Forschungsprojekt: Einsatz von siRNAs
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Uberblick
Leukdmie - allgemein

Ungefahr ein Drittel aller krebskranken Kinder in Deutschland lei-

den an einer Leukamie.

Krebserkrankungen im Kindesalter
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Diese Erkrankung entsteht im Knochenmark, dem blutbildenden
Omgan des Menschen. Grundsatzlich lassen sich die Zellen im
Knochenmark (KM) in drei Gruppen unterteien:

1. Rote Blutkérperchen (= Erythrozyten), die fir den Transport
von Sauerstoff im Kérper zustandig sind

2. Blutpléttchen (= Thrombozyten), die fiir die Blutgerinnung bei
Verletzungen wichtig sind

3. WeilRe Blutkérperchen (= Leukozyten), die gegen Infektionen
im Korper kdmpfen.
Man unterscheidet drei Arten:
Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten.

Eine Leukamie entsteht, wenn die weil3en Blutkdrperchen keinen
normalen Reifungsprozess mehr durchlaufen. Das geschieht
durcheine Fehlschaltung der dafiir wichtigen Gene. Die Folge ist
eine extrem schrelle Zunahme der unreifen weif3en Blutkdrper-
chen (= Blasten) und Verdrangung der nomalen Blutbidung (=
Hamatopoese) im Knochenmark.

Dadurch kommt es zu den Hauptsymptomen

1. Blasse, Midigkeit (durchMangel anroten Blutkdrperchen und
daher verminderten Sauerstofftransport)

— neue therapeutische Moglichkeiten?

Jede Wissenschatft ist, unter anderem,
ein Ordnen, ein Vereinfachen,
ein Verdaulichmachen
des Unverstandlichen fir den Geist.

Hermann Hesse (1877-1962), dt. Dichter,
1946 Nobelpreistréger fur Literatur
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arbeitet derzeit am |Institute of Cancer
Research London an einem Forschungs-
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Die Elterninitiative fordert dieses Projekt,
weil Ergebnisse daraus eine optimierte
Behandlung der Patienten versprechen.

2. Infektanfélligkeit, Fieber (durch Mangel an funktionstuchtigen,
reifen weif3en Blutkdrperchen)

3. Blutergusse und Blutungsneigung (durch Mangel an
Blutplattchen)

Klinisch haben Patienten mit der Translokation TEL/AML1 eine
gute Prognose. Trotzdem treten bei ca. 20% dieser Patienten
typischerweise nach einer langen ersten Remissionsphase gut
behandelbare Ruckféle auf.

Verschiedene Untergruppen der
akuten lymphatischen Leukamie - TEL/AML1

Bei der grolRen Gruppe der kindlichen Leukamien gibt es ver-
schieden unterschiedich haufige Untergruppen, die man anhand

A der Reifungstufe der Zelen
B. der genetischen Aberration (genetische Abweichung)

unterscheiden und unterteilen kann.

Die am haufigsten beobachtete Untergruppe innerhab der aku-
ten lymphatischen Leuk&mien (ALL) ist die pra-B-ALL.

In dieser Gruppe wiederum ist die Translokation TEL/-AML1
(12;21) mit 25% eine der haufigsten Aberrationen bei der pra-B-
ALL im Kindesalter.
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TEL/AML1 - die , Greaves- Hypothese"

In retrospektiven Analysen von DNA-Proben, die den Guthrie-
Karten entnommen worden waren, konnte bei einigen Gruppen
von Sauglingen mit einer pra-B-ALL die oben beschriebene
Translokation TEL/AML bereits zum Zeitpunkt der Geburt nach-
gewiesen werden.

In einem Modell von Mel Greaves (1998, London) zur Entste-
hung der TEL/AML1-positiven Leukdmie wird gezeigt, dass min-
destens 2 Mutationen (= genetische Veranderungen) fur die
Entstehung einer Leuk@mie notwendig sind.

Die t(12;21)-Mutation (= TEL/AML1) tiitt in utero (= bereits im
Mutterleib) auf und kennzeichnet den praleukémischen Klon.

Klinisch sinddie Kinder gesund, der préleukdmische Klon wachst
nicht schneler als die gesunden, genetisch normalen weif3en

Blutkérperchen und verdréngt diese nicht aus dem Knochen-
mark.

In einer Zele dieses prdeukadmischen Klons tritt nun laut der
Greaves-Hypothese nach der Geburt ein weiteres Ereignis ein,
maoglicherweise mit einer Zerstérung im bisher noch nicht betrof-
fenen Genpaar.

Diese, nun mit noch einer zweiten (bisher noch unbekannten)
Mutation versehene Zelle hat nun einen entscheidenden Wachs-
tumsvorteil gegentiber den anderen ihres Klones, aber auch ge-
geniber den gesunden Lymphozyten (= weifen Blutkdrperchen).

Somit kommt es zur Verdrangung der normalen Blutbidung im
Knochenmark und zur vollen klinischen Ausprdgung einer
Leukamie.

Wahrend nun der leukdmische Klon durch Chemotherapie kom-
plett vernichtet wird, Uberlebt der préleukdmische Klon und fiihrt
nach langer Zeit zum klinischen Bid des Ruckfalls.

Dieses Rezidiv (= Riickfall) kénnte — nach diesem Model - eine
neue Leukamie darstellen, die aus dem bereits vor Geburt beste-
henden TEL/AML1 t(12;21)-positiven Klon entstanden ist.

Daher ist es fiir eine volistandige Genesung besonders wichtig
zu wissen, was den préeukamischen, TEL/AML1-positiven Klon
(d.h. dieser Klon besitzt die genetische Veranderung TEL/AML1)
unter der Chemotherapie Uberleben lasst, und auch was ihn
danach wieder ,aufweckt’, also wieder zu einer lebensbedroh-
lichen Leukdmiezelle macht.
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Gegenstand der derzeitigen Forschung

Die Elerinitiative Intern 3 unterstitzt nun seit einiger
Zeit auch ein Forschungsthema, das sich mit der
Rolle dieser haufigsten genetischen Aberration —
TEL/AML1 - befasst.

Wir wallen dabei herausfinden,

1. welche Rolle diese Genmutaion in der
pra-B-Zelle spielt,
8 welchen Einfluss sie auf Wachstums-
geschwindigkeit
8§ oder die Zellentwicklung hat

2.0b diese Genmutation (TEL/AML1) oder von ihr
beeinflusste andere (Ziel-) Gene ein moglicher
Angiiffspunkt fur neue Therapieoptionen sind

3. ob die von uns verwendete Technik, namlich der
Einsatz von siRNAs bei dieser Genmutation
eventuell neue therapeutische Mdglichkeiten
eroffnen kann.

Modell fiir die Entstehung
der TEL/AMLA1[t(12;21)]-positiven ALL
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siRNAs - was ist das eigentlich?

Das Phanomen der ,SiRNA“ (= small interfering RNAs, was
soviel bedeutet wie kleine, eingreifende RNAS) ist zuerst an
Pflanzen (siehe Abbildung unten, Petunien) und an einfachen
Organismen (z.B. dem Wum C. elegans; siehe Abbidung fol-
gende Seite oben) studiert worden. Beiden siRNA kdnnte es sich
um einen sehr aken Abwehmechanismus (z.B. gegen Viren)
handeln.

Unterdriickung der Farbpigmentierung
durch doppelstrangige RNA in Petunien
= s0g. RNA-interferenz (RNAI)
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Napoli et al,, 1990



Unterdrickung der Bildung des grinfloureszierenden P

in C. Elegans nach Einbringen durch spezifische dsRN A

C. Elegans

Guo, Kemphues 1995: Cell 81, 611-620

An diesen Organismen konnte gezeigt werden, dass die Injektion
von dsRNA (= doppelstréangige RNA, einer Vorstufe, von siRNA)
zu einer effektiven und spezifischen Ausschattung von den jewei-
igen Zielgenen fihrt. Dieses Phanomen nennt man RNAI (=
RNA interferenz).

Wir bringen nun siRNA in menschliche Leukamiezellen ein, um
an diesen Leukamiezellen in unseren Labors zu untersuchen,
was nach der Ausschatung von TEL/AML1 in diesen Zellen
geschieht.

Wir vergleichen also Zellen, in denen TEL/AML1 aktiv ist, mit
Zellen, in denen wir es durch siRNA ausgeschaltet haben. So
kann man etkennen, was die Aufgabe von diesem Fusionsgen
(Fusion = Verschmelzung) ist.

Fur diese Untersuchungen verwenden wir die modernsten Tech-
niken der Molekularbiologie und Proteinbiochemie.

» -~ €in Wissenschatler bendtigt vier Dinge: erste
drittens Gerate zum Messen; und viertens
(Albert Szent-Gyorgyi (1893 — 1986), amerik. Biochemiker ungar. Herkunft, 1937 Nobelpreis).

> nach dsRNA-Injektion
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roteins  Bisher gbt es verschiedene Hinweise dafir,

dass die genetische Veranderung TEL/AML1
eine ganze Reihe von Genen beeinflusst, die
wahrend der Entwicklung von der Blutstamm-
zelle (= hamatopoetische Stammzelle) bis zu rei-
fen B-Zele eine Role spielen. Wird in dieses
Geschehen eingegriffen (z.B. durch eine
Aktivierung oder auch eine Ausschaltung von
Regulationsgenen fiir diesen Prozess), kann es
zu einem Entwicklungsstopp kommen. Das, so
vermutet man, ist eine der Folgen, die durch die
Genmutation TEL/AML1 entstehen.

Eine oder mehrere zusatzliche Stérungen kénn-
ten dann zu einem vermehrten Wachstum der
gestorten Zellen (= praleukamischer Klon) fih-
ren und somit entstiinde dann eine Leukamie.

Unsere Forschung tragt dazu bei, dass auf der Basis von
Grundlagenerkenntnissen die Entwicklung neuartiger Therapie-
ansédtze emdglicht werden kdnnen. Noch sind hier einige
Hindernisse zu ubemwinden, wie zum Beispiel, dass die hisher
gesehenen Effekte der sSiRNA noch nicht dauerhaft gemacht wer-
den konnten. Auch das nebenwirkungsarme Verabreichen ist
derzeit noch Gegenstand der Forschung.

Aber, wie der berihmte Physiker und Nobelpreistrager Max
Planck (1858-1947; 1918 Nobelpreis) sagte, ,... sorgt die

Endlosigkeit des wissenschaftichen Ringens unablas sig
dafuir, dass dem forschenden Menschengeist seine bei den
edelsten Anftriebe erhalten bleiben und immer wieder von

Neuem angefacht werden: die Begeisterung und die
Ehrfurcht.”

Das Forschungsteam im
Institute of Cancer Research
London
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In unserem Labor forschen wir
ale an der TEL/AML1-Mutation
bei kindichen Leukamien, jeder
von uns mit einem etwas anderen
Schwerpunkt und unterschied-
lichen Methoden.

Dabei besteht eine sehr enge und
fruchtbare Zusammenarbeit mit
dem Hématologisch-Onkologi-
schen Labor des Dr. von Hauner-
schen Kinderspitals.

Mein besonderer Dank gilt Herrn
Prof. Dr. A. Borkhardt und Frau
Dr. Uta Fuchs.

ns einen Kopf zum Denken; zweitens Augen zum Sehen;

- Geld.”

Der Elteminitiative Intem 3 im Dr. von Haunerschen Kinderspital Miinchen e.V. und ihren Spendem
danke ich fir die Férderung dieser Erfolg versprechenden Forschungsarbeit.



