziumfreisetzung nach LTDA4-Stimulation mit dem
Expressionsgrad der Oberflachenmarker zeigte sich sowohl bei CD34, als auch
bei CD117 eine positive Korrelation.

Dies kann bedeuten, dass bei wenig differenzierten akuten myeloischen
Leukamien, die phanotypisch den CD34" hamatopoetischen Progenitorzellen
ahneln, die Expression und Funktionalitdt des CysLT1-Rezeptors hoher ist und
somit der Effekt durch Cysteinyl-Leukotriene grél3er ist.

Hierzu ist interessant zu bedenken, dass auf reifen mononukleéren Zellen des
peripheren Blutes der CXCRA4-Rezeptor starker exprimiert wird, als auf
CD34" hamatopoetischen  Vorlauferzellen (Mohle et al, 1999a;
Bautz et al, 2001). Dagegen exprimieren mobilisierte, zirkulierende
CD34" Zellen im peripheren Blut vermehrt den CysLT1-Rezeptor in funktionell

aktiver Form.

4.2.4 Bedeutung der intrazellularen Kalziummobilisa  tion

Durch die Bindung von LTD4 an den Rezeptor kommt es zu einer
intrazellularen Kalziumfreisetzung. Darauf folgt eine Reorganisation des
Zytoskeletts, welche fur die Migration der Zellen verantwortlich ist. Diese
Reorganisation findet durch Polymerisierung des globuldren G-Aktins zu
filamentésem F-Aktin statt (Bearer, 1993). Dieser Effekt konnte ebenfalls bei
primaren AML-Zellen nach Stimulation mit LTD4 gezeigt werden
(Rether et al, 2006).
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4.2.5 Diskussion weiterer Ergebnisse zu diesem Them a

Der CysLT1-Rezeptor an sich und dessen Expression auf primaren AML-Zellen
wurde von Rether et al mittels RT-PCR analysiert. Dabei konnte in allen
primaren Proben der AML mRNA detektiert werden. Weiterhin zeigten sich in
einer quantitativen TagMan PCR vor allen in unreifen AML-Blasten der FAB-
Klassifikation M1 hohe mRNA-Konzentrationen (Rether et al, 2006). Dies deckt
sich mit den Ergebnissen der intrazellularen Kalziumfreisetzung und spricht
wiederum dafiur, dass Cysteinyl-Leukotriene vor allem auf progenitordhnliche
myeloische Zellen wirken. Diese Zellen &hneln phanotypisch am meisten den
CD34" Vorlauferzellen.

Weiterhin ist zwar gelegentlich auch in reifen Leukozyten noch
RNA des Rezeptors CysLT1 nachweisbar, allerdings bewirken in
diesem Fall Cysteinyl-Leukotriene keine intrazellulare Kalziumfreisetzung
mehr (Kanaoka et Boyce, 2004; Bautz et al, 2001).

Zudem wurde die Chemotaxis der AML-Blasten untersucht, da Cysteinyl-
Leukotriene  zur  Infiltration des  Knochenmarks  fuhren  kdnnen
(Bohmler et al, 2005). Uberraschenderweise induzierten schon geringe
Konzentrationen von LTD4 (10 nM) eine signifikante chemotaktische Reaktion
der AML-Blasten, wahrend héhere Konzentrationen (bis zu 1 pM) weniger
effektiv zu sein schienen (Rether et al, 2006).

Des Weiteren wurde auch in Zelllinien der B-Zell-Leukamiereihe wie DOHH-2,
MEC-1 und EHEB eine Expression von CysLT1 gezeigt, wahrend in T-Zell-
Linien (Jurkat) keine Expression beobachtet  werden konnte
(Figueroa et al, 2001). Andererseits exprimieren T-Zelllinien verstarkt CXCR4,
der wiederum bei KG1la nur eine sehr geringe Oberflachenexpression besitzt
(Bertolini et al, 2002; Tavor et al, 2004; Bautz et al, 2001).
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4.2.6 Hemmung der Proliferation und des Metabolismu s durch den

CysLT1-Antagonisten MK-571

Nach den Untersuchungen (uber die Wirkung von LTD4 auf den
CysLT1-Rezeptor soll nun im Umkehrschluss die Auswirkung der
Rezeptorhemmung beobachtet werden. Daher wurde untersucht, ob der
Antagonist MK-571 einen antiproliferativen Einfluss auf die malignen Zellen im
Sinne einer Hemmung der autokrinen Regulation ausubt.

In Vorarbeiten konnte auf CLL-Zellen ein deutlicher zytotoxischer Effekt gezeigt
werden (Bohmler et al, 2005).

In diesem Versuch wurde nun die Proliferationsrate der AML- und ALL-Proben
nach 24, bzw. 48 stindiger Inkubation mit MK-571 und anschliel3ender
1, 3 und 6 stundiger Inkubation mit dem Stoffwechselfarbstoff WST-1
gemessen. Dabei zeigte sich bei den AML-Zellen kein eindeutiges Absinken der
Proliferationsrate, wéhrend sowohl bei der Zelllinie KG1a als auch bei den ALL-
Zellen tendenziell ein Effekt zu erkennen war.

Insgesamt konnte kein deutlich antiproliferativer Effekt von MK-571 auf AML-
Zellen im Sinne einer Hemmung des autokrinen Mechanismus gezeigt werden,
wie dies bei CLL-Zellen der Fall war (Boéhmler et al, 2005).

4.2.6.1 Diskussion tber den Wirkungsmechanismus von Leukotrienen auf
akute myeloische Leukadmiezellen in vivo

Die Ergebnisse dieses Versuches schliel3en jedoch nicht aus, dass Cysteinyl-
Leukotriene bei der Proliferation von AML-Zellen in vivo eine Rolle spielen.
Denn im vorliegenden Versuch werden die Leukdmiezellen separat untersucht,
ohne dass weitere hé&matopoetische Zellen oder Stromazellen ebenfalls
betrachtet werden. Somit befindet sich in diesem In-vitro-System nur das durch
die malignen Zellen autokrin gebildete LTDA4.

Weiterhin zerfallen Leukotriene in vitro sehr schnell, so dass in diesem Versuch
die Bedingungen in vivo moglicherweise nicht adaquat dargestellt werden

konnten.
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In vivo konnten dagegen der Wirkungsmechanismus von Cysteinyl-
Leukotrienen auf AML-Zellen dahingehend vermutet werden, dass die LTD4-
Produktion nicht in den AML-Zellen selbst stattfindet, sondern andere
hamatopoetische Zellen die Cysteinyl-Leukotrien-Synthese tbernehmen und
diese dann parakrin auf die AML-Zellen wirken.

So gibt es Untersuchungen, die zeigen, dass wohl die meisten AML-Blasten
selbst nur wenig Leukotriene produzieren (Stenke et al, 1998).

Ebenfalls ist bekannt, dass vor allem reife hamatopoetische Zellen wie
z.B. Makrophagen und Mastzellen, aber auch humane Endothel- und
Stromazellen des Knochenmarks zu der Synthese von Cysteinyl-Leukotrienen
befahigt sind (Bohmler et al, 2005; Stenke et al, 1987).

Weiterhin ware auch denkbar, dass diese hamatopoetischen Zellen Nicht-
Cysteinyl-Leukotriene produzieren, die dann wiederum von den AML-Blasten in
funktionell aktive Cysteinyl-Leukotriene konvertiert werden konnten. Denn
gerade AML-Blasten besitzen die notwendige Enzymausstattung fur eine sehr

effiziente Konversion (Lindgren et al, 1993; Stenke et al, 1998).

Die in dem Versuch gemessene Proliferation der AML-Zellen, die sich trotz der
Inhibition des CysLT1-Rezeptors zeigte, kbnnte somit die
Basalproliferationsrate darstellen, die nicht durch Cysteinyl-Leukotriene

beeinflusst wird.

Bei der Zelllinie KGla und bei den ALL-Zellen kdnnte dagegen eher eine
autokrine LTD4-Produktion vorliegen. Daher kénnen in diesen Versuchen die
Proliferation und Stoffwechselaktivitat durch die Inkubation mit MK-571

tendenziell eher gehemmt werden.

Zusammenfassend koénnte man aus den hier vorliegenden Ergebnissen
vermuten, dass nicht alle malignen Zellen zu einer autokrinen LTD4-Produktion
fahig sind, sondern dass AML-Zellen eine parakrine Produktion fir eine
Aktivierung von CysLT1 benétigen. Offen bleibt nattrlich, in welchem Ausmal3

CysLT1 an der Proliferation beteiligt ist.
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Dies konnte die Ursache sein, warum in diesem Versuch die Blockade des
CysLT1-Rezeptors bei AML-Zellen nicht zu einer Hemmung der Proliferation

und Stoffwechselaktivitat fuhrte.

Gemessen an der sehr starken funktionellen Aktivitat der Cysteinyl-Leukotriene
kdme aber auch in diesem Fall eine therapeutische Inhibition des Rezeptors wie
zum Beispiel durch das schon in der Asthmatherapie eingesetzte Montelukast
in Betracht, da mdoglicherweise auch geringe Mengen parakrin freigesetzter

Cysteinyl-Leukotriene das Wachstum der Leukamieblasten unterhalten.
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4.3 Schlussfolgerung

Bei durchweg allen hier untersuchten Proben der akuten myeloischen Leukamie
bewirkten die Cysteinyl-Leukotriene eine Signalantwort. Auch bei den
untersuchten Proben der akuten lymphatischen Leukamie zeigte sich nach
Stimulation mit Cysteinyl-Leukotrienen eine funktionelle Aktivitat.

So aktivierte das Leukotrien D4 eine G-Proteinvermittelte Signalkaskade nach
Bindung an den Rezeptor CysLT1.

Nach dieser Stimulation konnte ein erhohter intrazellularer Kalziumfluss
dargestellt werden. Die HOhe der Kalziumfreisetzung erfolgte in Korrelation zu
der Dosis der LTD4-Zugabe. Bei der progenitorahnlichen myeloischen Zellreihe
der Gruppe FAB M1 zeigte sich tendenziell eine etwas hohere
Kalziumfreisetzung. Zudem war bei den AML-Proben der Effekt von LTD4
ausgepragter als der von SDF-1, was die potenzielle Bedeutung von Cysteinyl-
Leukotrienen in der Biologie der AML unterstreicht.

Im Gegensatz dazu war bei der ALL die Kalziumfreisetzung nach LTD4-Zugabe
deutlich geringer ausgepragt.

Auch in dem Vergleich der Kalziumfreisetzung bei AML mit der Expression von
Oberflachenmarkern zeigte sich eine positive Korrelation mit der Expression
von CD34 und CD117. Diese Oberflachenmarker weisen auf AML-Zellen hin,
die dem Phénotyp der CD34" hamatopoetischen Progenitorzellen dhneln.

Diese Ergebnisse lassen die Annahme zu, dass Cysteinyl-Leukotriene in Bezug
auf maligne Zellen der myeloischen und lymphatischen Reihe auch in vivo eine
wichtige Rolle im hamatopoetischen Milieu spielen.

Dagegen war eine Hemmung der Proliferation durch den Antagonisten MK-571
bei AML nicht moglich, was allerdings in einem autokrinen Zusammenhang
untersucht wurde. Dies schliel3t jedoch nicht aus, dass in einem
hamatopoetischen Milieu Leukotriene von hdmatopoetischen Zellen sowie von
Endothel- und Stromazellen produziert werden konnten und auf parakrine
Weise die Proliferation der AML-Blasten beeinflussen. Mdglicherweise missen
auch verschiedene Zelltypen kooperieren, um eine effiziente Cysteinyl-

Leukotrienbiosynthese zu ermdglichen.
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Bislang kann noch nicht abgeschéatzt werden, ob die Kenntnis tber die beim
Migrationsverhalten leukdmischer Zellen beteiligten Rezeptoren und
chemotaktischen Faktoren eine Rolle in neuen therapeutischen Ansatzen
spielen wird. Zumindest theoretisch ist allerdings eine Beeinflussung der
Proliferation und der Migration maligner hAmatopoetischer Zellen mithilfe von
Rezeptorantagonisten denkbar, was sich moglicherweise positiv auf den
Krankheitsverlauf auswirken kénnte. Diese Rezeptorantagonisten, die
strukturell MK-571 &hneln, werden bereits in Form von z.B. Montelukast in der
Asthmatherapie eingesetzt.

Somit wurde erstmalig die Wirkung von Cysteinyl-Leukotrienen auf den
Rezeptor CysLT1 sowie seine Funktion bei Zellen der akuten Leukamie
nachgewiesen. Die Bindung von LTD4 an den Rezeptor setzt eine intrazellulare
Signalkaskade in Gang, wobei seine genaue Funktion allerdings noch
unbekannt ist. Weiterhin scheint er nicht autokrin stimuliert zu werden.

Vor einem eventuellen klinischen Einsatz sind allerdings weitere

Untersuchungen notwendig, die den Effekt auf AML in vivo zeigen kdnnten.
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5. Zusammenfassung

Die Cysteinyl-Leukotriene stellen eine Gruppe von Mediatoren dar, die tUber die
Stimulation des G-Protein-gekoppelten Rezeptor CysLT1 wirken.

Sie spielen bei der Migration sowohl von Lymphozyten und Monozyten als auch
von hdmatopoetischen Progenitorzellen eine wichtige Rolle.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte in einem ersten Teil der Effekt von Cysteinyl-
Leukotrienen auf Zellen der akuten myeloischen Leukamie untersucht werden
und mit dem Effekt auf Zellen der akuten lymphatischen Leukamie verglichen
werden. Dazu wurde peripheres Blut von Patienten, die an AML bzw. ALL
erkrankt waren, verwendet. Aus diesem wurden die malignen Zellen
immunmagnetisch isoliert.

Um die Wirkung der Cysteinyl-Leukotriene zu untersuchen, wurde der Rezeptor
mit dem Liganden LTD4 stimuliert. Daraufhin wurde die intrazellular freigesetzte
Kalziumkonzentration gemessen. Diese stieg sowohl bei der AML als auch bei
der ALL schon nach Zugabe von geringen Konzentrationen des LTD4 deutlich
an, was ein Zeichen fir die funktionelle Aktivitat von Cysteinyl-Leukotrienen ist.
Bei den AML-Zellen zeigte die LTD4-Zugabe eine hohere Kalziumfreisetzung,
wéahrend hier die Zugabe von SDF-1 einen deutlich geringeren Effekt aufwies,
als dies bei ALL-Zellen der Fall war. Dies unterstreicht die potentielle
Bedeutung der Cysteinyl-Leukotriene in der Biologie der AML.

Bei den AML-Zellen der FAB-Gruppe M1 zeigte sich eine etwas hohere
Kalziumfreisetzung. Diese Gruppe &hnelt phanotypisch am meisten den
CD34" hamatopoetischen Vorlauferzellen.

Zudem wurde in einem zweiten Teil die Hemmbarkeit der Proliferation durch
den Rezeptorantagonisten MK-571 in einem autokrinen Millieu untersucht.
Dazu wurde nach Inkubation der Zellen mit MK-571 die noch vorhandene
Stoffwechselaktivitat mittels des Farbstoffes WST-1 gemessen. Hier war bei
den AML-Proben kein Einfluss auf die Proliferation zu erkennen. Da es sich bei
dem Versuch um ein autokrines In-vitro-Modell handelt, kann nicht
abschlieRend geklart werden, ob eine Hemmbarkeit der AML-Zellen mittels des

Rezeptorantagonisten auf parakrine Weise mdglich ist, bzw. ob alle Faktoren,
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die in vivo fur eine autokrine Stimulation notwendig sind, auch in diesem
Versuch bertcksichtigt worden sind.

Allerdings zeigte sich in diesem Versuch sowohl bei der Zelllinie KG1la als auch
bei den ALL-Proben eine Hemmung der Proliferation.

Damit wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal der Effekt von Cysteinyl-
Leukotrienen auf Zellen der akuten Leukamie nachgewiesen, wobei durch
Bindung an den CysLT1-Rezeptor eine intrazellulare Signalantwort erfolgte.
Eine autokrine Stimulation hingegen liel3 sich nicht nachweisen.

Ob durch Inhibition des Rezeptors die Proliferation und Migration maligner
hamatopoetischer Zellen beeinflusst werden kann und dies sich moglicherweise
positiv auf den Krankheitsverlauf auswirkt, kann noch nicht abgeschatzt

werden.
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