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1.1 Hematopoiesis and lineage commitment 
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1.1.1 Myeloid cell development 
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1.1.2 T Cell Development 
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1.2 Overview of Oncogenesis 
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1.2.1 Hematological Neoplasms 
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1.2.2 Myelodysplastic Syndrome (MDS) and Myeloproli ferative 
Neoplasm (MPN) 
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1.2.3 T-Acute Lymphoblastic Leukemia (T-ALL) 
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1.2.4 Cancer Stem Cell Hypothesis 

��������4��������������
�����������������
"���
'���
2��� ����������1�����������

�4���
����
������4����
����������������
2���������'�����'���"� �������������������������

�������'�����������
�����
"�����������������������'���������
 ����
'�"�����
���
��'�

��'����#���'��������
�'������
���'�����4�������
�����������" �����������
�������
���
��

����1���#�����4���
��'���'����#���'���������
�������
��� ������'���
����
��
��6��'��

,--C72��/�'������������
����
'����'����
"������
"�'�

������'�
��� ���"#��4���'��������

��������4�������
#�'����'�'���������#��
"��������
�������
�'�� �'����1��������2��	�������#�

�������
���
��'��
"��4���
��'���'�����"��
�����������
���� ��
�
��'��
���������������������

���������'������������
���
��6��'��,--C72�

!����
�������#�����������'�����"������1�����������������
�
 ������
��6�������#�

���������2�,--D<���'��,--C72��!��
����
����������������'���������"#����
# ��
"�'���
#�

��������������������
�9�"��
���������'��������
���
�"������� ��'�����6�������#����������2�



�

�,>

,--D<���'��,--C72��!''��"�
������������"��#�'����������������
���� ���������������������

����
�9����
�������'����#��
�1��'������������'������������ �
��1��������:��
�1���'���'����

��������������������'�������������
��1������������
������ �
'���
��������'������:��
�1���

'���'����6�������#����������2�,--D<���'��,--C72��

/�'�����'��
�����
��������'�����'���"�������
��������
�
�#�������� ���������'�������

'�
���
�����
����42��
�'��'����������������
������������������� ��"������#������
����
"���

�����������'�
"����
�2��3
�������������
"#�����������'����� "�������������������������
"�

"����
'������������'����#�������
�1
����'�
'��������'�����6� $�7#����'�������������������
��

��������6����#�	������
������2�,--.<���'��,--C<���
���
"�+������
"�,-.-72��$�� ��������


�����������'����#��$���������4��
��������������������
"��� ��:��
�1�������
����#����

���"�
'�"����������������������������������
�1���
���������� ����6��
"�#�%�����������2�

,--><���'��,--C72��!""����
����#��$����������������
�2�������������'���� ��"������

��������
�����'����'���
����'������������������
����
"��� ������"������
��������������
�

�������
"������
�������������������������
�1��������6��'��,--C72��! ''��"�
���������

������'�����"��#����'���
����
���������$�����������
������� ��������'�����'�����'����������

���������
�����������������
�����'�����"����
'�������'�����1� ���������"�����:��
�1���

'���'����6��'��,--C72���
�'�
�����#��������'�����'���"�������������� �����������'��������������

���������
���������������������"�������������:���'���
����
����� ������������������
����
���

���������6��'��,--C<���
���
"�+������
"�,-.-72���



�

�,A

������
����������0$������'��'������'����������'�
���������� ���������������
�����

�������
�����
��"�����
����#����������1�
�����������''������������ ������������
��

60�
���
��
"�%��
�����,---<�����#�	������
������2�,--.72��*���1��������� '�
���������:

��
�1������������"���'������"��
�0$��<����������#����
���
�
 ���'�������
����������

����1����������)�������1����������
�����
�"��
�����'�������
2���
"�� "#�"�����������
�

�������1�����
�����"��
�0$������:��
�1��#���'�����/��.#�8��'� #�*�
8#�%
�#��
"���
�'�

��"�����#���������
����
"��
���������"������
�����������'�
 '����6*��"��#�������������2�

,-->72��!�������������������������
��������������
���������������� ������
�#�������

���������������������
��������'�������'�����
�����:��
�1�������1��� ����������4��
"�����

�������
���������������
�����#�����1�
���""����
���������� 
������''���������
����"�������

�
���2���
"��"#���������'�����������
������"������
���������� ����
�����"�
�����"�������

��������
��������"�6������
"�+������
"�,--.72��0�1����#��������� ����������'���'�

�
���
'�����)����
����������'�������
���'����
����
��#�� �'�����	3&:��=#�	��:!=@#��
"�

	��:
8�#�1��'���������"����!	�#��
"�����
��������'���������� �����������'�
'����6�����

�
"�+������
"�,--.72��������"����������������������
��������������
� �'�
���������������

���
���������
<���1����#�0$��������������������������
����� ���������
���������
����
���

"�������������
�)��������������6������
"�+������
"�,--.<�����#�	�� ����
������2�,--.72�

	�
��'�������������
���������1��
��������
���
"��
��'����� �"����������������
�

����������"���
'����'�R������������1��������
������������ "2��*���������
���'��������



�

�,B

������
������'�R����������������������
����'�������������
�� ������1��
�'�
'��:�
������
��

'������
"������
�
'����������"����1��"�������������������'� 
'��2�������$�����������
�

1����������"�
�����"��
�����
�!	���
"�"���
�"������>A J��>C :�'�����6����"��#�$����"����

��2�.@@A<�/�

����
"���'��.@@D72��8����
���1����������'��������
�����'���� ��"�
��'������


�����������
��������������
�#�����������"�������"�"������
 ������
�����
������
"�����

������������������������83�:$��������
�"���'��
������������� 1�
��

4�
����
����
�����
�6����"��#�$����"������2�.@@A<�/�

����
"���'� �.@@D72��$�
'�����
#�

�$�����������
��"�
�����"��
��
��
'�����
������
������������� �"�������#��
'��"�
������
#�

������#��
"�'���
�6��'��,--C72��0�1����#�����
����
�������$��������� ��������������
�����

���
�'�����
��"�����������'�
��1��������������9���83�:$��� ���,� � :5:���'�������'����
��2��

��������'���������������
�'���������"����
���'����
������" ��
����������
������"�#�

��������
����������������
�������1��$��
����������"���������� ���������
�������
��2��

�����"���������������������������$�����������
#������������� ���������������������������
��

6F��
��
�#�$��'�����
������2�,--C72�

�

1.3 Overview of the Ras/Raf/MEK/ERK Pathway 
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1.3.1 Biochemical properties of proteins 
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1.3.2 Differential signaling requirements of the Ra s/Raf/MEK/ERK 
pathways 
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1.3.3 Protein expression pattern and homeostatic pr otein function  
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1.3.4 Role in physiological hematopoiesis 
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1.3.5 Role in hematopoietic malignancy 
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1.4 Function of Bcl-2 under physiological and malig nant 
conditions 
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1.5 Overview of the PI3K/Akt pathway role in homeos tasis and 
malignancy 
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2. Materials and Methods 

2.1 Mice 
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2.2 Flow Cytometry 
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�����������"��'����" : phycoerythrin (PE) anti-Thy1.2, PE-anti-CD8, PE-anti-Sca-1, 

PE/Cy5 anti-CD3, PE/Cy5 anti-CD4, PE/Cy5 anti-CD8, PE/Cy5 anti-B220 , PE/Cy5 

anti-CD19, PE/Cy5 anti-Gr-1, PE/Cy5 anti-Mac-1, PE/Cy5 anti-Ter119, PE/C y5 anti-

Thy1.1, PE/Cy5 anti-Thy1.2, PE/Cy7 anti-Gr-1, allophycocyanin (APC)- anti-Mac-1, APC 

anti-Thy1.2, APC anti-c-Kit, APC/Cy7 anti-B220, APC/Cy7 anti-Mac-1, APC/Cy7 anti-

CD4, biotinylated CD3.  All of the above antibodies were purchased from eBioscience 

(San Diego, CA), BioLegend (San Diego, CA), or R&D (Minneapolis, MN).  Alexa Fluor 
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(Invitrogen, Carlsbad, CA) 594-anti-Sca-1 was prepared in our laboratory with a 

standard procedure.  Biotin-conjugated antibodies were visual ized with PE/Cy7-

steptavidin (eBioscience).�
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2.3 Retroviral production and gene transfer 
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2.4 Transplantation 
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2.5 Histopathology 
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2.6 In Vitro Culture Systems 

��5���$���"����������������
���"������

0$���1���������"��
"����
�"�'�"�1������������������"��'��� �"������2��!�����AC�

��������
��'���
#�'�����1������������"#�����
�"�1������$��
 ����"������������������

"��'����"#��
"�+=* J�0$���'�����1���������"2��$����"�'�����1����1����"�1�������� 
�
��

��"��#�'�����1�����������
"�"������'�
'�
������
����B--�'����5.-�� ������	�	51���#��
"�

B--�������	���������>B>A�6$����������'�
�������751����1����""�" �"���'�����������'����2��

������1����'����"��
"������4�"�����������2��������1�����
'� ����"����,B - ������,-:>-���
�

�
"����
������"��
���,A:1�������������
��������
����
"�.C�[�������
 ��"��2��$�������1����

�����"��
�)��"�����'���2������
����1�����
�������"�B:C�"�������� �������
�2�

$�'�
"���������
���1����'�����"������������
��������
2������� �1������������"#�

1����"��1�'��1����*/$#��
"�'��
��"2��������1�����������
"�"�� ����'�
'�
������
����

B-#---�'����5.-�����	�	51���#��
"�B--�������	���������>B>A51����1����""�" �"���'�������

����'����2��������1�������'����"���������������"��'����"2��$���� ���1���������"��
�

)��"�����'���2������
����1�����
�������"�B:C�"���������������
� 2�

�

��5�����6�,�����
���

>,��'�����1����'������"��
�'���������*	����"������������
�� "�1����.-Q�

%
0�������
���
�2��>,�J�'�����	
�����
���'��
���1��������������" ����
���������������



�

�C>

������������1�"����������'����
����+=* J�'��������=!�$������
�2���/������#������������

�����
�
��
��'�
���
�
���'�����	
�������������1����""�" ����'������
"����
����,#---�

���������
��������
����6���7����,B - ������,����2��������1������������'������"����>D - ������AC�

�����������1�������
���4�������
2��������1������������"��
"�+= * J�'�����6>,�J�'�����	
�7�

1���������"��
"�'������"��
�'���������*	�����>D - �2��>,�J�'�����	
��'�����1����

���
���
�"��
�'�����������D,����#�+=* J�'�����1���������"�����
�����
�����������
����#�

�
"�'�����1����'������"��
�'���������*	�����>D - �2�

�

2.7 Quantitative PCR analysis 
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2.8 Cell cycle analysis 
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2.9 Detecting apoptotic cells 
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2.10 Southern blot analysis 
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3. Constitutive MAP kinase activation in hematopoie tic stem 
cells induces myelodysplastic disorder/myeloprolife rative 
neoplasm 

3.1 Introduction 
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3.2 Results 
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Chapter 4: General discussion and future directions  

4.1 Role of MEK/ERK signaling in MDS/MPN developmen t 
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4.2 The role of Notch signaling in T-ALL developmen t against a 
backdrop featuring active MEK signaling and Bcl-2 e xpression   
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