NFE2 Uberexpression fiihrt zu leukiimischer Transformation in Miausen mit dem
Erwerb AML-spezifischer Aberrationen sowie einer bisher unbeschriebenen
sekundédren Mutation im Transkriptionsfaktor Nfe212:

ein neues, hierarchisches Modell der Leukdmogenese

Zusammenfassung

Myelproliferative =~ Neoplasien (MPN)  bilden eine  Gruppe  maligner
Knochenmarkserkrankungen, die entweder mit einer Vermehrung einer oder mehrerer
myeloider Zellreihen (Erythrozyten, Granulozyten, Thrombozyten) oder einer
Verringerung selbiger einhergeht. Letzteres ist besonders bei der Primiren
Myelofibrose der Fall, bei der das Knochenmark faserig umgebaut wird und es zum
Verlust blutbildender Zellen kommt. Allen Erkrankungen gemein ist, dass sie in bis zu
iiber 90% eine Mutation in der Kinase JAK2 aufweisen und ein bis zu
dreiBigprozentiges Risiko einer Transformation in eine akute myeloische Leukdmie
(AML) tragen. Etwa die Haélfte der JAK2-mutierten MPN-Patienten mit einer
leukdmischen Transformation weisen eine JAK2-Wt-Leukdmie auf. Diese Beobachtung
zeigt, dass die JAK2'"®'7F-Mutation zwar eine groRe Rolle in der MPN-
Krankheitsauspridgung spielt, in der leukdmischen Transformation andere Faktoren
eine ebenso wichtige Rolle einnehmen. In Vorarbeiten haben wir gezeigt, dass der
Transkriptionsfaktor NFE2 in 90% aller MPN-Patienten, unabhidngig vom JAK2-
Mutationsstatus, iiberexprimiert ist. Basierend auf dieser Beobachtung haben wir ein
transgenes Mausmodell entwickelt, in dem NFE2 iiberexprimiert ist. NFE2-transgene
Mause entwickeln einen MPN Phéanotyp mit Thrombozytose, Leukozytose, einer
Expansion der Stamm- und Progenitor-Zellen und Epo-unabhidngigem erythroiden
Wachstum.

Zusitzlich zur NFE2-Uberexpression haben wir bei MPN-Patienten bisher unbekannte
NFE2-Mutationen beschreiben. In bisher unverotffentlichen Studien konnten wir, in
Kollaboration mit Peter Valks Gruppe aus Rotterdam, NFE2-Mutationen in AML-
Patienten nachweisen. Diese Mutationen fiihren im Mausmodell ebenso wie die NFE2-
Uberexpression zu einer erhéhten NFE2-Aktivitit, einem MPN-Phinotyp mit den oben
genannten Merkmalen, sowie einer leukdmischen Transformation in etwa 30% der
Tiere. Diese beiden Mausmodelle mit gesteigerter NFE2-Aktivitdt sind die bisher

einzigen MPN-Modelle, die eine spontane Transformation zu einer AML zeigen.



Leukédmischen Zellen mit gesteigerter NFE2 Aktivitdt weisen zusétzliche Aberrationen
auf, die auch in Patienten post-MPN-Leukdmien beobachtet werden, z.B. Trisomie 8
sowie TP53-Mutationen. Wir konnten zeigen, dass erhohte NFE2-Aktivitat in Mausen
zu stark vermehrter Stammzell-Proliferation fiihrt. Diese Gegebenheit allein fordert
das Auftreten von Genmutationen. Dariiber hinaus konnten wir belegen, dass eine
vermehrte NFE2-Aktivitdat noch weitere, bisher nicht bekannte spezifische molekulare
Verdnderungen hervorruft. In fast der Halfte der NFE2 {iberexprimierenden Mé&use
mit einer Leukdmie konnten wir den Erwerb einer bei allen Miusen identischen
somatischen Mutation im Transkriptionsfaktor Nfe2l2 nachweisen. Diese Mutation
fiihrt zu einer Reduktion der Proteinfunktion und dadurch zu erhéhtem oxidativem
Stress mit vermehrten DNA-Doppelstrangbriichen. Diese Ergebnisse lassen den
Schluss zu, dass es sich bei der vermehrter NFE2-Aktivitit und dem Erwerb der
Nfe212-Mutation um kooperierende Ereignisse im Entstehungsprozess der Leukdmie
handelt. Wir konnen darauf basierend erstmals, dhnlich der Adenom-Karzinom-
Sequenz beim kolorektalen Karzinom, ein hierarchisch gegliedertes Modell zur
Entstehung von Leukdmien aufstellen. Darauf aufbauend koénnen wir nun neue

therapeutische Zielstrukturen aufzeigen.

Verwendete Methoden und erzielte Ergebnisse

Diagnose der Miuse mit Transformation zu einer akuten Leukimie sowie von
Kontrollmédusen

Wir haben 28 Méuse, die durch eine erhohte NFE2-Aktivitit eine Leukdmie entwickelt
haben, identifiziert und detailliert hamatologisch charakterisiert. Die erhéhte NFE2-
Aktivitit wurde entweder durch vermehrte Expression des wildtypischen Proteins
hervorgerufen, oder durch die Expression von NFE2-Mutationen, die ebenfalls zu
vermehrter NFE2-Aktivitit fithren'. Zudem wurden 18 Kontrollmiuse, die durch
vermehrte NFE2-Expression eine Myeloproliferative Neoplasie (MPN) entwickelten,
welche jedoch nicht in eine Leukdmie transformierte, analysiert. Aus den insgesamt
46 Mausen wurde genomische DNA aus der Milz oder aus dem Knochenmark
gewonnen. Ausschlaggebend fiir die Wahl des Organs war die Anzahl der Blasten. In

Maéusen entwickeln sich Leukdmien, im Gegensatz zum Menschen, haufig nicht nur im



Knochenmark, sondern primér aus der Milz. In diesen Mausen ist das Knochenmark
weniger betroffen, die hochste Blasten-Konzentration findet sich in der Milz. Fiir die

Analyse wéhlten wir daher jeweils das Organ mit der hochsten Blasten-Zahl.

Gewinnung genomischer DNA zur Analyse von copy number variations (CNV)
Eine methodische Schwierigkeit bestand darin, dass die murine Leukamie, sehr
dhnlich der Erkrankung im Menschen, unbehandelt héufig einen fulminanten Verlauf
nimmt, und die Tiere sehr plotzlich versterben. Daher gelingt es nicht immer, frische,
lebende Zellen oder frisches Gewebe zu entnehmen. Haufig bleibt fiir die Analyse nur
die Option einer Autopsie, welche nicht immer unmittelbar durchgefithrt werden
kann. Unter dem leider unvermeidlichen Zeitverlust leidet die Qualitit der
angefertigten Paraffin-Praparate. Daher sind manche der Mause als ,histologisch nicht
beurteilbar“ markiert. Sofern das letzte Blutbild charakteristisch fiir eine Leukdmie
war (ausgepragte Leukozytose bei gleichzeitig vorhandener Andmie und
Thrombopenie) haben wir die Diagnose ,,AML im Blutbild“ vergeben.

Wenn eine Leukdmie nur post mortem diagnostiziert werden konnte, ist die einzige
Moglichkeit fiir die Gewinnung von DNA die Aufreinigung aus den in Paraffin
eingebetteten Organen. Diese DNA ist jedoch durch die Fixierung stark fragmentiert,
was fiir die array-based comparative genomic hybridization (array-cGH) eine grof3e
methodische Herausforderung darstellt. Wir entwickelten eine Methode, auch aus
post mortem gewonnenen Organen, qualitativ hochwertige, fiir eine array cGH

verwendbare DNA aufzureinigen.

Array-cGH-Analyse

Die gewonnene DNA leukdmischer und an MPN erkrankter Mduse wurde im array-
cGH auf chromosomale Anderungen untersucht. Dazu wurde die DNA jeweils einer
einzelnen Maus mit einem fluoreszierenden Farbstoff markiert. Zeitgleich wurde eine
Kontroll-DNA, die aus Milzen oder Knochenmarkern eines groflen Pools (n=10)
gesunder Méause hergestellt wurde, mit einem zweiten fluoreszierenden Farbstoff
markiert. Die beiden markierten DNAs wurden zu gleichen Mengenanteilen
gemeinsam auf einem Chip hybridisiert, auf dem sich genomische DNA-Fragmente

befinden.



In der Auswertung wird die Intensitit der beiden fluoreszierenden Farbstoffe auf
jedem chromosomalen Lokus des Chips betrachtet. Sind in der DNA der zu
untersuchenden Maus keine chromosomalen Verdnderungen aufgetaucht,
hybridisieren Test-Maus-DNA und Kontroll-DNA zu gleichen Teilen, und es entsteht
eine gerade Linie auf der mit ,,0“ markierten Hohe der Y-Skala (Abb. 1A). Hat die
DNA der zu untersuchenden Maus jedoch genomisches Material verloren, féllt die
Auswertungs-Linie unter die ,0“ Hohe, ist eine Duplikation genetischen Materials
aufgetreten, liegt die Linie iiber der ,0“ Hohe (Abb. 1B). Verlust oder Gewinn

genetischen Materials wird als ,,copy number variation (CNV)“ bezeichnet.

Abbildung 1: Exemplarische array-cGH-Ergebnisse NFE2 iiberexprimierender Mause
die (A) eine AML ohne chromosomale Veridnderung (Maus TxJ 21), oder (B) eine
Leukdmie mit chromosomaler Verdnderung (Maus TxS 42) entwickelten. In (B) sind
die veranderten Regionen (hier jeweils Gewinn genetischen Materials) durch Balken

oberhalb der Hybridisierungs-Linie markiert.

Uber die Hilfte der Miuse mit leukdmischer Transformation zeigen

chromosomale Aberrationen



Die Bezeichnungen und Diagnosen der untersuchten Méause sowie die An- oder
Abwesenheit von CNV sind in Tabellen 1 und 2 aufgefiihrt. Von den 28 Tieren, die in
Tabelle 1 aufgelistet sind, konnten aufgrund mangelnder DNA-Menge nur 18 im array
cGH untersucht werden.

Insgesamt zeigten 10 der 18 untersuchten Tiere mit Leukdmie (56%) jedoch keines
der 14 Kontroll-Tiere (s. Tab. 2) einen Gewinn oder Verlust genetischen Materials

(p=0.0004). Auf die gefundenen Aberrationen wird im nichsten Absatz eingegangen.



Tabelle 1: Bezeichnung und Diagnosen NFE2 iiberexprimierender Maiuse, die eine Leukimie
entwickelten. MPD: Myeloproliferative Disease (weiterhin verwendete Bezeichnung fiir eine MPN in
der Maus); MDS: Myelodysplastisches Syndrom; AML: Akute Myeloische Leukdmie; n.b: nicht

beurteilbar; n.d.: nicht durchgefiihrt.

Maus Sekundare Diagnose nach Kogan® Aberration
Transplantation Array cGH
Spender-Tier
TxJ 8 Histologisch n.b. ja
AML im Blutausstrich
TxJ 21 AML mit Ausreifung keine
TxJ 32 AML ohne Ausreifung n.d.
TxJ 40 granulozytédres Sarkom keine
TxJ 42 Zytopenie mit erhohten Blasten keine
TxJ 43 AML mit Ausreifung n.d.
TxJ 44 MPD-adhnliche Leukdmie n.d.
TxJ 45 Lymphom n.d.
TxJ 47 Akute Leukédmie n.d.
TxJ 50 TxJ 15 (n.b.) AML ohne Ausreifung n.d.
TxJ 77 MPD-dhnliche Leukdmie n.d.
TxJ 79 MPD-adhnliche Leukdmie n.d.
TxJ 92 beginnende Akute Leukidmie n.d.
TxJ 101 TxJ 14 (MPD) Histologisch n.b. n.d.
TxJ 108 TxJ 21 (MPD) Histologisch n.b. ja
TxJ 653 Lymphom keine
TxS 24 Histologisch n.b. ja
AML im Blutausstrich
TxS 35 MML keine
TxS 37 MPD-dhnliche Leukdmie keine
TxS 39 AML ohne Ausreifung ja
TxS 40 Myelosarkom ja
TxS 42 Histologisch n.b. ja
AML im Blutausstrich
TxS 56 MDS/AML ja
TxS 63 Histologisch n.b. ja
AML im Blutausstrich
sTxS 882 TxS 39 (AML) Histologisch n.b. keine
AML im Blutausstrich
sTxS 883 TxS 39 (AML) AML mit Ausreifung keine
sTxS 942 | TxS 35 (MML) | Tumor an Transplantations-Stelle ja
sTxS 943 | TxS 35 (MML) | Tumor an Transplantations-Stelle ja




Tabelle 2: NFE2 iiberexprimierende Miuse, die keine Leukdmie entwickelten, und deren DNA in array-
cGH-Analysen auf chromosomale Verdnderungen analysiert wurde. MDS: Myelodysplastisches

Syndrom; MPD: Myeloproliferative Disease; n.b: nicht beurteilbar

Maus Diagnose nach Kogan? Aberration
Array cGH

TxJ 3 MDS keine

TxJ 4 Histologische n.b. keine
MPD im Blut

TxJ 16 MPD keine

TxJ 17 genetische MP keine

TxJ 19 MPD keine

TxJ 22 MPD keine

TxJ 24 Histologische n.b. keine
MPD im Blut

TxJ 25 MDS keine

TxJ 29 MDS keine

TxJ 31 MPD keine

TxJ 41 Histologische n.b. keine
MPD im Blut

TxJ 84 Histologische n.b. keine
MPD im Blut

TxJ 651 Histologische n.b. keine
MPD im Blut

TxJ 654 MPD keine

Duplikation des Myc Gens als rekurrente Aberration

Die in den 10 leukdmischen Tieren gefundenen Aberrationen wurden in einem so
genannten Commute-Plot aufgetragen, um graphisch darzustellen, welche
Verdnderungen auftreten und um zu untersuchen, ob verschiedene Méuse dieselbe
Verdnderung zeigen (Abb. 2). Aus anderen Krankheitsmodellen ist bekannt, dass
immer wieder gemeinsam auftretende Mutationen in Mé&usen einen Hinweis auf
kooperierende Faktoren und deren spezifische Abfolge geben konnen. Die Kenntnis
kooperierender Faktoren ist entscheidend fiir das Verstdndnis der molekularen
Atiologie einer Krankheit. Erst wenn diese Faktoren bekannt sind, kann ein Modell zur

Krankheitsentstehung postuliert und iiberpriift werden.



Das wohl bekannteste Modell von kooperierenden und hierarchisch
aufeinanderfolgenden Mutationen ist die Adenom-Karzinom-Sequenz beim
kolorektalen Karzinom'”. Hierbei kommt es zunéchst iiber die Inaktivierung des APC-
Tumorsuppresorgenes zu Mutationen in K-Ras-Proto-Onkogen und der Entwicklung
eines Adenoms. Im Folgenden kommt es zu Mutationen in DCC-Tumorsuppressorgen
und letztlich auf Stufe des voll entwickelten Karzinomes zu einer Inaktivierung des

TP53-Tumorsuppressorgens.

In den NFE2 {iberexprimierenden, leukdmischen Méausen fallt auf, dass es in 5 der 10
Tiere (50%) zu einer Amplifikation des murinen Chromosoms 15 kommt (Abb. 2).
Das murine Chromosom 15 ist in grof3en Teilen homolog zum humanen Chromosom
8, d.h. es tragt die murinen Entsprechungen der Gene, die im Menschen auf
Chromosom 8 kodiert sind. Ein Zugewinn genetischen Materials auf dem murinen
Chromosom 15 entspricht also der menschlichen Trisomie 8. Diese Verdnderung wird
in AML-Patienten h&ufig beobachtet*” und geht in tiber 60-jdhrigen Patienten und bei

sekundarer AML mit einer schlechten Prognose einher.
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Abbildung 2: Genetische Verdnderungen in leukdmischen Mausen mit einer erhdhten
NFE2-Aktivitdt, aufgetragen als Commute-Plot.
Spalte 1: identifizierende Mausnummern, analog zu Tabelle 1 (auf den , TxJ“ oder

,IxS“ Teil der Bezeichnung wurde zur bessern Anschaulichkeit verzichtet).



Spalte 2: untersuchtes Gewebe: ,Sp“: Milz (Spleen); ,BM“ Knochenmark (bone
marrow); T , Tumor®, in diesen Mausen eine Weichteilmanifestation der AML, eine in
Mausen héaufig beobachtete, in Menschen sehr seltene auftretende Form der
Leukémie.

Restliche Spalten: beobachtete Verdnderungen. Anwesenheit ist durch farbliche
Markierung des entsprechenden Feldes gekennzeichnet. Leere Felder zeigen, dass die

betreffend Maus diese Verdnderung nicht zeigt.

Besonders Bemerkenswert ist der Befund in Maus 40 (in Abb. 2 durch einen *
gekennzeichnet). In dieser Maus wurde lediglich genetisches Material eines kleinen
Teils von Chromosom 15 hinzu gewonnen (Abb. 3). Es handelt sich um einen
Abschnitt von nur 1.9 Mb, auf dem sich 3 Gene befinden: Myc, Pvtl und H2afy3.
Letzteres ist ein Histon 2A Gen und spielt daher als strukturelles Protein
voraussichtlich in der Leukdmogenese keine Rolle. Die beiden erstgenannten Gene
hingegen fungieren gemeinsam®'°. Erst kiirzlich konnte gezeigt werden, dass das eine
lange, nicht-kodierende RNA beinhaltende Pvt1-Gen als Aktivator von Myc wirkt. Eine
Amplifikation des Pvtl-Gens ist Voraussetzung fiir eine erhohte Myc
Proteinexpression'®, welche in diversen Neoplasien beobachtet wird, und mit einer

schlechten Prognose einhergeht.
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Abbildung 3: (Oben) gesamtes array-cGH-Ergebnis der Maus 40, analog zu Abb. 1.
(Mitte) Vergroflerung des Chromosoms 15 aus Abb. 3, oben.

(Unten) Vergrolderung des amplifizierten Abschnitts auf Chromosom 15, Bande D1,
aus Abb. 3, Mitte. Am unteren Rand in blau eingezeichnet sind die drei Gene, die im

amplifizierten Abschnitt liegen.

Die 1.9 MB grolle Amplifikation auf Chromosom 15 hat noch eine weitere sehr
bemerkenswerte Eigenschaft: sie umfasst genau noch den myc ,super-enhancer*'’,
welcher 1.7 MB ,downstream® des myc Genes liegt und fiir dessen Expression
verantwortlich ist, unmittelbar danach endet sie. Unter den nun insgesamt 9 Méausen
unseres Labors mit NFE2-Uberexpression und Amplifikation des Chromosoms 15, (4
Beobachtung ohne Mechanismus in Kaufmann et al., J. Ex. Med. 2012 publiziert® und
5 hier gezeigte, noch unverotffentlicht) erfiillt die Amplifikation in Maus 40 die
Voraussetzungen einer ,minimally amplified region“: sie zeigt den kleinstmoglichen

DNA-Abschnitt an, der benotigt wird, um die kooperierende Funktion des

amplifizierten Gens zu ermoglichen.



Diese Daten ermoglichen es uns, ein Modell iiber die molekularen Mechanismen
aufzustellen wie es durch eine erhohte NFE2-Aktivitit zur leukdmischen
Transformation kommt. Wir postulieren, dass erhohte Myc-Expression und -Aktivitat
mit gesteigerter NFE2-Aktivitit kooperiert und zum Ubergang einer MPN in eine

Leukamie fiihrt.

Da eine erhohte Myc Aktivitdt in viele Neoplasien vorliegt und in hohem Mafe zu
deren Malignitat beitragt, werden derzeit diverse Ansétze verfolgt, um therapeutisch
zu intervenieren'?. Obwohl Myc lange Zeit als ,,undruggable“ galt, gibt es in letzter
Zeit hoffnungsvolle Fortschritte'?. Sollten wir in weiterfithrenden Untersuchungen
zeigen konnen, dass eine leukdmische Transformation durch Senkung der Myc
Aktivitat verhindert werden kann, wéire dies eine molekulare Rationale zur
Anwendung der neuen Wirkstoffe bei Hoch-Risiko MPN-Patienten. Ziel wére es, eine
leukdmische Transformation, die mit einer Lebenserwartung von nur wenigen

Monaten einhergeht, zu verhindern oder zumindest hinauszuzégern.

NFE2 iiberexprimierende Miuse erwerben weitere, in AML-Patienten bekannte
Aberrationen

Weitere leukdmische Mausen zeigten ebenfalls genetische Verdnderungen, die auch
bei AML Patienten beobachtet werden (Abb. 4). Besonders herausheben hierbei ist die
Maus 39, welche in der extramedulldren Prédsentation ihrer AML eine Deletion des
murinen Chromosoms 18 (Abb. 4) zeigte. Die in der Maus deletierte Region entspricht
genau der ,minimally deleted region“ in AML Patienten auf dem humanen
Chromosom 5. Faszinierenderweise gibt es auch bei Patienten mit
Myelodysplastischem Syndrom (MDS) eine ,minimally deleted region“ auf
Chromosom 5, welche das sogenannte ,5q minus Syndrom“ auslést. Diese MDS
Region ist jedoch distinkt von der AML Deletion. In Maus 39 ist nun exakt die der
AML Deletion homologe Region betroffen, die MDS Region ist intakt (Abb. 4).

In der AML Deletions-Region liegen zwei Gene, Egrl und APC, von denen die
Arbeitsgruppe um Michelle Le Beau zeigen konnte, dass sie kooperieren, und

13-15

gemeinsam einen MPN Phinotyp auslosen”°. Alleine waren sie jedoch nicht

hinreichend, um eine AML zu bewirken. In Kooperation mit Verminderung der



Aktivitit des Trp53 (£ humanes TP53 bzw. p53) Tumorsuppressors, fiihrten
Haploinsuffizienz von Egrl und APC jedoch zur Entstehung einer AML""*. Trp53 wird
als ,guardian of the genome“ beschrieben, da dessen verminderte Aktivitit mit einer

erhohten Rate an Mutationen einher geht.
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Abbildung 4: (Oben) gesamtes array-cGH-Ergebnis des Tumors der Maus 39, analog
zu Abb. 1.
(Unten) VergroRerung des amplifizierten Abschnitts auf Chromosom 18, Banden qA1-

gD1, aus Abb. 4, oben

NFE2 iiberexprimierende Mé&use erwerben Mutationen im  Trp53-
Tumorsuppressorgen
Verlust der Trp53-Aktivitidt wird in nahezu der Hélfte aller Neoplasien beobachtet'®.

Zur Aktivititsminderung konnen sowohl Mutationen als auch der Verlust mindestens



eines Allels beitragen. Auch in AML Patienten sind p53 Mutationen beschrieben, die
mit einer sehr schlechten Prognose einher gehen. Obwohl bis dato in AML-
Mausmodellen der in AML Patienten beschriebene sekundédre Erwerb von Trp53 noch
nicht gezeigt worden ist, untersuchten wir, ob erhéhte NFE2-Aktivitit zum Erwerb
einer Trp53-Mutation in unseren leukdmischen Mausen fiihrt. Wir untersuchten die in
Tabelle 1 aufgefiihrten Méause auf Mutationen in den Exonen 5-8 des Trp53-Gens. Aus
den insgesamt 28 sequenzierten Mausen zeigten 3 (11%) eine Mutation im Trp53-
Gen, Maus TxS 56 Arg270His, Maus TxJ 50 Lys289Glu sowie Maus TxS40 Lys129Thr.
Alle drei Mutationen an den homologen Aminosduren (273, 292, 132) sind in
Patienten beschrieben, Arginin 270 stellt sogar einen ,hot spot“ dar, eine Aminoséaure,
die besonders haufig mutiert ist. Es handelt sich hiermit unseres Wissens um die erste
Beschreibung des Erwerbs spontaner Trp53-Mutationen in der Leukdmogenese in

einem MPN/AML-Mausmodell.

NFE2 iiberexprimierende Méduse erwerben Mutationen im Transkriptionsfaktor

und Sauerstoffradikalregulator Nfe212

Neben groRBeren Aberrationen wie dem Zugewinn oder Verlust ganzer
Genomabschnitte und dem Erweb bekannter AML-Mutationen, wollten wir wissen, ob
die NFE2 iiberexprimierenden Miuse auch neue, bisher unbekannte kooperierende
Mutationen erwerben. Hierzu haben wir zunéchst drei leukdmische Proben in
Kollaboration mit Peter Valk aus Rotterdam mittels whole exome sequencing (WES)
untersucht. Mit dieser Methode konnten alle kodierenden Genabschnitte der
jeweiligen Méuse auf Verdanderungen untersucht werden.

Zwei der drei sequenzierten Mause wiesen eine identische Mutation auf, die zu einem
einzelnen Aminosdureaustausch in dem Transkriptionsfaktor Nfe2l2 fiihrt (Q577P).
Diese exakte Mutation ist bisher nicht beschrieben worden. Ebenso hat bisher noch
niemand NFE2L.2-Mutationen in AML-Patienten beschrieben. Allerdings ist NFE2L2 in
bis zu 20% der Lungenkarzinomen mutiert.

Aufgrund dieser Daten entschieden wir uns, weitere leukdmische Proben, unabhingig
vom Aberrationsstatus (s. Tabelle 1), mittels Sanger-Sequenzierung spezifisch auf

diese Mutation zu untersuchen. Von insgesamt 25 Proben konnten wir bei 12 Proben



dieselbe Q577P-Mutation detektieren (48%). Wir sequenzierten daraufhin 9 Proben
von Tieren, die die Diagnose MPN bekamen bzw. deren Blastenanzahl zwar erhoht
war, jedoch nicht den Kriterien einer AML geniigten. Eine Maus (11%) wies diese
Mutation in Nfe2l2 auf.

Mehrere leukdmische Mause zeigten gleichzeitig auftretende Verdnderungen: 4 der 12
Nfe2l2 mutierten Proben (33%) wiesen zusétzlich eine Trisomie 15 auf, drei weitere
Proben (25%) Mutationen in Trp53. An der Nfe212 Mutation ist nicht nur interessant,
dass sie viel haufiger in leukdmischen Zellen auftrat (48% vs. 11%, p=0.016),
sondern auch, dass sie in der Frequenz der betroffenen Zellen zwischen subklonalem
Level um die 15% (verifiziert mittels WES) bis hin zu homozygotem Auftreten (100%)
schwankte. Aufgrund der unterschiedlichen Frequenzen gleichzeitig auftretender
Mutationen, kann eine klonale Hierarchie fiir zwei der Nfe2l2-mutierten Mause
hergeleitet werden (s. Abbildung 5). In beiden Fallen wurde die Nfe2l2-Mutation vor
der dazu gewonnenen Trp53-Mutation erworben. Ebenso kam es in beiden Féllen zur
Homo- bzw. Hemizygotie der Mutation in Nfe2l2, entweder durch Erwerb einer
Mutation im zweiten Allel oder, deutlich wahrscheinlicher, durch den Verlust des
wildtypischen Allels (so genannte loss of heterozygosity, LOH). Im Falle der Maus
TxJ40 konnte die klonale Hierarchie sogar auf das Ursprungsgewebe, die Milz,
zuriickgefiihrt werden, in der die Mutation im heterozygoten Zustand vorlag, jedoch
begleitet von einer Trp53 Mutation. In der soliden Manifestation (Tumor) der
myeloiden Malignitidt jedoch lag die Mutation dann im homozygoten Zustand vor
wahrend Trp53 unmutiert war. Dies lasst den Schluss zu, dass die Mutation in Nfe2l2
vor derjenigen in Trp53 erfolgt sein muss. In der Milz erwarben Nfe2l2 mutierte
Luekédmie-Zellen zusétzliche eine Trp53 Mutation, die den distalen Tumor bildenden

Zellen hingegen verloren das wildtypische Allel von Nfe212

Um die funktionelle Konsequenz der Nfe212 Q577P Mutation zu testen, klonierten wir
die mutierte cDNA und exprimierten sie in Zelllinien. Mittels Luciferase-Assays war es
moglich, nachzuweisen, dass die Mutante eine signifikant reduzierte
Transaktivierungsaktivitdt gegeniiber dem wildtypischen Protein aufweist. Daraufhin
konnten wir zeigen, dass in Q557P exprimierenden Zellen, die Proteinexpression des

Nfe2]2 Zielgens NQO1 ebenfalls signifikant erniedrigt ist. Nfe212 ist bekanntermaf3en



ein bedeutender Regulator des oxidativen Stresses innerhalb der Zelle, indem es die
Genexpression von Proteinen hochreguliert, die zur Reduktion von
Sauerstoffradikalen fithren'®'. Wir konnten zeigen, dass Zellen, die diese Nfe2l2-
Mutation tragen und einer Umgebung hohen oxidativen Stresses ausgesetzt sind,
signifikant mehr Sauerstoffradikale im Vergleich zu Zellen mit wildtypischem Nfe212
aufweisen. Hohe Sauerstoffradikale sind eine potentielle Mutationsquelle, da sie zu
vermehrten DNA-Schdden fithren. Wir konnten daraufhin zeigen, dass mutiertes
Nfe2]l2 trangende Zellen gegeniiber wildtypischen Zellen ein deutlich erhohtes
Auftreten von DNA-Doppelstrangbriichen aufweisen. Detektiert wurde dies mittels
Durchflusszytometrie anhand der Positivitit sowie Intensitit an phosphoryliertem
YH2A.x. Diese Histonphosphorylierung ist eine der klassischen Surrogate fiir DNA-
Doppelstrangbriiche®. Diese genomische Instabilitit kann, vor allem bei gestortem
DNA-Reparaturmechanismus, zu der Anhdufung von Mutationen und Verlust
genetischen Materials fiihren.

Der von uns aufgezeigte Mechanismus erklart, wie es in Nfe2l2-mutierten Zellen zum
Erwerb weiterer Mutationen wie bspw. Trp53 kommen kann.

Zurzeit testen wir das Wachstumsverhalten von NFE2-Nfe2l2-doppelmutierten Zellen
mit der Absicht NFE2-iiberexprimierende-Nfe2l2-mutierte Knochenmarkszellen zu
transplantieren, um deren direkte leukdmogene Wirkung zu untersuchen. Parallel
sequenziert P. Valk seine Kohorte von mehr als 1000 AML-Patienten auf das
Vorhandensein von NFE2L2-Mutationen. L. Bullinger aus Ulm, der parallel eine
Gruppe von 30 post MPN-AML-Patienten sequenziert hat, war in der Lage eine
NFE2L2-Mutation in einem Patienten zu detektieren, die sich von der in der Maus

gefundenen unterscheidet. Derzeit untersuchen wir diese Mutation funktionell.



TxS 56

NFE2 226aa
BM | NFE2226aa
NFE2 226aa Nfe212 Q577P | del cdh22
Tumor | NFE2 226aa > 80-100%
et Nfe2I2 Q577P ( %) | Ampl 9gAL - PDGFD
_ 0
(80-100%) Trp53 R270H
(50%)
NFE2 226aa
TXS 40
NFE2 22623 Nfe2I2 Q577P
Milz | NFE2 226 - ’ P
L a3 Nfe212 Q577P (ca. %)
1
(ca. %) Trp53 N129T
(ca. %)
NFE2 226aa
Nfe2i2 Q577p | TrisomY 15
Tumor ‘;0 1(()10<y del2qC1.2-G1
(80- 6) trisomy 3
Trp53 wt

Abbildung 5: Hierarchische Darstellung des Erwerbs sekundirer Mutationen nach

Gewebe der Maus 56 (Oben) und 40 (Unten). BM: Knochenmark

Weitere wiederholt auftretende Aberrationen

In Abb. 4 ist gezeigt, dass noch neun weitere chromosomale Verdnderungen an NFE2
tiberexprimierenden leukdmischen Méausen auftraten. Drei von diesen, die Trisomie
des murinen Chromosom 3, die Amplifikation des Flt3 Gens und eine Amplifikation
des PDGF-D Gens traten unabhéngig bei jeweils zwei Mausen auf und stellen somit

sehr spannende Kandidaten fiir weitere, mit NFE2 kooperierende Verdnderungen dar.

Ausblick

Mit der Entschliisselung der durch die NFE2-Uberexpression hervorgerufenen,
molekularen Verdnderungen konnten wir einen Beitrag zu einem besseren
Verstdndnis der Mechanismen der Leukdmieentstehung leisten. Wir konnen darauf
basierend erstmals, &hnlich der Adenom-Karzinom-Sequenz beim kolorektalen
Karzinom, ein hierarchisch gegliedertes Modell zur Entstehung von Leuk&mien

aufstellen. Wir sind nun dabei, die einzelnen Verdnderungen und deren Kooperation



mit erhohter NFE2-Aktivitdt systematisch in weiteren Mausmodellen zu analysieren.
Hierbei steht vor allem die Testung der NFE2-Myc-Kooperation sowie der NFE2-
Nfe2l2-Kooperation im Vordergrund; jeweils in An- oder Abwesenheit einer Trp53-
Mutation. Wir wollen unser Wissen schnellstmdglich in neue klinische Priifungen
einflielen lassen. Gerade im Falle der Mause, die einen Zugewinn an PDGF wéhrend
ihrer Leukdmie-Entstehung zeigten, deuten auf ein medikamentos therapierbares Ziel
hin. PDGF-Inhibitoren sind bereits entwickelt worden, und manche sind bereits zur
Anwendung am Patienten zugelassen, allerdings nicht spezifisch wegen ihrer Wirkung
auf PDGF, sondern aufgrund ihrer zusitzlichen geringeren Wirkung auf andere
Kinasen (z.B. im Falle von Imatinib, Nilotinib, Sunitinib und Sorafinib). Dies gibt uns
die Moglichkeit uns als néchstes auf die mogliche Rolle einer vermehrten PDGF-
Signaltransduktion in der Leuk&dmie-Entstehung zu fokussieren und diese Substanzen

préklinisch zu testen.
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