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2. Darstellung der Publikation mit Literaturverzeichnis 

 

2.1 Einleitung 

 

Diese Dissertation beschäftigt sich mit dem Einfluss des Aktinbindeproteins Plastin-T (PLS3) 

auf die Pathogenese und den Krankheitserhalt der akuten myeloischen Leukämie (AML). Die 

in diesem Rahmen erhobenen Daten haben auch zu der Publikation „The Actin Binding Protein 

Plastin-3 Is Involved in the Pathogenesis of Acute Myeloid Leukemia” (Velthaus et al. 2019) 

beigetragen. 

 

Als Krankheit, deren Prognose insbesondere aufgrund von Rückfällen trotz neuer 

therapeutischer Möglichkeiten deutlich eingeschränkt sein kann, bedarf es bei der AML 

dringend weiterer therapeutischer Optionen. Hierfür ist eine bessere Einsicht in die Ursachen 

der therapieresistenten Verläufe von großer Bedeutung. 

 

Therapieresistente AML-Zellen können in der sogenannten Knochenmarksnische überdauern, wo 

sie durch komplexe Interaktionen mit dem umliegenden Stromazellen (Bonnet und Dick 1997) von 

äußeren Einflüssen geschützt sind (Cogle et al. 2016). Diese werden als Ursache für eine minimale 

residuelle Resterkrankung (minimal residual disease, MRD) angesehen (Döhner et al. 2015; 

Meads et al. 2009), die in der Folge mit der Möglichkeit der Wiederausbreitung der AML-Zellen 

und damit einem Rückfall der AML einhergeht. Deshalb stellt die Erforschung der dafür relevanten 

Signalkaskaden mit der Identifizierung entsprechender involvierter Proteine einen wichtigen 

Baustein dar, um die Pathogenese der AML und ihrer Rückfälle besser zu verstehen und neue 

therapeutische Ansätze zu entwickeln. 

 

Basierend auf Genexpressionsanalysen von Co-Kulturen zwischen AML-Zellen und 

Endothelzellen als Stellvertreter für die Zellen der Knochenmarksnische wurde PLS3 als 

dysreguliertes Gen identifiziert, welches einen möglichen Mediator der Signalkaskaden, die in 

dieser Umgebung stattfinden, darstellt. In dieser Dissertation wurde der Einfluss von PLS3 auf 

AML näher untersucht. 

 

PLS3 gehört zur Familie der Plastine. Hierbei handelt es sich um Aktinbindeproteine, die in 

der Lage sind, Aktinfasern zu bündeln und zu vernetzen. Von ihnen wurden in Säugetieren 

drei Isoformen identifiziert: I-Plastin (PLS1), das hauptsächlich im Verdauungstrakt und in der 

Niere vorkommt, L-Plastin (PLS2), welches sich vorwiegend in hämatopoetischen Zellen findet 

und T-Plastin (PLS3), das normalerweise in nicht-hämatopoetischen Zellen vorliegt (Delanote 

et al. 2005; Lin et al. 1988). Außerdem wird eine Rolle des PLS3 bei der Synthese von 

Aktinfilamenten sowie deren Stabilisierung und Abbau diskutiert (Giganti et al. 2005). 

 

Es sind verschiedene Krankheiten bekannt, bei denen PLS3 eine Rolle spielt. So führt z.B. 

eine hemizygote PLS3-Mutation zu erhöhter Knochenfragilität und dem Bild einer 

idiopathischen juvenilen Osteoporose (Fahiminiya et al. 2014). Eine erhöhte PLS3-Expression 

kann im Mausmodell bei spinaler Muskelatrophie (SMA) das Auswachsen und die Länge der 

Axone wiederherstellen (Opera et al. 2008). Darüber hinaus existiert eine Reihe von 

Tumorentitäten, in denen PLS3 exprimiert wird und teilweise einen negativen prognostischen 

Faktor darstellt (Hisano et al. 1996; Kurashige et al. 2019). Es wurde weiterhin gezeigt, dass 

PLS3 in zirkulierenden Tumorzellen (circulating tumor cells, CTCs) exprimiert wird, die eine 

epithelial-mesenchymale Transition (EMT) durchlaufen und die das Potential haben, 

Metastasen zu bilden (Ueo et al. 2015; Yokobori et al. 2013). 
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2.2 Ergebnisse 

 

2.2.1 PLS3-Expression in AML-Zellen 

 

Um Gene zu identifizieren, die an der Pathogenese der AML und im Speziellen an den 

Signalkaskaden in der Knochenmarksnische zur Entstehung einer tumorbegünstigenden 

Mikroumgebung beteiligt sind, wurden Co-Kulturen mit primären AML- und primären 

Endothelzellen einerseits und CD34-positiven hämatopoetischen Vorläuferzellen von 

gesunden Spendern und Endothelzellen andererseits durchgeführt. So sollten die in der 

Knochenmarksnische herrschenden Bedingungen im Gesunden und bei AML modellhaft 

nachgeahmt werden, um einen Vergleich der Genexpression von AML-Zellen nach Interaktion 

mit Stromazellen mit der der entsprechenden gesunden hämatopoetischen Progenitorzellen 

zu ermöglichen. 

 

PLS3 zeigte in der folgenden Microarray-Analyse (Human Gene 2.0 ST Array, Affymetrix, 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) eine signifikant erhöhte Expression in AML-

Zellen nach Co-Kultur im Vergleich zur Monokultur, während die PLS3-Expression in den 

CD34-positiven hämatopoetischen Vorläuferzellen von gesunden Spendern unverändert 

blieb. Daraufhin wurden verschiedene AML-Zelllinien mittels quantitativer Realtime-PCR (RT-

qPCR) auf ihre PLS3-Expression untersucht. Hier zeigte sich lediglich in Kasumi-1-Zellen eine 

deutliche PLS-3-Expression. In THP1-Zellen wurde nur eine geringe Expression, in 10 

weiteren Zelllinien keine relevante PLS3-Expression nachgewiesen, sodass in der Folge der 

Fokus auf die Untersuchung von Kasumi-1 gelegt wurde, was die funktionelle Bedeutung 

dieser erhöhten PLS3-Expression betrifft. 

 

In den primären AML-Zellen aus Knochenmarksbiopsien von 25 AML Patienten lag in etwa 

der Hälfte der Fälle eine PLS3-Expression vor (Abbildung 1a). Auf Proteinebene wurde die 

PLS3-Expression in primären AML-Zellen zusätzlich durch Immunfluoreszenzdarstellung 

nachgewiesen (n = 9, Abbildung 1b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

[Abbildung 1]  
Expression von PLS3 in primären AML-Proben. (a) Die PLS3 mRNA-Expression von primären AML-  
Proben wurde mittels quantitativer Real-Time-PCR (RT-qPCR) ermittelt und auf GAPDH normalisiert.  
Die relative Expression ist im Vergleich zu Kasumi-1-Zellen dargestellt (diese haben den Wert 1). (b)  
Die PLS-3-Proteinexpression in primären AML-Proben wurde mittels Immunfluoreszenz analysiert 
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(grün dargestellt). Der Abschnitt oben links zeigt die Negativkontrolle ohne primären Antikörper, 

während die Abschnitte unten links und die auf der rechten Seite die Färbung von 3 primären 

AML-Proben mit unterschiedlicher PLS-Expression zeigen. Aus Velthaus et al. (2019) 
 
 
 
 

2.2.2 Funktionelle Analyse von PLS3-Knockdown und -Hochregulierung in Kasumi-1-Zellen 

 

Um die funktionelle Bedeutung von PLS3 in AML-Zellen näher zu beleuchten, wurden einerseits 

mittels zweier PLS3-komplementärer Short-Hairpin-RNAs (shRNAs, PLS3-shRNA1 und PLS3-

shRNA2) PLS3-Knockdown-Kasumi-1-Zellen und andererseits mittels lentiviraler Transduktion 

eines Überexpressionsvektors mit einem jeweils N-terminalen (PLS3-GFP) oder C-terminalen 

(GFP-PLS3) PLS3-GFP-Fusionskonstrukt PLS3 überexprimierende Kasumi-1-Zellen hergestellt. 

Die PLS3-Expression wurde daraufhin mittels RTqPCR überprüft und es zeigte sich eine ca. 80% 

bzw. 90% geringere Expression in den Knockdown-Zellen sowie eine 18- bzw. 35-fach erhöhte 

PLS3-Expression in den PLS3-hochregulierten Zellen. 

 

Das Vorhandensein von PLS3 in den Kasumi-1-Zellen wurde daraufhin 

fluoreszenzmikroskopisch sichtbar gemacht und es wurde insbesondere die räumliche 

Überlagerung von PLS3 als Aktinbindeprotein zu F-Aktinfasern überprüft, welche in Abbildung 

2a deutlich dargestellt ist. 

 

Im Weiteren wurde die Fähigkeit der Kasumi-1-Zellen zu proliferieren untersucht. Die PLS3-

Knockdown-Zellen wiesen im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollzellen eine geringere 

Proliferationsaktivität nach 7 Tagen im Nährmedium auf. Die PLS3 überexprimierenden Zellen 

zeigten ein etwas, jedoch nicht signifikant gesteigertes Zellwachstum (Abbildung 2b-e). 

 

Um die Fähigkeit der Zellen, leukämische Nachfolgerzellen zu bilden, zu untersuchen, wurden 

Kolonieformations-Assays in semisolidem, methylzellulosebasiertem Medium durchgeführt. Diese 

Methode impliziert die Fähigkeit einer AML-Zelle neue Abkömmlinge von sich zu bilden. Dazu 

wurden PLS3-Knockdown-Zellen und PLS3-Überexpressionszellen in oben genanntem Medium 

ausgesät und die entstandenen Zellkolonien nach 7 – 10 Tagen gezählt und mit den der jeweiligen 

Zellreihe entsprechenden Kontrollzellen verglichen. Hier wurden signifikant geringere 

Koloniezahlen der PLS3-Knockdown-Zellen festgestellt. Gleichzeitig wiesen die PLS3-

Überexpressionszellen eine erhöhte Kolonieformationsfähigkeit im Vergleich zu den mit einem 

Kontrollvektor transduzierten Kasumi-1-Zellen auf (Abbildung 2f,g). 

 

Des Weiteren sollten mögliche Mitspieler in den zugrunde liegenden Signalkaskaden der eben 

dargestellten Effekte identifiziert werden. Zu diesem Zweck wurde eine vollständige RNA-

Sequenzierung der PLS3-Knockdown-Kasumi-1 (PLS3-shRNA1 Kasumi-1; PLS3-shRNA2 

Kasumi-1) angefertigt und die Genexpression mit entsprechenden Kontrollzellen verglichen. 

Erstaunlicherweise fand sich hierbei eine lediglich moderate Änderung der Genexpression. Nach 

Anpassen des p-Wertes auf p<0,1 zeigten zehn Gene sowie zwei nicht kodierende RNA-

Sequenzen eine veränderte Expression in beiden Knockdown-Varianten im Vergleich zu den 

jeweiligen Kontrollzellen. Darunter waren das Faszikulations- und Elongationsprotein Zeta (FEZ1), 

Multimerin 1 (MMRN1), und antisense RNA 1 (RGMB-AS1). Zusätzlich wurden öffentlich 

verfügbare Genexpressionsdaten einer großen Kohorte von AML-Patienten (GEO 

Zugangsnummer GSE6891) mittels Pearson-Korrelation (Verhaak et al. 2009) analysiert, um 

festzustellen, ob gemeinsame mit hoher PLS3-Expression korrelierende 
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Genexpressionsveränderungen bestehen. Es wurden für ENPP3, KIAA1751, MMRN1, 

POU4F3, RSPH10B und RGMB-AS1 signifikante, mit hoher PLS3-Expression korrelierende 

Expressionsveränderungen ermittelt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
[Abbildung 2]  
Funktionale in vitro Analysen mit PLS3-Knockdown- und -Überexpressions Kasumi-1-Zellen. (a) In 

GFP-PLS3-Überexpressionszellen wurde die Co-Lokalisierung von PLS3 und F-Aktin untersucht. F-

Aktin wurde mit Alex-fluor568-konjugiertem Phalloidin markiert (rot). (b-e) Die Proliferation von PLS3-

Knockdown- (PLS3 shRNA) (b,d) und PLS3-Überexpressions- (PLS3 OE = overexpression) (c,e) 

Kasumi-1-Zellen wurde in Proliferationsassays über 7 Tage analysiert. (b,c) zeigen eine 

Wachstumskurve über 7 Tage, (d,e) zeigen Balkendiagramme des relativen Zellwachstums an Tag 7. 

(f,g) Die Kolonieformationskapazität von PLS3-Knockdown- (f) und PLS3-Überexpressions- (g) 

Kasumi-1-Zellen wurde in Kolonieformations-Assays über 7 Tage beobachtet. *p < 0,05 Aus Velthaus 

et al. (2019). 
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2.2.3 In Vivo Experiment mit NSG Mäusen 

 

Aufgrund des Nachweises eines Effekts von PLS3 auf die Funktionalität von AML-Zellen in 

vitro sollte ein möglicher Einfluss in vivo überprüft werden. Dazu wurden Knockdown-Kasumi-

1-Zellen und Kasumi-1-Zellen, die mit einem Kontrollvektor, der eine scrambled-shRNA trug, 

transduziert worden waren, in immundefiziente NSG-Mäuse (n=9 pro Gruppe) implantiert und 

das Überleben, sowie die Entwicklung leukämischer Symptome beobachtet. In 

Übereinstimmung mit den in vitro Experimenten zeigten die Mäuse, denen PLS3-Knockdown-

Kasumi-1 implantiert worden waren, ein signifikant längeres Überleben (medianes Überleben 

64 bzw. 110 Tage; p < 0,001; Abbildung 3a). Drei der untersuchten Tiere entwickelten sogar 

keinerlei Krankheitssymptome und wurden schließlich getötet, um leukämische Herde zu 

identifizieren, die sich interessanterweise mittels durchflusszytometrischer Untersuchung nicht 

fanden. 
 
 

 

2.2.4 PLS3 als negativer prognostischer Marker in AML-Patienten 

 

Zuletzt wurde überprüft, ob auch in AML-Patienten eine hohe PLS3-Expression zu einem 

geringeren Überleben führt. Dazu wurden bereits veröffentlichte, microarray-basierte 

Genexpressionsdaten von 290 AML Patienten (GEO Zugangsnummer GSE6891) analysiert 

(Verhaak et al. 2009). Diese Kohorte wurde in eine Gruppe mit hoher PLS3-Expression und 

eine mit niedriger PLS3-Expression geteilt und bezüglich des Gesamtüberlebens (overall 

survival, OS) bzw. des ereignisfreien Überlebens (event free survival, EFS) untersucht. 

Zusätzlich gingen bekannte Einflussfaktoren, wie Karyotyp, der FLT3-Mutationsstatus und das 

Alter in die durchgeführte Cox-Regression mit ein. Nach schrittweisem Herausrechnen von 

nicht signifikanten Einflussfaktoren blieben eine hohe PLS3-Expression und das Alter als 

alleinige, signifikante Prognosefaktoren für das Gesamtüberleben übrig. Bezüglich des EFS 

hatte der Grad der PLS3-Expression den größten Einfluss, ohne dass es statistisch 

signifikante Prognosefaktoren gab. Unter den FAB-Subtypen M1, M2, M4 oder M5 wurden 

hinsichtlich der Verteilung von Patienten mit hoher PLS3-Expression keine signifikanten 

Unterschiede gefunden (Tabelle 1). Aufgrund zu geringer Fallzahlen in der untersuchten 

Kohorte wurden die FAB-Subtypen M0, M3, M6 und M7 nicht herangezogen. 

 

Die Untersuchung einer weiteren öffentlich verfügbaren AML-Patientenkohorte bestätigte den 

negativen prognostischen Einfluss von PLS3. Auch hier war eine hohes PLS3-

Expressionslevel mit einem geringeren Gesamtüberleben vergesellschaftet (p=0,009; n=553 

Patienten, GEO Aufrufnummer GSE37642; Abbildung 3b-d) (Li et al. 2013). 
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[Abbildung 3]  
Eine hohe PLS3-Expression ist mit schlechterer Prognose assoziiert. (a) Kaplan-Meier-Kurven von 

NSG-Mäusen, denen PLS3-Knockdown- (gestrichelte Linie) oder Kontroll-Kasumi-1-Zellen 

(durchgezogene Linie; n=9 Mäuse pro Gruppe; p < 0,001) transplantiert wurden. (b,c) Es wurde ein 

deutlicher Unterschied für hohe PLS3-Expression (durchgezogene Linie) gegenüber einer niedrigen 

PLS3-Expression (gestrichelte Linie) bezüglich des OS und EFS in einer öffentlich verfügbaren AML-

Patientenkohorte (n=293; p=0,062 für OS und p=0,067 für EFS) festgestellt. (d) Hohe PLS3-

Expressionslevel (durchgezogene Linie) waren assoziiert mit schlechtem Gesamtüberleben im 

Vergleich zu niedrigen PLS3-Expressionslevel (gestrichelte Linie) in einer weiteren unabhängigen 

AML-Patientenkohorte (n=553; p=0,009). Aus Velthaus et al. (2019). 
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[Tabelle 1]  
Verteilung von PLS3-hoch- oder niedrigexprimierenden Patienten anhand verschiedener 

FAB-Subtypen. Aus Velthaus et al. (2019). 

 

 PLS3 (%)   
    

FAB-Subtyp niedrigexprimierend hochexprimierend exakter Test nach Fischer 
    

M1 (n = 67) 81 19 p = 0,077 
    

M2 (n = 64) 94 6  
    

M4 (n = 59) 93 7  
    

M5 (n = 62) 97 3  
    

 

 

2.3 Diskussion 

 

Die dargestellten Ergebnisse haben gezeigt, dass PLS3 ein möglicher Einflussfaktor auf AML-

Zellen und die akute myeloische Leukämie an sich ist. Kasumi-1-Zellen, bei denen ein 

Knockdown von PLS3 durchgeführt wurde, zeigten eine geringere Proliferationsfähigkeit im 

Vergleich zu den entsprechenden Kontrollzellen, während PLS3 überexprimierende Kasumi-

1-Zellen eine leicht - wenn auch nicht signifikant - höhere Proliferationsfähigkeit aufwiesen. 

Wichtiger ist jedoch, dass bezüglich der Klonogenität, die mithilfe der Kolonieformations-

Assays untersucht wurde, die PLS3-Überexpressionszellen gegenüber den mit PLS3-shRNA 

behandelten Zellen eine signifikant erhöhte Fähigkeit besaßen, Abkömmlinge zu bilden. Ein 

Prozess, der sowohl auf die Stammzellfähigkeit einer Zelle schließen lässt als auch für das 

Niederlassen und Anwachsen von Tumorzellen in vivo eine entscheidende Rolle spielt. Dazu 

passend wurde gezeigt, dass NSG-Mäuse, denen PLS3-Knockdown-Kasumi-1-Zellen 

transplantiert wurden, nicht nur ein signifikant längeres Überleben aufwiesen als die Tiere, 

denen entsprechend die Kontrollzellen injiziert worden waren, sondern dass drei der Tiere im 

Verlauf des Experimentes überhaupt keine Krankheitssymptome entwickelten. Dies lässt die 

These zu, dass hier aufgrund der PLS3-Unterdrückung kein Anwachsen der AML-Zellen 

stattgefunden hat. Schließlich konnte nachgewiesen werden, dass PLS3 auch im Menschen 

eine wichtige Rolle spielt, was dadurch gezeigt wurde, dass in den beiden untersuchten 

Patientenkohorten eine hohe PLS3-Expression direkt mit einem schlechten Gesamt- und 

krankheitsfreien Überleben (disease free survival, DFS) der AML-Patienten korrelierte. 

 

Ein Einfluss von PLS3 auf das Wachstum, die Ausbreitung und den Krankheitsverlauf im 

Generellen wurde bereits in einigen Studien für verschiedene Tumorentitäten beschrieben. 

So zeigten Dulmage und Geskin, dass kutane T-Zell-Lymphom-Zellen mit geringerer PLS3-

Expression eine geringere Motilität und gleichzeitig eine höhere Apoptoserate aufweisen als 

die Zellen mit hoher PLS3-Expression (Dulmage and Geskin 2013). In einigen Patienten mit 

Sézary-Syndrom, einer leukämischen, erythrodermen Form des kutanen T-Zell-Lymphoms, 

wurde gezeigt, dass durch Hypomethylierung der PLS3-Promotorregion dessen Expression 

hochreguliert war (Henn et al. 2015; Jones et al. 2012; Wong et al. 2015) und dass das 

PLS3-Expressionslevel mit der Krankheitsschwere des Sézary-Syndroms korreliert (Tang et 

al. 2010). Bei Magenkrebspatienten konnte eine hohe PLS3-Expression als negativer 
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prognostischer Marker identifiziert werden und ging z.B. mit einem fortgeschrittenerem 

Tumorstadium, häufigerer Metastasierung und größerer Invasionstiefe einher (Kurashige et 

al. 2019). Des Weiteren wurde bei Patienten mit kolorektalem Karzinom (CRC) eine 

Verbindung von PLS3-Expression in zirkulierenden Tumorzellen (CTCs) mit 

Lymphknotenmetastasen nachgewiesen (Kujawski et al. 2015) und es wurde gezeigt, dass 

CTC-assoziiertes PLS3 ein geeigneter Marker sein kann, inflammatorische von malignen 

Darmerkrankungen zu unterscheiden (Born et al. 2021). Mittels Microarray-Analyse von 

Patienten mit CRC wurde zudem eine erhöhte Expressionsrate von PLS3 bei Vorhandensein 

von Metastasen, sowie eine Korrelation erhöhter PLS3-Expression mit größeren 

Stammzelleigenschaften der Tumorzellen gezeigt. Darüber hinaus ergab sich eine 

Verbindung zwischen PLS3-Expression in CTCs mit schlechterer Prognose und 

Wiederauftreten der Krankheit (Yokobori et al. 2013) und es wurde gezeigt, dass eine 

verbreitete Genvariante von PLS3 einen unabhängigen prognostischen Faktor für früheres 

Wiederauftreten der Krankheit bei Patientinnen mit Kolonkarzinom in Stadium II und III 

darstellt (Szkandera et al. 2013). Ähnliche Ergebnisse wurden bei Patientinnen mit Brustkrebs 

erzielt. Auch hier wurde eine erhöhte PLS3-Expression in CTCs nachgewiesen und PLS3-

positive Patienten wiesen ein geringeres OS und DFS auf. Daneben zeigte sich PLS3 als 

unabhängiger negativ prädiktiver Faktor für das Gesamtüberleben (Ueo et al. 2015). Eine 

weitere Tumorentität, bei der PLS3 für die Prognose und Differenzierung eine Rolle spielt, ist 

das Adenokarzinom des Pankreas. Hier war hohe PLS3-Expression ebenfalls mit einer 

schlechteren Prognose assoziiert und ermöglichte eine Unterscheidung vom diffusen 

großzelligen B-Zell-Lymphom (Xiong et al. 2021). Neben seiner Rolle als Marker in CTCs 

ergab auch eine hohe PLS3-Plasmakonzentration eine Korrelation mit schlechterem OS, 

sowie geringerem Therapieansprechen bei Patienten mit nicht-kleinzelligem 

Bronchialkarzinom, die mit Nivolumab behandelt wurden (Kuriyama et al. 2021). Insbesondere 

die Verbindung der PLS3-Expression zu zirkulierenden Tumorzellen, zur Metastasierung und 

zu einem schlechteren Krankheitsverlauf legt die Hypothese nahe, dass PLS3 in die zugrunde 

liegenden Signalkaskaden involviert ist, die Tumorzellen dazu bringen, die epithelial-

mesenchymale Transition (EMT) zu durchlaufen, Stammzelleigenschaften zu erlangen und 

sich niederzulassen und Metastasen bilden zu können. Dieser Prozess läuft wahrscheinlich in 

soliden Tumoren, wie in hämatologischen Erkrankungen, beispielsweise der AML, ähnlich ab. 

So wäre es möglich, dass eine erhöhte PLS3-Expression auch zum Krankheitserhalt der AML 

beiträgt. Ob sich PLS3 möglicherweise auch als Angriffspunkt für Therapien eignet, müsste in 

weitergehenden Studien erforscht werden. 

 

Außerdem hat sich neben der Arbeit von Kuriyama et al. in weiteren Forschungsarbeiten ergeben, 

dass PLS3 auch mit Therapieresistenz von Tumoren in Verbindung steht. Hisano und Kollegen 

zeigten in Zelllinien verschiedener humaner Tumorentitäten, darunter Blasenkrebs, Prostatakrebs, 

sowie Kopf- und Halstumoren, die eine Cisplatin-Resistenz aufwiesen, höhere PLS3-Level als in 

den nicht resistenten parentalen Zelllinien. Gleichzeitig führte eine Reduktion der PLS3-Expression 

in Blasenkrebszellen zu einer erhöhten Cisplatin-Sensitivität. (Hisano et al. 1996). Ähnliche 

Ergebnisse lieferte eine Studie von Ma et al., die zeigte, dass das Ausschalten von PLS3 in 

tripelnegativen Brustkrebszellen eine erhöhte Sensitivität gegenüber Paclitaxel über eine 

Aktivierung der p38 MAPK-Signalkaskade vermittelt (Ma et al. 2019). Daneben zeigten Versuche 

mit der Zelllinie CHO (Chinese Hamster Ovary) einen Zusammenhang zwischen PLS3-Expression 

und Zellzykluskontrolle. Zellen im strahlungsinduzierten G2-Arrest zeigten eine erhöhte PLS3-

Expression. Sobald PLS3 herunterreguliert wurde, zeigten sich weniger Zellen im G2-Arrest. 

(Sasaki et al. 2002). PLS3 
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zeigte sich außerdem in UV-resistenten Zellen hochreguliert (Higuchi et al. 1998). Sowohl 

Cisplatin als verbreitetes Chemotherapeutikum als auch (UV-)Strahlung stören die DNA-

Struktur und damit ihre Funktion. In der Folge werden die betroffenen Zellen apoptotisch. Aus 

den genannten Ergebnissen lässt sich folgern, dass eine Hochregulierung von PLS3 

möglicherweise dazu führt, dass Zellen in geringerem Maße in die Apoptose gehen und so 

eine Resistenz gegen zytostatische Therapien wie Cisplatin entsteht, die möglicherweise auch 

zu einem geringeren Überleben von KrebspatientInnen führt. 

 

Daneben gibt es Knochenerkrankungen, bei denen PLS3 Einfluss auf die Pathogenese hat. Zu 

nennen sind die X-chromosomal vermittelte idiopathische juvenile Osteoporose (IJO), die junge 

Männer betrifft, sowie die postmenopausale Osteoporose älterer Frauen. In beiden Fällen kann 

eine PLS3-Isoform die Krankheitsentstehung oder Krankheitsschwere begünstigen. Dies 

geschieht über eine Aktivitätsveränderung der Osteoklasten, die dazu führt, dass bei den 

betroffenen Patienten eine dickere, jedoch weniger funktionsfähige Kortikalis gebildet wird. 

Ursächlich dafür ist eine wahrscheinlich PLS3 vermittelte Hochregulierung von NFκB, die zu einer 

Osteoklasteninaktivierung führt (Neugebauer et al. 2018). Interessanterweise spielt NFκB als 

Onkogen auch in verschiedenen Krebserkrankungen eine Rolle. So nimmt es beispielsweise als 

Aktivator der cMYC Promotorregion Einfluss auf die Expression des Onkogens MYC und 

verhindert zusätzlich dessen Abbau (Huang et al. 2014; La Rosa et al. 1994). MYC wiederum ist 

neben der Tatsache, dass es einen negativen prognostischen Faktor in der AML darstellt, an der 

Pathogenese einiger weiterer Tumorentitäten beteiligt (Dang 2012; Ohanian et al. 2019). Über 

diese Kette der Einflussnahme auf die Expression könnte PLS3 über NFκB-vermittelte MYC-

Überexpression zumindest teilweise die hier gezeigten leukämiebegünstigenden Effekte 

aufweisen. 

 

Um zu beleuchten, mit welchen anderen Proteinen PLS3 im Rahmen der vorgestellten Einflüsse 

auf die Zellbiologie interagiert, führten wir eine RNA-Sequenzierung der PLS3-Knockdown-Zellen 

durch. Unter den dysregulierten RNA-Sequenzen, von denen sich trotz der ausgeprägten 

Expressionsunterdrückung von PLS3 erstaunlicherweise nur wenige fanden, war FEZ1. Ein 

Protein, das in einigen Tumorentitäten tumorsupressive Eigenschaften besitzt (Chen et al. 2009; 

Toyooka et al. 2002; Vecchione et al. 2002), über das jedoch bezüglich der AML entgegengesetzte 

Effekte diskutiert werden. Eine Hochregulierung von FEZ1 in HEK293-und HeLa-Zellen führte zum 

Auftreten mehrlappiger Zellkerne, einem Aspekt, den leukämische Zellen häufig aufweisen (Lanza 

et al. 2008). Weiterhin beeinflusst FEZ1 über eine Interaktion mit dem Retinsäurerezeptor (retinoic-

acid-receptor, RAR) die Transkription des Gens HOXB4 (Bertini Teixeira et al. 2018). Hierbei 

handelt es sich um ein Gen, von dem angenommen wird, dass es Einfluss auf verschiedene 

Tumorentitäten, darunter Leukämie, hat und das mit geringerem Überleben der Patienten und 

Resistenz gegenüber Chemotherapien zusammenhängt (Bodey et al. 2000; Wang et al. 2016; 

Zhang et al. 2008). Außerdem kam es zur Expressionsveränderung von MMRN1, einem Gen, das 

als negativer prognostischer Marker bei pädiatrischer AML bekannt ist (Laszlo et al. 2015), und 

von dem vermutet wird, dass es als Faktor-V/Va-Bindeprotein an Prozessen in der extrazellulären 

Matrix (EZM) beteiligt ist (Jeimy et al. 2008), darüber hinaus aber keine bekannten funktionellen 

Einflüsse besitzt. Schließlich wies die nichtkodierende RNA-Sequenz RGMB-AS1 eine niedrigere 

Expression auf. In einigen Tumorentitäten wie Larynxkarzinom und Adenokarzinom der Lunge 

korreliert die Expression positiv mit fortgeschrittenen Krankheitsstadien (Li et al. 2016 (Publikation 

zurückgezogen); Xu and Xi 2019). Andere Daten aus einer Studie mit hepatozellulärem Karzinom 

legen nahe, dass es sich hier um einen 
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positiven prognostischen Marker handelt (Sheng et al. 2018), sodass die Rolle, die RGM-AS1 

in der Tumorbiologie spielt, derzeit nicht ausreichend erforscht ist. 

 

Alles in allem wurde in dieser Dissertation der Einfluss von PLS3 auf die Entwicklung und die 

Aufrechterhaltung von AML gezeigt. In weiteren Studien sollte untersucht werden, welche 

zugrundeliegenden Mechanismen und Signalkaskaden für die tumorbegünstigenden Effekte 

verantwortlich sind und ob sich PLS3 als Ziel für neuartige Therapien eignet. 
 
 
 
 

2.4 Material und Methoden 

 

2.4.1 Patienten und Proben 

 

Primäre AML-Zellen wurden nach schriftlichem Einverständnis der Patienten und Zustimmung 

der Ethik-Kommission zur Durchführung der Studie gewonnen (PV3469, Ethik-Kommission 

der Ärztekammer Hamburg). Die Isolation der Zellen erfolgte aus Knochenmark mittels 

Dichtegradienten-Zentrifugation. 

 

Weiterhin wurden zwei unabhängige Kohorten von AML-Patienten, von denen microarray-

basierte Genexpressionsdaten von Verhaak et al. (Kohorte A, n=290 Patienten, Daten in der 

NCBI GEO Datenbank abrufbar, GEO Zugangsnummer GSE6891), sowie Li et al. (Kohorte B, 

n=553 Patienten, Daten in der NCBI GEO Datenbank abrufbar, GEO Aufrufnummer 

GSE37642) veröffentlicht worden waren, analysiert (Li et al. 2013; Verhaak et al. 2009). Die 

Patienten der Kohorte A stammten von einer klinischen Studie durchgeführt von Löwenberg 

et al. (Löwenberg et al. 1997), mit einem Alter von 15-60 Jahren, kürzlich diagnostizierter AML 

(APL wurde ausgeschlossen), die 3 Zyklen einer Standardchemotherapie erhalten hatten. In 

einem 2 × 2 faktoriellen Design wurden die Patienten randomisiert und erhielten Granulozyten-

Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor entweder nur während der Chemotherapie, nach 

der Chemotherapie bis zur Erholung des Blutbildes, während beider Perioden oder gar nicht. 

Das leukämiespezifische Behandlungsergebnis war unabhängig von der Gruppenzuordnung. 

Für die Kohorte B wurden die Patienten in die deutsche AMLCG-1999-Studie aufgenommen. 

Die Patienten erhielten eine intensive Standard-Induktionschemotherapie, auf die entweder 

eine autologe Stammzelltransplantation oder eine Konsolidierungstherapie plus eine 

dreijährige Erhaltungschemotherapie folgte. 
 
 
 
 

2.4.2 Zellkultur 

 

Die humane AML-Zelllinie Kasumi-1 wurde in RPMI-1640-Medium (Gibco) kultiviert, das mit 

20% fetalem Rinderserum (FBS, Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) angereichert wurde. 

HEK293T-Zellen wurden in DMEM-Medium (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA) kultiviert, das mit 10 % FBS angereichert wurde. Alle Zellen wurden in einem 

befeuchteten Inkubator mit 5% CO2 bei 37 °C gehalten. 
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2.4.3 Quantitative PCR-Analyse mit reverser Transkription 

 

Gesamt-RNA wurde mit dem innuSPEED Tissue RNA Kit (Analytik Jena, Jena, Deutschland) 

extrahiert und mit dem PrimeScript RT Master Mix (Clontech, Madison, WI, USA) in cDNA 

transkribiert. Exon-übergreifende Primer für PLS3 und Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 

(GAPDH) wurden mit Primer-3-Software (Whitehead Institute for Biomedical Research, Boston, 

MA, USA) wie folgt entworfen: PLS3 vorwärts 5′-atttgtgctctgggtggaac-3′, PLS3 rückwärts 5′ 

acaggtcatcggtgttaggg-3′, GAPDH vorwärts 5′ gtcagtggtggacctgacct 3′, GAPDH rückwärts 5′ 

tgctgtagccaaattcgttg-3′. Die quantitative Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-

qPCR) wurde mit dem LightCycler 96 (Roche, Basel, Schweiz) unter Verwendung des SYBR 

Premix Ex Taq 2 Kit (Takara, Tokio, Japan) über 40 PCR-Zyklen durchgeführt. Die PCR-

Effizienzen wurden anhand einer Standardkurve berechnet, die aus logarithmischen 

Verdünnungen einer positiven cDNA-Probe gewonnen wurde. Die Proben wurden in Triplikaten 

gemessen und anschließend der Mittelwert berechnet. Die relative mRNA-Expression von PLS3 

wurde mit einer von Pfaffl (Pfaffl 2001) entwickelten Methode berechnet. Als Referenzgen diente 

die Expression von GAPDH. 

 
 

 

2.4.4 Immunofluoreszenzfärbung 

 

Die gesamten Zellbestandteile leukämischer monozytärer Zellen aus Knochenmark von AML-

Patienten wurde mittels Rotofix 32A-Zentrifuge (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland) 

auf Glasobjektträger übertragen. Die Objektträger wurden 10 Minuten lang in 4 % 

Paraformaldehyd/PBS fixiert, 5 Minuten lang in 0,1 % Triton-X 100 permeabilisiert und 

anschließend 60 Minuten lang mit 10 % normalem Eselsserum geblockt. Der primäre PLS3-

Antikörper (Verdünnung 1:500, #PA5-27883; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) wurde über 

Nacht inkubiert woraufhin nach einstündiger Inkubation mit einem sekundären AF488-

konjugierten Esel-Anti-Kaninchen-IgG-Antikörper (1:400, #A21206, Invitrogen) die Färbung 

mit DAPI durchgeführt wurde. 
 
 
 
 

2.4.5 Lentivirale Transduktion von Kasumi-1-Zellen mit PLS3-spezifischer shRNA oder einem 

PLS3-Überexpressions-Konstrukt 

 

pLKO.1- puro-Vektoren, die für PLS3 als Target kodieren (sh1-Sequenz 5′-

CCGGGCTCAGAACTTAGACGGGATTCTCGAGAATCCCGTCTAAGTTCTGAGCTTTTTG-  
3′ und sh2-Sequenz 5′-  
CCGGGCTGAGAGTATGCTTCAACAACTCGAGTTGTGAAGCATACTCTCAGCTTTTG-3′) 

oder scrambled shRNA (Negativkontrolle) wurden von Sigma-Aldrich (Taufkirchen, 

Deutschland) erworben. Die shRNA-Sequenzen wurden in das LeGO-Vektorsystem (ein von 

HIV1 abgeleiteter lentiviraler Vektor der 3. Generation) kloniert. Dieses System trägt 

fluoreszierende Markerproteine, die eine einfache Testung der Transduktionseffizienz 

(www.LentiGO-Vectors.de) erlauben und verfügt über Gene, die für Antibiotikaresistenz 

kodieren, und so die Auswahl der transduzierten Zellen erleichtern. Für die 

Überexpressionsvarianten wurde ein LeGO-Vektor konstruiert, der die PLS3-

Kodierungssequenz upstream oder downstream des GFP-Inserts trägt. So wurde ein N- 
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terminales (PLS3-GFP) bzw. ein C-terminales (GFP-PLS3) PLS3- und GFP-

Fusionskonstrukt hergestellt. Der GFP-Vektor diente als Negativkontrolle. 

 

HEK293T-Zellen wurden für die Herstellung der lentiviralen Partikel verwendet. Diese wurden  
24 Stunden nach der Transfektion geerntet und zu Kasumi-1-Zellen hinzugefügt. Die Selektion 

der transduzierten Zellen erfolgte durch Zugabe von Puromycin (2 μg/mL; Sigma-Aldrich; für 

sh1-transduzierte und PLS3-GFP- und GFP-PLS3-Überexpressionsvarianten) bzw. Zeocin (2 

μg/mL; Sigma-Aldrich; für sh2-transduzierte Zellen). Die Effizienz des Knockdowns bzw. der 

Überexpression wurde in einer quantitativen PCR-Analyse an Tag 4 der Behandlung mit 

Puromycin oder Zeocin analysiert. Jegliche Arbeit mit lentiviralen Partikeln wurde in einem 

Labor der Sicherheitsstufe S2 nach deutschem Recht durchgeführt. 
 
 
 
 

2.4.6 F-Aktin-Färbung 

 

AML-Zellen, die auf Kammerobjektträgern mit Poly-L-Lysin-Beschichtung (Ibidi) gewachsen 

waren, wurden mit 4% Paraformaldehyd/PBS für 10 min bei 37 °C fixiert. Nach dreimaligem 

Waschen der Zellen mit PBS wurden sie mit Alexa Fluor 568 Phalloidin (Thermo Fisher 

Scientifics, Waltham, MA, USA) in 1:1000 Verdünnung mit PBS für 30 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen erneut dreimal mit PBS gewaschen 

und mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol in 1:2000 Verdünnung mit PBS für 5 min bei 

Raumtemperatur gefärbt. Nach einem letzten Waschen erfolgte die Fluoreszenzanalyse 

mittels Keyence BZ 9000 Mikroskop. 
 
 
 
 

2.4.7 Proliferationsassays 

 

PLS3-Knockdown-, PLS-Überexpressions und die entsprechenden Kontrollzellen wurden in 

Triplikaten in 24-Well-Platten mit einer Zelldichte von 0,3 x 106 Zellen/ml ausgesät. An Tag 3 

und Tag 7 nach Aussaat wurde die Zellkonzentrationsbestimmung und Vitalitätsanalyse 

mittels Vi-Cell XR (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) durchgeführt. 
 
 
 
 

2.4.8 Kolonie-Formations-Assays 

 

Die Fähigkeit der PLS3-Knockdown- bzw. PLS3-Überexpressions-Zellen Kolonien zu bilden 

wurde mit den entpsrechenden Kontrollzellen verglichen. Dazu wurden die AML-Zellen in 

Methocult (Methocult H4230, Stemcell Technologies) mit einer Zelldichte von 250 Zellen/ml 

ausgesät und die Zahl der entstandenen Kolonien nach 7 Tagen mittels inversem Mikroskop 

(Axiovert 25, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Germany) gezählt. 
 
 
 
 

2.4.9 Xenograft Modell 

 

1 x 106 Kasumi-1-Zellen mit PLS3-Knockdown oder scrambled-shRNA wurden intravenös in 

weibliche NSG (NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Wjl/SzJ) Mäuse transplantiert (9 Tiere pro 
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Gruppe). Die Tiere wurden getötet, sobald sie eindeutige leukämische Symptome wie 

drastischen Gewichtsverlust, sichtbare Tumormasse, Hypothermie oder Apathie zeigten. 3 

Mäuse der Kontrollgruppe, die schlussendlich keine Symptome zeigten, wurden 200 Tage 

nach Transplantation der AML-Zellen getötet und mittels Durchflusszytometrie auf AML-

Infiltration in peripherem Blut, Knochenmark, Milz, und Leber untersucht. Hierzu wurde ein 

humanspezifischer CD45 Antikörper (Clone HI30, Biolegend, San Diego, CA, USA) 

verwendet. 
 
 
 
 

2.4.10 RNA Sequenzierung 

 

Mittels RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) wurde die Gesamt-RNA der lentiviral 

transduzierten Kasumi-1-Zellen extrahiert. Im Anschluss erfolgte die weitere Aufbereitung zur 

RNA-Sequenzierung mithilfe des NEBNext Ultra II RNA directional Kit (New England Biolabs, 

Höchst, Deutschland). Die Sequenzierung erfolgte mit dem NextSeq® 500 System (Illumina, 

San Diego, CA, USA). Nach weiterer Aufbereitung (bcl2fastq2, FastQC, FastQ groomer, 

Stanford Genetics Bioinformatics Service Center Galaxy Plattform (Stanford, CA, USA)) und 

Quantifizierung (SeqMonk 1.45 (Babraham Institute)) wurden anhand zweier kombinierter 

PLS3-shRNAs die signifikant anders exprimierten Gene analysiert. Dies erfolgte mittels 

LIMMA Analyse (FDR < 0.05, Benjamin–Hochberg-Korrektur). 
 
 

 

2.4.11 Statistische Auswertung 

 

Die gesamten statistischen Analysen wurden mit SPSS 21 (SPSS inc., Chicago IL, USA) 

sowie R 3.5.0 (R Foundation for Statistical Computing, Wien, Österreich) unter Rückgriff auf 

das BioConductor Archiv durchgeführt. Das OS wurde als Zeitraum zwischen Inklusion in die 

Studie bis zum Tod definiert. EFS wurde definiert als Zeitraum zwischen Inklusion in die Studie 

bis zu einem vorher definierten Ereignis (erstes Therapieversagen, Rückfall oder Tod). Es 

wurden für verschiedene Kategorien Kaplan-Meier-Kurven berechnet und mit Log-rank-Tests 

verglichen. Die mittlere PLS3-Expression wurde benutzt, um Patienten in eine hoch- und eine 

niedrigexprimierende Gruppe zu teilen. Um diejenigen Genexpressionen zu identifizieren, die 

einen unabhängig signifikanten prädiktiven Faktor darstellen, wurden die Genexpressionen 

gleichzeitig in dasselbe multivariable Cox-Modell eingefügt mit anschließender 

Rückwärtsselektion. Die Unterschiede in der Proliferations- oder der Fähigkeit, Kolonien zu 

bilden, wurden mithilfe eines Mann-Whitney-U-Tests ermittelt. Für alle Untersuchungen wurde 

ein p-Wert von < 0,05 als statistisch signifikant zugrunde gelegt. 
 
 
 
 

2.5 Fazit 

 

Wir konnten das Aktinbindeprotein PLS3 als möglichen Einflussfaktor für die Entstehung und 

Aufrechterhaltung der akuten myeloischen Leukämie identifizieren. Weitere Studien sollten 

durchgeführt werden, um die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen zu untersuchen 

und PLS3 sollte als mögliches therapeutisches Zielprotein in Betracht gezogen werden. 
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3. Zusammenfassung 

 

3.1 Englisch 

 

PLS3 is upregulated in AML cells after co-culture with primary endothelial cells. PLS3 is also 

expressed in about half of our primary AML cells and in the Kasumi-1 AML cell line. PLS3 

expression levels on the mRNA level has an effect on the functionality of Kasumi1 cells: 

Kasumi-1 cells with a PLS3 knockdown proliferate at lower rates than the control cells and 

PLS3 overexpressing Kasumi-1 cells proliferate at higher rates while this change is not 

statistically significant. Colony formation capacity on the other hand is affected significantly. 

PLS3 knockdown Kasumi-1 show significantly lower colony formation capacity while PLS3 

overexpressing Kasumi-1 form significantly more colonies in semisolid medium than their 

respective controls. 

 

Alteration of PLS3 expression changes the RNA expression of 10 genes and 2 non-coding 

RNAs. Some of which might play a role in the pathogenesis of leukemia. 

 

NSG mice transplanted with PLS3 knockdown Kasumi-1 showed significantly prolonged 

survival compared to mice transplanted with control Kasumi-1 and some mice developed no 

leukemic symptoms at all and didn’t show leukemic infiltration in peripheral blood, bone 

marrow, spleen or liver. 
 
 

 

High PLS3 expression represents a negative prognostic marker in 2 independent AML patient 

cohorts as overall and disease free survival were significantly lower in high PL3 expressors 

compared to patients with lower PLS3 expression levels. 
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3.2 Deutsch 

 

PLS3 zeigt sich in AML-Zellen auf RNA-Ebene hochreguliert, nachdem diese in Co-Kultur mit 

primären Endothelzellen gebracht wurden. PLS3 wird außerdem in etwa der Hälfte der 

untersuchten primären AML-Zellen und in der Zelllinie Kasumi-1 exprimiert. Die PLS3-

Expression auf RNA-Ebene hat zusätzlich funktionale Effekte auf Kasumi-1-Zellen. Nach 

Durchführung eines shRNA vermittelten PLS3-Knockdowns in Kasumi-1-Zellen zeigten diese 

eine geringere Proliferationsrate als die entsprechenden Kontrollzellen. Gleichzeitig bewirkte 

die durch Transduktion eines PLS3-GFP-Fusionsvektors erzielte Überexpression von PLS3 in 

Kasumi-1- Zellen eine höhere Proliferationsrate. Letzteres Ergebnis ist jedoch nicht statistisch 

signifikant. Die Analyse der Fähigkeit Kolonien zu bilden ergab statistisch signifikante 

Ergebnisse. PLS3-Überexpressions-Kasumi-1 zeigten eine höhere und PLS3-Knockdown-

Kasumi-1 zeigten eine geringere Fähigkeit, in semisolidem Medium Kolonien zu bilden als die 

entsprechenden Kontrollzellen. 

 

Des Weiteren bewirkte die Veränderung der PLS3-Expression auch eine Veränderung der 

RNA-Expression von 10 Genen und 2 nicht-kodierenden RNAs. Einige dieser Gene könnten 

auch mit der Pathogenese von AML in Verbindung stehen. 

 

Um den Effekt einer veränderten PLS3-Expression in vivo zu überprüfen wurden NSG-

Mäusen PLS3-Knockdown-Kasumi-1-Zellen transplantiert. Die Tiere zeigten ein signifikant 

längeres Überleben als die Mäuse, denen Kontrollzellen transplantiert worden waren und 

einige Mäuse zeigten sogar keinerlei leukämische Symptome oder leukämische Infiltration von 

peripherem Blut, Knochenmark, Leber oder Milz. 

 

In 2 voneinander unabhängigen AML-Patientenkohorten konnten wir außerdem PLS3 als 

negativen prognostischen Marker identifizieren. Das Gesamt- und das ereignisfreie Überleben 

waren bei den Patienten mit hoher PLS3-Expression signifikant geringer als bei den Patienten 

mit niedriger PLS3-Expression. 
 
 
 
 
 

 

4. Erklärung des Eigenanteils 

 

Nachdem ich von Frau PD Dr. Jasmin Wellbrock in das von ihr und Prof. Dr. Walter Fiedler 

ausgearbeitete Projekt eingeführt wurde, bestanden meine Aufgaben zu einem großen Teil 

darin, die dafür notwendigen Experimente zu realisieren. 

 

Zu meinen durchgeführten Tätigkeiten gehörten u.a. die Kultivierung der für die Experimente 

benötigten Zellen, die Gewinnung primärer AML-Zellproben und die Co-Kultur von AML- und 

Endothelzellen. Des Weiteren zählten Isolation von RNA und die Durchführung quantitativer Real 

Time PCRs, sowie die Isolation von Zellproteinen und deren Nachweis mittels Western Blot zu 

meinen Aufgaben. Außerdem gehörte es zu meinem Anteil der Publikation, die PLS3-Knockdown- 

und PLS3-Überexpressions-Zellen herzustellen, deren Ausprägung mittels PCR bzw. 

Durchflusszytometrie darzustellen und in der Folge den Einfluss der veränderten PLS3-Expression 

auf die Zellen zu analysieren. So war es meine Aufgabe, die Proliferations- und Kolonie-

Formations-Assays durchzuführen. Die statistische Auswertung der durchgeführten 
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Experimente und deren graphische Darstellung zählten teilweise ebenso zu meinen 

Aufgaben. 

 

In Rücksprache mit Frau Wellbrock wurde die Methodik einiger Experimente angepasst. 

 

Die Durchführung der in vivo Experimente gehörte bzgl. der Arbeit mit den lebenden Tieren 

zu den Aufgaben von Frau Wellbrock, während es teils meine Aufgabe war, die in der Folge 

durchzuführenden Analysen der verschiedenen Gewebe hinsichtlich leukämischer Infiltration 

zu realisieren. 

 

Die Analyse des prognostischen Einflusses von unterschiedlicher PLS3-Expression in den 

AML-Patientenkohorten und deren graphische Darstellung zählten zu den Aufgaben von Frau 

Wellbrock. 

 

Die Darstellung der Co-Lokalisierung von PLS3 und F-Aktin wurde von Frau Prof. Dr. Sabine 

Windhorst und Frau Saskia Grüb durchgeführt. Die Auswertung der RNA-

Sequenzierungsdaten mit Untersuchung der dysregulierten RNA Abschnitte wurde von Herrn 

Dr. Jan Hennings durchgeführt. Die Einordnung der dysregulierten RNA-Abschnitte 

hinsichtlich ihrer Zugehörigkeit zu bestimmten Signalkaskaden und der möglichen Bedeutung 

für die Pathogenese der AML oder anderen Erkrankungen wurde von Frau Wellbrock 

durchgeführt. 

 

Das Manuskript wurde von Frau Wellbrock und Herrn Fiedler entworfen, während an der 

Kontrolle und Überarbeitung alle Co-Autoren beteiligt waren. 
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