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1. Arbeitshypothese und Fragestellung

Chromosomale Aberrationen, insbesondere Translokationen, sind ein wichtiger Mechanismus
bei der Entstehung maligner Erkrankungen. Die Identifikation der involvierten Gene und die
Entschliisselung ihrer Rolle in der Kanzerogenese und Leukédmogenese ist dabei nicht nur ein
entscheidender Faktor fiir das Verstindnis der Krebsentstehung, die involvierten Gene bzw.
die Genprodukte bieten auch einen hervorragenden Ansatz fiir die Behandlung dieser
Erkrankungen. Ziel dieser experimentellen Doktorarbeit war es, den Zusammenhang von
wachstumsfaktorunabhéngigem Wachstum einer AML-Zelllinie und der in Leukdmien
vorkommenden, mit einer schlechten Prognose einhergehenden, chromosomalen Aberration
3g21  zu  untersuchen. Hierzu  wurde als  Modellsystem  die  humane,
wachstumsfaktorabhédngige Leukédmiezelllinie NOS1, die GM-CSF zum Wachstum benétigt,
und die von dieser Linie abstammende wachstumsfaktorunabhédngige Sublinie NOSI-FI,
welche ohne GM-CSF wichst und eine 3q21-Translokation aufweist, verwendet. Basierend
auf vorliegenden Microarray-Expressionsdaten dieser beiden Linien sollten in dieser Arbeit
die differenzielle Expression von bestimmten Gene mittels quantitativer RNA-Analysen im
LightCycler validiert werden, welche eine unterschiedliche Expression in beiden Linien
zeigen und in einer Entfernung von maximal einer Million Basenpaare zum Bruchpunkt auf
dem translozierten Teilstiick 3q21 bzw. auf dem angrenzenden Abschnitt von Chromosom 12
liegen. Zudem sollte die differenzielle Expression ausgewdhlter Gene, unabhingig von deren
Lage in der Nihe des 3q21-Bruchpunkts untersucht werden. Diese Gene wurden aufgrund
threr bekannten oder postulierten proliferationsfordernden Eigenschaften aus den
vorhandenen Microarray-Daten ausgewdihlt und hinsichtlich der Frage untersucht, ob sie in
der wachstumsfaktorunabhingigen Zelllinie eine verdnderte Expression zeigen und somit
moglicherweise zu der Wachstumsfaktorunabhéngigkeit beigetragen haben konnten. Nach der
Validierung der differentiellen Expression solcher potenziell wichtigen Gene mittels
quantitativer RT-PCR  sollte exemplarisch untersucht werden, ob das Wachstum der
wachstumsfaktorunabhéngigen NOS1-FI-Zellen durch einen spezifischen Hemmstoff gegen
das in diesen Zellen hochregulierte Target-Protein inhibiert werden kann. Letztlich sollte
untersucht werden, ob das faktorunabhingige Wachstum der Zelllinie NOSI-FI
moglicherweise durch eine autokrine Stimulation von sezernierten Wachstumsfaktoren
vermittelt wird. Hierfiir sollten Proliferationsexperimente mit dem Zellkulturiiberstand der
NOS1-FI-Zellen auf den parentalen NOS1-Zellen in GM-CSF-freiem Medium durchgefiihrt

werden.



2. Einleitung

2.1 Chromosomale Aberrationen

2.1.1 Die Bedeutung rekurrenter chromosomaler Aberrationen in der

Tumorentstehung

Chromosomale Verdnderungen sind ein bedeutender Faktor in der Entstehung
maligner Erkrankungen. Bis heute sind weit mehr als 50.000 Fille chromosomaler
Aberrationen in iiber 11.500 Publikationen in Verbindung mit verschiedensten Tumortypen
beschrieben (Mitelman et al. 2013). Theodor Boveri postulierte bereits 1914 die Idee, dass
erworbene strukturelle Veridnderungen der Chromosomen eine Ursache fiir die maligne
Entartung von Zellen darstellen (Boveri 1914). Aufgrund der fehlenden technischen Mittel
konnte diese Hypothese in den folgenden Jahrzehnten nicht bewiesen werden, bis schlieBlich
im Jahr 1960 von Nowell und Hungerford zum ersten Mal eine spezifische chromosomale
Verinderung, das Philadelphia Chromosom, mit einer malignen Erkrankung, der chronisch
myeloischen Leukdmie (CML), in direktem Zusammenhang beschrieben wurde (P. C. Nowell
& Hungerford 1960; Peter C Nowell & Hungerford 1960). In den folgenden Jahren und
mithilfe neuer Darstellungsmethoden fiir die Struktur von Chromosomen, insbesondere der G-
Bénderung, wurde diese Verdnderung als reziproke Translokation der Chromosomen 9 und 22

identifiziert (Caspersson et al. 1970).

Somit war das Philadelphia Chromosom die erste beschriebene rekurrente
Translokation in einer malignen Erkrankung, der molekulare Mechanismus dahinter blieb
zundchst unverstanden. Die erste molekulare Charakterisierung einer spezifischen
Translokation gelang in den 1980er Jahren mit der Identifikation des c-MYC-Onkogens am
Bruchpunkt der Translokation t(8;14) des Burkitt-Lymphoms. Kurz darauf wurde mit der
Entdeckung des BCR/ABL-Fusionsgens auch die molekulare Grundlage des Philadelphia-
Chromosoms entschliisselt (Stam et al. 1985). Diese beiden Entdeckungen gaben den Anstof3
fir die dezidierte Erforschung weiterer chromosomaler Aberrationen in neoplastischen
Erkrankungen und deren Bedeutung fiir die maligne Transformation von Zellen (Mitelman et
al. 2007). Insbesondere technische Innovationen wie die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH) und die Microarray basierte, komparative genomische Hybridisierung (aCGH),
brachten enorme Fortschritte auf diesem Gebiet. Bis heute sind mehr als 60.000 Fille von
chromosomalen Aberrationen in iiber 100.000 Publikationen beschrieben (F Mitelman et al.,
2013; Felix Mitelman et al., 2007). Uber den Fokus auf rekurrente chromosomale
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Verinderungen ergab sich die Entdeckung von mittlerweile insgesamt 337 verschiedenen, in
Fusionen involvierten Genen (Mitelman et al. 2007). Die so identifizierten (Proto-)Onkogene
bilden heute einen Grundstein fiir das Verstdndnis der neoplastischen Entartung von Zellen
(Futreal et al. 2004; Sjoblom et al. 2006). Ein Grofteil der bisher bekannten Neoplasien mit
spezifischen chromosomalen Aberrationen machen die hédmatologischen Erkrankungen,
wobei jedoch auch in zahlreichen soliden mesenchymalen und epithelialen Tumoren

rekurrente Aberrationen beschrieben worden sind (Gasparini et al. 2007).

2.1.2 Mechanismen der Tumorentstehung in Folge chromosomaler Translokationen

Es gibt grundsitzlich zwei Wege, wie eine Translokation zur unkontrollierten
Proliferation und somit zur neoplastischen Transformation fiihren kann. Zum einen ist das
tiber die Bildung von Fusionsproteinen mdglich, zum anderen kann dies iiber die
dysregulierte Expression eines strukturell normalen Proteins durch translokationsbedingte

Verlagerung in einen fremden Promotorbereich geschehen.

Das erste und bekannteste Beispiel fiir eine maligne Transformation von Zellen
infolge einer chromosomalen Translokation mit Ausbildung eines Fusionsgens ist sicherlich
das  Philadelphia-Chromosom. Hieran soll beispielhaft der Mechanismus von

Fusionsproteinen in der Tumorentstehung erldutert werden.

Das Philadelphia-Chromosom ist eine chromosomale Translokation zwischen
Chromosom 9 und Chromosom 22 t(9;22)(q34;q11) (Peter C Nowell & Hungerford 1960).
Aus dieser Translokation resultiert eine Genfusion zwischen dem BCR-Gen auf Chromosom
22 und dem ABLI1-Gen auf Chromosom 9 (Stam et al. 1985). Abgesehen von der Fusion im
Rahmen des Philadelphia-Chromosoms ist iiber die Genfunktion von Wildtyp-BCR, trotz
intensiver Forschung, nicht viel bekannt. Das BCR-Protein hat eine Serin/Threonin-Kinase-
Funktion und ist ein GTPase aktivierendes Protein fiir p2lrac (National Center for
Biotechnology Information 2015b). Das ABL-Gen ist ein Protoonkogen, welches fiir eine
Tyrosinkinase mit vielfdltigen Funktionen in der Zelle wie Zellteilung, Adhésion,
Differenzierung und Anpassung an Stress (National Center for Biotechnology Information

2015a) verantwortlich ist.

Durch die Fusion beider Gene kommt es zur Bildung einer chimédren mRNA, diese

wird, je nach Bruchpunkt und aufgrund alternativen Splicings, in ein BCR-ABL-
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Fusionsprotein mit einem Molekulargewicht von 230 kDa, 210 kDa oder 190 kDa translatiert
(siche Abbildung 1). Physiologisch steht die Funktion der ABL-Kinase in der Zelle unter
strenger Regulation (Konopka et al. 1984). Diese Kontrolle ist bei dem BCR/ABL-
Onkoprotein aufgehoben, die Proteinkinase ist hier dauerhaft aktiv, die Aktivitit der Kinase

korreliert dabei mit dem Potential zur malignen Transformation (Lugo et al. 1989).

Oligomerization

Pomain p160- Myristoylation p145A
Serine/Threonine Site
Kinase Domain GEF Domain RacGAP Domain ¢ &g ,\Vk & Q*_(, ® &
NH; vy COOH g P COOH
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o |

P P)
<

"d_ .—--.—-4-——“_..‘ s
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!
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Abb. 1 Die normalen BCR- und ABL- Proteine und die verschiedenen aberranten
Fusionsproteine: Dargestellt sind die in der oberen Reihe das normale BCR-Protein (links) und das
ABL-Protein (rechts) mit den jeweiligen funktionellen Dominen. Unten sind drei verschiedene
Varianten des BCR-ABL-Fusionsprotein dargestellt (Kurzrock et al. 2003)

Die stindig aktivierte Kinasefunktion fiihrt tiber vielféltige und komplexe Wege zu
vermehrter Proliferation, liber die Aktivierung von zahlreichen Signalwegen, unter anderem
des Ras-Signalwegs, iliber die Hemmung der Apoptose, iiber die Verdnderung von
Adhésionsmolekiilen und iiber Veridnderungen in den DNA-Reparaturmechanismen der Zelle
(Kurzrock et al. 2003). Das BCR/ABL-Onkoprotein kann in vitro zu einer
Wachstumsfaktorunabhingigkeit von CD34 positiven Stammzellen fiihren (Chalandon et al.
2004).



Der zweite Mechanismus, iiber den eine chromosomale Translokation zur malignen
Transformation fiihrt, ist die fehlregulierte Expression eines Protoonkogens durch
translokationsbedingte Verlagerung in einen anderen Promotorbereich. Dies soll beispielhaft
anhand des Burkitt-Lymphoms erortert werden. Beim Burkitt-Lymphom tritt eine von drei
rekurrenten chromosomalen Translokationen auf, t(8;14)(q24;q932), t(2;8)(p11;q24) oder
t(8;22)(q24;q11). Alle drei Translokationen schlieBen das Myc-Onkogen auf Chromosom 8§
ein, die anderen Bruchpunkte befinden sich jeweils in einem Immunglobulin-Gen (Abb. 2)
(Mitelman et al. 2007). Da die Immunglobulin-Gene in Lymphozyten sehr stark exprimiert
werden, steht nun ein sonst streng reguliertes Gen, nimlich Myc, unter dem Einfluss eines
stark aktiven Promotors, was zu einer konstitutiven Expression des Myc-Gens fiihrt. Das
Myc-Gen kodiert fiir einen Transkriptionsfaktor, der in zahlreichen proliferationsférdernden
Signalwegen beteiligt ist, und die Uberexpression fiihrt zur unkontrollierten Proliferation der

Zellen und damit schlieBlich zur malignen Transformation (Sewastianik et al. 2014).

<4 Centromere l l 1 Telomere s

8Q24 5 = _ S —‘ Exon | Exon 2 H Exon3 =3° MYC

< Centromere 1 1 l Telomere s
1432 3—(9— Switch/Constant )—[H» J{—{:H L}]ﬂ{ 5’ IGH

5% G
(EMYa4e2) 3'_(3_ swich/Constent_|——Biona | Eion3 L 3 -y

Nature Reviews | Cancer

Abb. 2 Hochregulation durch Genfusion: Die Translokation t(8;14)(q24;q32) fiihrt zu einer
Dysregulation der Expression des MYC-Onkogens durch Verlagerung zweier kodierender Exons in die

Enhancer Region (E) der stark exprimierten Immunglobulin-Schwerkette-Gene (IGH) (Mitelman et al.

2007)
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2.2 Leukiamien

2.2.1 Definition, Inzidenz und Einteilung von Leukimien

Der Begriff ,,Leukédmie® bedeutet wortlich aus dem griechischen iibersetzt so viel wie
,weilles Blut“, da sich nach Zentrifugation von Blut eines Leukimiepatienten eine
verbreiterte Leukozytenmanschette auf der Erythrozytensédule bildet. Leukdmien machen in
Deutschland etwa 2.4 % aller Krebserkrankungen aus, somit sind sie, im Gegensatz zu den
hdufigsten malignen Erkrankungen, wie Colon-, Mamma-, Prostata- oder Lungenkarzinome,
eine eher seltene Erkrankung. Die Inzidenz liegt hierzulande bei etwas mehr als 11.400
Neuerkrankungen pro Jahr (Bundes 2012). Die Inzidenz steigt mit dem Lebensalter, bei
jedoch einer erhohten Inzidenzrate im Kindesalter (Abb. 3.), wobei dies in erster Linie die

Form der akuten lymphatischen Leukidmie (ALL) betrifft.

Eine Leukidmie ist eine maligne Neoplasie hdmatopoetischer Zellen, wobei sich ein
transformierter Zellklon, eine sogenannte leukdmische Stammzelle unkontrolliert in den
blutbildenden Organen vermehrt. Zudem kommt es teilweise zu einer Ausschwemmung in
das Blut, in manchen Fillen erfolgt auch eine Infiltration anderer Organe oder Organsysteme
(McCulloch 1979; Fialkow et al. 1987). Die Expansion im hidmatopoetischen System fiihrt zu
einer Verdringung der physiologischen Héimatopoese, was letztlich zu einer
Knochenmarksinsuffizienz fiihrt. Die aus der Knochenmarksinsuffizienz resultierende
Panzytopenie erklidrt wiederum einen Grofteil der klinischen Symptome. Zu diesen klinischen
Symptomen gehoéren Miidigkeit, Schwiche, Atemnot, Schwindel, Herzrasen und Blésse
infolge der Anémie. Aufgrund der Leukopenie kommt es zu einer vermehrten Infektneigung.
Die Thrombopenie fiihrt zu einer Blutungsneigung mit Zahnfleisch- und Nasenbluten sowie
petechialen Einblutungen der Haut und der Schleimhdute. Neben diesen, aus der
Panzytopenie zu erkldrenden, Symptomen zeigen Leukdmiepatienten auch héaufig eine
unspezifische Symptomatik mit vermehrtem Nachtschweil3, Fieber und Gewichtsverlust (sog.
B-Symptomatik). Zudem kann es zu Lymphknotenschwellung, Hepato- und Splenomegalie,

Gelenkbeschwerden, Ginigvahypertrophie und Fundusverinderungen kommen.

Leukdmien konnen, je nach klinischem Verlauf, in akute und chronische Leukimien
unterteilt werden. Auflerdem erfolgt in der Regel eine Einteilung gemil der Abstammung des
entarteten Zellklons, entweder aus der myeloischen oder lymphatischen Zellreihe. Daraus
ergibt sich die Einteilung und Nomenklatur der hdufigsten Leukdmieformen in chronische

myeloische Leukdmien (CML), akute myeloische Leukdmien (AML), chronische
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lymphatische Leukdmien (CLL) und akute lymphatische Leukdmien (ALL). Neben diesen
Hauptformen gibt es noch myeolodysplastische Syndrome sowie myeloproliferative
Erkrankungen, wie die Polycythaemia vera, die Osteomyelofibrose, die essentielle

Thrombozythdmie und die chronische Erythroleukidmie.

8o

70

60

0-4 59 1014 1519 20-24 2529 30-34 35-39 40-44 4549 50-54 55-59 60-64 65-69 70-74 7579 8o-84 &+

Altersgruppe
I Manner I Frauen

Abb. 3 Altersspezifische Inzidenz Leukimien: Neuerkrankungen pro 100.000 Personen in

Altersgruppen; ICD-10 C91-C95, Deutschland 2009-2010 (Bundes 2012).

2.2.2 Akute myeloische Leukimie

Die akute myeloische Leukimie ist eine seltene maligne Erkrankung mit einer
Inzidenz von etwa 4 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner. Sie ist die héufigste
Leukdmie im Erwachsenenalter, das mediane Alter der Patienten bei Diagnosestellung liegt
bei 67 Jahren. Die Erkrankung zeichnet sich durch ein schnelles Voranschreiten aus,
unbehandelt fiihrt die AML in der Regel innerhalb weniger Monate zum Tod. Auch behandelt
ist die Prognose insgesamt schlecht, die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei etwa 26 % (Burnett

et al. 2012).

Da die AML eine sehr heterogene Krankheit darstellt, sind zahlreiche Versuche der
Klassifizierung unternommen worden. Die bekannteste und bis heute anerkannte Enteilung

nach morphologischen Gesichtspunkten ist die Klassifizierung der French-American-British-
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Group (FAB) aus dem Jahre 1976, hierbei wurde die Erkrankung in 6 Untergruppen unterteilt
(Bennett et al. 1976). Im Laufe der Jahre wurde die Klassifikation modifiziert, es erfolgt heute
eine Untergliederung von akuten myeloischen Leukdmien in die Subgruppen MO bis M7

(Tab. 1).

\ FAB Subtyp Name Hiufigkeit in Prozent
Akute myeloische Leukdmie mit

MO minimaler Differenzierung <5%
Akute myeloische Leukédmie ohne

M1 Ausreifung 15-20 %
Akute myeloische Leukdmie mit

M2 Ausreifung 25-30%

M3 Akute Promyelozyten-Leukidmie (APL) 5-10%

M4 Akute myelomonozytire Leukimie 20-30%
Akute Monozyten-Leukdmie ohne

M5a Ausreifung 5%
Akute Monozyten-Leukédmie mit

M5b Ausreifung 5-10%

M6 Akute Erythroleukdmie 5%

M7 Akute Megakaryoblasten-Leukidmie 5%

Tabelle 1 FAB-Klassifikation der akuten myeloischen Leukimien modifiziert nach

(Bennett et al. 1976; Bennett et al. 1985)

Neben der FAB-Klassifikation ist die etwas komplexere Einteilung der WHO (Tab. 2)
entscheidend fiir die klinische Einordnung und Behandlung, hierbei werden neben der
Morphologie noch die zytogenetischen und molekulargenetischen Verdnderungen der

Leukédmiezellen beriicksichtigt (Vardiman et al. 2002; JW et al. 2009)
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AML mit rekurrenten genetischen Verinderungen:

AML mit t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNXI1T1

AML mit inv(16)(p13.1g22) oder t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
APL mit t(15;17)(q22;q12); PML-RARA

AML mit t(9;11)(p22;q23); MLLT3-MLL

AML mit t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

AML mit inv(3)(q21q26.2) or t(3;3)(q21;q26.2); RPN1-EVI1

AML (megakaryoblastisch) mit t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1
AML mit NPM1-Mutation

AML mit CEBPA-Mutation

AML mit Myelodysplasie-assoziierten Verinderungen:
definiert durch Zytogenetik

definiert tiber MDS Vorphase

definiert iiber Morphologie

Therapie-assoziierte myeloische Neoplasien

AML, nicht anderweitig klassifiziert:
AML mit minimaler Differenzierung
AML ohne Ausreifung
AML mit Ausreifung
Akute myelomonozytire Leukdmie
Akute monozytire Leukdmie
Akute Erythrozytenleukdmie
Akute Megakaryoblastenleukdmie
Akute Basophilenleukdmie
Akute Panmyelose mit Myelofibrose
Tab. 2 WHO-Klassifikation der AML modifiziert nach JW et al. 2009; Vardiman et al.

2002)

2.2.3 Zytogenetische Verianderungen der AML

Die zytogenetische Untersuchung der AML-Blasten gehort zur Standarduntersuchung
eines jeden AML-Patienten (Dohner et al. 2010). Die maligne transformierten Zellen der
AML weisen hiufig chromosomale Veridnderungen auf, einige hiervon sind rekurrente, also
immer wieder auftretende, Verdnderungen, die sich teilweise auch in der WHO-Klassifikation
wiederfinden (Tab. 2). Es sind bislang mehr als 200 unterschiedliche rekurrente numerische

chromosomale Aberrationen bekannt, hierzu gehoren reziproke Translokationen, Inversionen,
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Insertionen, Deletionen, unbalancierte Translokationen, die Bildung von Isochromosomen
und isodizentrischen Chromosomen sowie isolierte Trisomien und Monosomien. Etwa 55%
der akuten myeloischen Leukidmien des Erwachsenenalters und etwa 76 % der AML des
Kindesalters weisen chromosomale Aberrationen auf (Mrézek et al. 2004). Tabelle x. gibt
einen Uberblick iiber die wichtigsten chromosomalen Verinderungen der AML im
Erwachsenen- sowie im Kindesalter. Der Karyotyp der Leukidmiezellen ist insgesamt der
stirkste prognostische Faktor, sowohl fiir das Ansprechen auf eine Induktionstherapie als

auch fiir das Uberleben des Patienten (Dohner et al. 2010).

224 Therapie der AML

Die Grundlage fiir die Therapie einer akuten myeloischen Leukédmie ist die exakte
Risikostratifizierung. Hierzu bendtigt man neben den Untersuchungsergebnissen der
Morphologie, der Immunphénotypisierung, der Zytogenetik und der Molekulargenetik der
Leukidmiezellen noch AML-unabhédngige Informationen wie Alter, Allgemeinzustand und
Komorbidititen des Patienten. Die Behandlung einer AML sollte im Idealfall in
hidmatologisch-onkologischen Zentren im Rahmen von Therapiestudien durchgefiihrt werden,

die Therapie erfolgt dort anhand exakt definierter Studienprotokolle.

Unbehandelt ist die akute myeloische Leukdmie eine hochgradig aggressive
Erkrankung und fiihrt bereits nach 6 Monaten bei etwa der Hélfte der Patienten und nach 12
Monaten bei allen Patienten zum Tode (Mackintosh & Investigations 1945). Es wurde
gezeigt, dass insbesondere bei jiingeren Patienten bereits eine Verzogerung des
Therapiebeginns um 5 Tage mit einer messbaren Verschlechterung der Prognose einhergeht
(Sekeres et al. 2009). Somit ist eine moglichst schnelle Einleitung der Therapie unbedingt

notwendig.

Im Rahmen verschiedener Studien erfolgt eine stetige Weiterentwicklung der exakten
Therapieschemata. Im Allgemeinen setzt sich eine AML-Therapie immer aus einer
Induktionstherapie, welche die Komplettremission als Ziel hat, und einer
Postremissionstherapie, mit dem Ziel der Erhaltung der Komplettremission, zusammen. Ein
Beispiel fiir eine Standard-Induktionstherapie beinhaltet die Kombination aus der dreitdgigen
Gabe eines Anthrazyklins/Anthracendions (z.B. Daunorubicin 60 mg/m?, Idarubicin 10-12

mg/m? oder Mitoxantron 10.-12mg/m?) und der siebentigigen Gabe von Cytarabin (100-
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200mg/m? kontinuierlich). Ist mittels Induktionstherapie eine Komplettremission erreicht,
muss eine Postremissionstherapie erfolgen, andernfalls droht ein schnelles Rezidiv der
Erkrankung. Die Postremissionstherapie erfolgt hédufig in Form einer sogenannten
Konsolidationstherapie mittels einer intensiven Chemotherapie, z.B. mit hochdosiertem
Cytarabin oder einer autologen oder allogenen Blutstammzelltransplantation. Als Alternative
zur Konsolidationstherapie kann auch eine Erhaltungstherapie mit einer monatlichen
Verabreichung myelosuppressiver Substanzen durchgefiihrt werden. Nach Abschluss der
Therapie wird eine regelméBige klinische und hamatologische Nachsorge angestrebt. Im Falle
eines Rezidivs erfolgt eine Reinduktionstherapie, im Idealfall mit anschlieBender allogener

Stammzelltransplantation (Biichner et al. 2010).

2.3 Wachstumsfaktorunabhingigkeit in himatopoetischen Zelllinien

Die Entdeckung Kolonie-stimulierender Faktoren (CSF) gelang bereits in den frithen
1960er Jahren. Die erste Isolierung und Aufreinigung Kolonie-stimulierender Faktoren
erfolgte in Form des Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktors (M-CSF) und des
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktors (GM-CSF) gelang in den spéten
1970er Jahren. In der Folgezeit konnten weitere CSF isoliert und charakterisiert werden. Zu
Beginn der 1980er Jahre war die Gruppe der Kolonie-stimulierenden Faktoren mit der
Entdeckung des Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor (G-CSF) und einem Multi-
Kolonie-stimulierenden Faktor (M-CSF, IL-3) komplett. Hinzu kam die Entdeckung weiterer
Glykoproteine mit dhnlichen, das Wachstum und die Differenzierung von hdmatopoetischen
Zellen steuernden Eigenschaften, wie Interleukin 4 (IL-4) und Interleukin 6 (IL-6). Mit dem
Voranschreiten molekularbiologischer Techniken gelang zwischen 1984 und 1987 die
Herstellung groBerer Mengen rekombinanter CSFs, was die weitere Verwendung und
Erforschung, sowohl in vivo als auch in vitro, ermoglichte. Neben den zahlreichen klinischen
Anwendungsmoglichkeiten, z.B. in der Behandlung von Leukopenien unterschiedlichster
Ursachen, gelang mit dem Einsatz Kolonie-stimulierender Faktoren die klonale Kultivierung
von Leukidmiezellen aus Patienten mit myeloischen Leukdmien (Hansson & Soderstrom

1993).

Das in vitro Wachstum aller Zellen einer CML sowie der meisten Zellen einer AML
ist in der Regel abhéngig von der Zugabe Kolonie-stimulierender-Faktoren, oder es wird eine

Kultivierung der Zellen auf Stroma-Zellen des Knochenmarks benétigt (Metcalf 1988). Ohne
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die externe Zugabe stimulierender Faktoren oder die Kultivierung der Zellen auf
Stromazellen des Knochenmarks kommt es bei den meisten AML-Zellen zwar zu einem
initialen Wachstum in Kultur, es folgt jedoch schnell ein Wachstumsstopp, und die Zellen
gehen iiber den Weg der Apoptose zugrunde (Bendall et al. 1994). Von den AML-Zellen,
welche sich ohne kiinstlichen CSF-Zusatz kultivieren lassen, zeigen einige hiervon eine
autokrine Stimulation durch selbst produziertes GM-CSF (Young & Griffin 1986). Akute
myeloische Leukdmien, welche sich bereits primér ohne kiinstliche Stimulation in Zellkultur
etablieren lassen, zeigen hierbei einen aggressiven klinischen Verlauf (Barjesteh Waalwijk et
al. 2003). AuBerdem konnte in einem Grofteil der Fille ein Verlust der Faktorabhéngigkeit
mit einem bosartigeren Phinotyp der Zellen in Verbindung gebracht werden (Schrader &

Crapper 1983; Lang et al. 1985; Daley & Baltimore 1988; Stocking et al. 1988).

Die Moglichkeit des Wachstums einer Zelle, unabhingig von den sonst benétigten
Umgebungsfaktoren, ist bereits frith als ein mdglicher Schritt zur malignen Entartung
diskutiert worden (Holley 1975). Das Phinomen des faktorunabhdngigen Wachstums eines
Klons, bei sonst wachstumsfaktorabhéngigen Zelllinien, bietet eine exzellente Mdoglichkeit,
den Schritt und die Mechanismen, die der Verdnderung zu Grunde liegen, unter
Laborbedingungen im direkten Vergleich zwischen urspriinglichen Zellen und unabhéngig
gewordenen Mutanten zu untersuchen. Die Wachstumsfaktorunabhéngigkeit kann hierbei
entweder spontan auftreten oder aber extern, z.B. durch retrovirale Mutagenese, induziert
werden (Stocking et al. 1988; Stocking et al. 1993). Es wurde auch frith gezeigt, dass
mindestens zwei Ereignisse auftreten miissen, um ein wachstumsfaktorunabhingiges
Wachstum zu induzieren (Laker et al. 1987; Chang et al. 1989; Stocking et al. 1988). Zudem
konnten verschiedene Mechanismen der Entstehung der Faktorunabhingigkeit aufgezeigt
werden. Neben dem bereits beschriebenen Phénomen einer Produktion von
Wachstumsfaktoren durch die faktorunabhingige Zelllinie mit anschlieBender autokriner
Stimulation konnen auch eine Uberexpression oder aktivierende Mutationen der
Wachstumsfaktorrezeptoren ein faktorunabhingiges Wachstum auslosen (Hannemann et al.

1995; Steelman et al. 1996; McCormack & Gonda 1997; Prassolov et al. 2001).

24 3q21-Aberrationen

Chromosomale Translokationen in neoplastischen Erkrankungen mit Involvierung der

Bruchpunktregion 21 auf dem langen Arm des Chromosom 3 (3g21) sind kein seltenes
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Phdnomen. In der ,,Mitelman Database of Chromosome Aberrations and Gene Fusions in
Cancer* sind insgesamt 1.015 Fille bosartiger Erkrankungen mit Assoziation zu diesem
Bruchpunkt gelistet. Dabei handelt es sich um 735 Fille mit einer balancierten und 280 Fille
mit einer unbalancierten chromosomalen Aberration. Bei den balancierten Aberrationen
handelt es sich um Inversionen (n=434) und Translokationen (n=301). Bei den unbalancierten
Veridnderungen sind es Additionen (n=69), Deletionen (n=175) und unbalancierte
Translokationen (n=36). Einen Grofiteil der Erkrankungen mit nachgewiesener 3q21-
Translokation machen dabei die akuten myeloischen Leukdmien sowie myeloproliferative
Erkrankungen wie die chronische myeloische Leukdmie, die essentielle Thrombozythédmie
oder die primédre Myelofibrose aus. Deutlich seltener konnten die Verdnderungen der 3q21-
Region bei nicht myeloischen Erkrankungen wie Lymphomen, Karzinomen und Sarkomen
nachgewiesen werden. Die in der wachstumsfaktorunabhéngigen Mutante der NOS1-Zelllinie
nachgewiesene Translokation mit dem kurzen Arm von Chromosom 12 als
Translokationspartner (t (3;12)(q21;p13)) wurde in insgesamt vier weiteren Fillen
nachgewiesen. Hierbei handelt es sich um jeweils zwei Fille einer akuten lymphoblastischen
Leukidmie bzw. eines lymphoblastischen Lymphoms sowie zwei Fille einer refraktiren

Anédmie (Mitelman et al. 2015).

Es wurden insgesamt einige Gene im Zusammenhang mit 3q21-Aberrationen
diskutiert, viele hiervon befinden sich jedoch auf dem jeweiligen Gegenstiick der jeweiligen
Aberration, also auf einem anderen Chromosom. Diese Gene sind somit kein konstanter
Faktor zur Kldrung der Rolle der Aberrationen in der Leukdmogenese. Zwei Gene, welche im
Bereich des Bruchpunktes auf Chromosom 3 liegen und immer wieder im Zusammenhang mit

3921 Verdnderungen diskutiert wurden, sind GATA2 und RPN1.

GATA?2 ist hierbei aufgrund der wichtigen Funktionen des GATA2-Gens in der
Himatopoese sowie einer nachgewiesenen Uberexpressionen in Leukimien als mogliches
3g21 assoziiertes Onkogen diskutiert worden (Wieser et al. 2000). Zudem konnte eine
Uberexpression von GATA? in zahlreichen Patienten mit 3q21-Aberrationen gezeigt werden,
was die These, dass das Gen ein wichtiger Faktor im Rahmen von 3q21-Verdnderungen sein

konnte, untermauert (Wieser et al. 2000; Lahortiga et al. 2004).

In der Literatur wird auch hédufig das RPN1-Gen im Rahmen von 3q21-
Translokationen diskutiert. In Folge einer reziproken Translokation, welche zum 3q21q26-

Syndrom fiihrt, kommt es entweder zu einer Fusion von RPN1 mit dem EVI1-Gen oder zu
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einer Verlagerung von EVI1 in den Promotorbereich von RPN1. Beide Ereignisse fiihren
letztlich zu einer EVI1-Aktivierung (Shearer et al. 2010; Lee et al. 2010; Martinelli et al.
2003). Des Weiteren ist ein Fall einer chronischen idiopathischen Myelofibrose bekannt, bei
dem diskutiert wird, dass die t(3;9)(q21;p24) Translokation eine translokationsbedingte
Verlagerung des Jak2-Gens in den Promotorbereich von RPN1 bewirkt (Mark et al. 2006).

2.5 Die NOS1 Zelllinien als Modellsystem einer 3q21-Aberration

Die Zelllinie NOS1 wurde 1999 in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jiicker in
Zusammenarbeit mit Prof. Walter Fiedler (Onkologisches Zentrum, II. Medizinische Klinik
und Poliklinik, Onkologie/Hdmatologie, UKE) etabliert. Die Zellen stammen aus dem
peripheren Blut einer 74-jdhrigen Patientin mit einer akuten myelomonozytidren Leukdmie
(FAB M4). Mittels Endpunktverdiinnung wurden mehrere Klone etabliert, wobei der Klon
NOS1-#4 fiir die weitere Kultivierung und Analyse verwendet wurde. Die chromosomalen
Analysen wurden durch Prof. Kerstin Kutsche (Institut fiir Humangenetik am
Universitétsklinikum Hamburg Eppendorf) durchgefiihrt und zeigten einen Karyotyp von 49
Chromosomen, XX, +6, +8, +19. Die Zelllinie NOS1 wichst in Zellkultur nur unter Zugabe
des Wachstumsfaktors GM-CSF, der Entzug des Faktors fiihrt zur Apoptose der Zellen.

In weiterfilhrenden Experimenten konnte eine Mutante der Zelllinie etabliert werden,
welche ohne die Zugabe von GM-CSF wiichst. Dieser faktorunabhingige Klon wurde fortan
NOSI1-FI genannt. Eine Chromosomenanalyse durch Frau Prof. Kutsche zeigte fiir die

faktorunabhiingige Mutante den Karyotyp von 49, XX, +6, +8, +19, der (12) t (3;12)
(q21;p13).
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Abb. 4 Karyotyp der Zelllinie NOS1-FI: 49, XX, +6, +8, +19, der (12) t (3;12) (q21;p13).

Ein Teil des langen Arms von Chromosom 3 (q21) wurde an den kurzen Arm von Chromosom

12 (p13) transloziert. Die Triploidie der Chromosomen 6, 8 und 19 bestand bereits bei der

urspriinglich etablierten Zelllinie NOS1-#4. (Zur Verfiigung gestellt von Prof. Kutsche, UKE,

Hamburg)

Wie in Abbildung 4 zu sehen ist, weist die wachstumsfaktorunabhingige Zelllinie NOS1-FI
gegeniiber der parentalen, wachstumsfaktorabhéngigen Zelllinie NOS1 eine zusétzliche 3q21-
Translokation auf t (3;12) (q21;p13). Zusammengefasst liegt somit eine Paarung von 2
Zelllinien ein und derselben Leukdmie vor, wobei eine Zelllinie eine, in diversen Leukidmien
vorhandene, mit einer schlechten Prognose einhergehende, chromosomale Aberration
aufweist. Dies bietet die ideale Moglichkeit einer vergleichenden Analyse hinsichtlich der
Auswirkung der Translokation auf die Regulation von Genen in der Umgebung des
Bruchpunktes 3g21. Zudem konnen mogliche gefundene, regulierte Gene auf eine eventuell

bestehende Rolle in der Entstehung der Wachstumsfaktorunabhingigkeit untersucht werden.

20




3. Material und Methoden

3..1 Materialien

3.1.1 Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Chemikalien von Sigma-Aldrich
(Taufkirchen) und Merck-Eurolab (Darmstadt) verwendet. Die Zusitze fiir die
Bakterienmedien wie Bacto-Tryptone und Hefe-Extrakt stammten von der Firma Difco
(Detroit, USA). Samtliche Materialien fui die Zellkultur, das Kulturmedium selbst, das fotale
Kilberserum sowie verschiedene Medienzusidtze, wurden von der Firma GibcoBRL

(Eggenstein) gekautft.

3.1.2 Puffer und Stammlosungen

LB-Medium: 1% Trypton
(Lysogeny broth) 0,5% Hefeextrakt
1% NaCl

pH 7,0 mit 1 M NaOH eingestellt

1x PBS pH 7 4: 137 mM NaCl
2,7 mM KCl
4.3 mM Na,HPO, - 7H,0

1.4 mM KH,PO,

10x TBS: 14 M NaCl

0,1 M Tris-HCI pH 8,0

NP40-Lysepuffer: 50 mM Hepes pH 7,5

4-(2-hydroxyethyl)- 1-piperazinethansulfonsdure)
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150 mM NacCl

1% NP40 Nonylphenylpolyethylenglykol (Nonidet P 40)
2% Trasylol

2 mM EDTA (Ethylendiamintetraessigséure)

50 mM NaF

10 mM NaPyrophosphat

10% Glycerin

1 mM Natriumorthovanadat

1 mM PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid)

1x TAE: 40 mM Tris (2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol)
(Tris-Acid-EDTA) 13 mM Essigsiure

1 mM EDTA pH 8,0 (Ethylendiamintetraessigsédure)

TE pH 7.5: 10 mM Tris-HCI pH 7,5

(Tris-EDTA) 1 mM EDTA pH 8,0 (Ethylendiamintetraessigsédure)

1x DNA-Ladepuffer 5% Glycerin

(fiir Gelelekrophorese) 166,7 uM EDTA pH 8,0 (Ethylendiamintetraessigséiure)

0,025% Bromphenolblau

0,025% Xylencyanol

3.1.3 Enzyme und Reaktionskits

Die zur Restriktion von Plasmid- und genomischer DNA benutzten Enzyme wurden
sowohl von Roche Diagnostics (Mannheim), als auch von MBI Fermentas (St.Leon-Rot)
bezogen. Von MBI Fermentas stammte zudem die zur Dephosphorylierung von Vektorenden

eingesetzte alkalische Phosphatase.
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3.1.4 Bakterienstimme

Fir die Transformation und die anschlieBende Amplifikation des gewiinschten

Plasmids wurden E.coli des Stammes XL 1-Blue verwendet.

3.1.5 DNA-Oligonukleotide

forward 5-CTG TGA AGT AGG GGC ACA AAGT-3
NINJ2

reverse 5-GCT GGA AAA CGT TGG AGA AG-3

forward 5-GTA ATG AGG ATG AGG GCT AGG A- 37
WNK1

reverse 5°-CCC CAG TACCCT GGT ATTTTT C- 3~

forward 5"-GGT CTT CTCTCTCCCCTGTTCT-3
TMCCI1

reverse 5°-CAG CTC CTC ATT GGA ACTCTC T- 3

forward 5-AGT ATG AGT CAC TGC GTG TTC G- 3~
AFF3

reverse 5-ACG CAG ATT ACT GGG TCT GAA G- 37

forward 5°-ATA CCC AAT CCC AGT GAC TAC G- 3~
CYTLI1

reverse 5"-GGA GGT TCC TGG GTA GGA ATA C-3°

forward 5°-AGG ACT TCA TCC CTC CAC CT- 3~
FLT3

reverse 5" -TAT CAG CTC CTC CTG CCT TG- 3°

forward 5-AGG GAA GAA GGA AAA TCC AGA G- 37
KIAA1257

reverse 5-GTC ATT AGG AGC ATCCGC TTA T- 37

forward 5°-ATC CCA CAG CCC TAG TAT GAA AG- 3
GATA2

reverse 5°-TAC AGA ATC TAA GCT CGG GAC AC- 3"

forward 5°-AGC TGG TCA CCA AGA TCG AC- 3~
RPN 1

reverse 5°-AGG ACA AAC GGC AAA CTC AC- 3

forward 5" -GAT GAC ATC AAG AAG GTG GTG A-3°
GAPDH

reverse 5" -CTT ACT CCT TGG AGG CCA TGT- 3

Tabelle 3 DNA-Oligonucleotide: Die sowohl fiir die Real-Time PCR, als auch fiir die

konventionelle PCR verwendeten Primer
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Die Oligonucleotide wurden mit Hilfe der Primer 3 Software (Version 0.2) des
Whitehead Institute for Biomedical Research (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi) entworfen und anschlieBend bei MWG Biotech (Ebersberg)
bestellt.

3.1.6 Vektoren

Als Vektor fiir die Insertion potentieller Zielgene wurde der SF91 iGpre-Vektor
benutzt. Bei diesem Vektor handelt es sich um einen retroviralen Vektor. Dieser Vektor
besitzt eine IRES (internal ribosome entry site), EGFP und ein PRE (posttranskiptionelles
regulatorisches Element). Dieses PRE erhoht den Transport der RNA aus dem Kern in das
Zytoplasma. Dadurch kommt es zu einer verstirkten Translation und somit zu einer erhohten

Expression.

, Insertionsstelle CYTLI

Abb. 5: Retroviraler Vektor SF91iGpre
Der retrovirale Vektor besitzt ein LTR: long terminal repeat, eGFP: enhanced green

fluorescence protein; IRES: Internal ribosmal entry site
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Uber eine Notl-Restriktionsschnittstelle wurde das CYTL1-Gen in den Vektor
eingebracht. Nach der IRES befinden sich das EGFP und dann das PRE. Die IRES hat die
Funktion eine von der 5’-Cap-Struktur und dem Cap-Bindungskomplex unabhingige

Translation der eukaryotischen mRNA zu ermdoglichen.

3.1.7 Zelllinien

3.1.7.1 NOS1-#4 und NOS1-FI

Die Zelllinie NOS1 wurde 1999 von Dr. Stefan Horn und Wiebke Wegner in der
Arbeitsgruppe von Prof. Manfred Jiicker in Zusammenarbeit mit Prof. Walter Fiedler
(Onkologisches Zentrum, II. Medizinische Klinik und Poliklinik, Onkologie/Hdmatologie,
UKE) etabliert. Die Zellen stammen aus peripherem Blut einer 74-jahrigen Patientin mit einer
akuten myelomonozytiren Leukdmie (FAB M4). Die Authentizitit der Zellen konnte
zytogenetisch bestitigt werden. Die Zellen zeigen einen Karyotyp von 49 Chromosomen, XX,
+6, +8, +19 (alle zytogenetischen Untersuchungen wurden von Frau Prof. Kerstin Kutsche,

Institut fiir Humangenetik, Universitédtsklinikum Hamburg Eppendorf, durchgefiihrt).

Die faktorunabhingige Mutante NOS1-FI wurde 1999 ebenfalls von Dr. Stefan Horn
und Wiebke Wegner in der Arbeitsgruppe von Prof. Jiicker etabliert. Zytogenetische
Untersuchungen zeigten einen Karyotyp von 49, XX, +6, +8, +19, der (12) t (3;12) (q21;p13).

3.1.7.2 MV 4-11

Die MV 4-11 ist eine akute myeloische Leukdmiezelllinie, mit der Translokation
t(4;11)(q21;923). MV4-11 wichst auch in Abwesenheit von GM-CSF und wurde aus dem
peripheren Blut eines, an einer B-Zell myeloischen Leukédmie erkrankten Patienten etabliert.
In dieser Zelllinie weist das ,.fms-liketyrosine kinase* — Gen, kurz FLT3-Gen, eine interne
Tandemduplikation (ITD) inExon 14 auf, wobei 30 Basenpaare wiederholt werden, was zu
einem Austausch der ersten Aminosdure Tyrosin zu Histidin, nicht aber zu einer
Verschiebung des Leserasters fuhrt. Die in MV4-11 Zellen gefundene interne
Tandemduplikation fuhrt zu einer Aktivierung der Tyrosinkinase-Aktivitdt des Rezeptors
(Gary Gilliland & Griffin 2002). Die Zelllinie wurde freundlicherweise von PD Dr. Justus
Duyster (3. Medizinsche Klinik, TUM) zur Verfugung gestellt.
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3.1.8 Gerite

Zellkultur-Brutschrinke
Cell Counter System CASY'1

Elektrophorese-Kammern (horizontal)

Elektrophorese-Kammern (vertikal) Protean®IIxiCell

Luftgeltrockner

Geldokumentationssystem CF8/1 FMC

Flow Titertek® Multiskan Plus
Horizontalschuttler Rocky®

Lyophyllisator: SpeedVac Concentrator

pH-Meter CG 820

Power Supply EPS200
PCR-Gerit

Riihrplatte

Schutron Schnipptherm
Schuttelinkubator (Bakterien)
Sonifiziergerit B-12
Thermomixer 5436
Wasserbad 1086
Multi-Imager Fluor-Smax
LightCycler™

Zentrifugen:

e Ultrazentrifuge L-60

* Tischzentrifuge 5415C

* Tischzentrifuge Biofuge pico
e Zentrifuge 540

e Zentrifuge Varifuge K

e Zentrifuge Varifuge 3.0R

* Sorvall-Zentrifuge RC-5B
Mikroskope Axiovert 200

Heraeus

Schirfe System GmbH
MWG-Biotech

BioRad

Bio Rad

Kappa Messtechnik

ICN

Frobel Labortechnik

Savant

Schott-Gerdte GmbH
Amersham Pharmacia Biotech
Eppendorf

Heidolph

MS-Laborgerite

HAT Infors AG

Branson Sonic Power Company
Eppendorf

GFL

Fuji

Roche

Optima-L Beckman
Eppendorf

Heraeus

Eppendorf

Heraeus

Heraeus

DuPont Instruments

Zeiss
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3.19 Verbrauchsmaterialien

0,2 ml-Reaktionsgefilie
0,5 ml-Reaktionsgefilie
1,5 ml-Reaktionsgefilie
2,0 ml-Reaktionsgefilie
5 ml Polystyren Rohrchen

Biolabs

Biolabs

Eppendorf, Sarstedt
Eppendorf

Becton & Dickinson

15 ml-R6Shrchen Falcon
25 ml-WeiBkappenrohrchen Sarstedt
50 ml-RShrchen Falcon

Bakterien-Petrischalen

Greiner, Sarstedt

96-Loch-Platten Greiner
24-Loch-Platten Greiner
6-Loch-Platten Greiner
Gewebekulturflaschen T25 Greiner
Gewebekulturflaschen T175 Greiner
NuncTM Gewebekulturflaschen T250 Nalgene
Nunc™ Plastikampullen Nalgene

Pipettenspitzen Sarstedt & Biozyme
SW-40-Polyallomer-Réhrchen Beckman
LightCycler™ -Kapillargefafe Roche

3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

3.2.1.1 Stammbhaltung und Vermehrung

Die Zellen der NOS1-#4 wurden in RPMI 1640, Medium (GlutaMAX™ 1, 25 mM
HEPES) (Invitrogen) unter 5% CO,und wassergesittigter Atmosphére bei 37° C kultiviert.
Dem Medium wurden auBBerdem 10% fotales Kélberserum (FCS), Penicillin/Streptomycin (50
ug/ml Streptomycin; 50 Einheiten/ml Penicillin) sowie humaner Granulozyten-Makrophagen
koloniestimuliernder Faktor (GM-CSF, 44 Einheiten/ml) zugesetzt. GM-CSF Entzug fiihrt zur
Apoptose. Eingefroren wurden die Zellen in 89% FCS + 10% DMSO + 1% Glucose.
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NOS1-FI wurde in gleicher Weise wie NOS1, jedoch ohne den Zusatz von GM-CSF,

kultiviert. In dieser Weise wurden auch die Zellen der Linie MV 4-11 kultiviert.

Beide Zelllinien wurden alle zwei bis drei Tage in frisches Medium aufgenommen.
Hierbei war zu beachten, dass die Zelllinien nicht zu stark verdiinnt wurden. Insbesondere die

faktorunabhingige Mutante bendtigt eine hohe Zelldichte zur Proliferation von etwa 2 x 10°

: 6 Zellen
bis 8 x 10 Sl

3.2.1.2 Einfrieren von Zellen

Je einzufrierendem Rohrchen wurden ca. 1x10° Zellen verwendet. Die Zellsuspension
mit der entsprechenden Anzahl an Zellen wurde in ein Falcon-Rohrchen iiberfiihrt und bei
1.200 rpm und 20°C fiir zehn Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in einem
entsprechenden Volumen von FCS aufgenommen, 900 L je 1x10° Zellen. In jedes Kryo-
Rohrchen wurden 900 uL der Zellsuspension gegeben. Nachdem jeweils 100 L. DMSO

hinzu pipettiert wurden, wurde das Rohrchen sofort auf Eis gestellt.

Das Rohrchen wurde iiber Nacht in die Einfrierhilfe bei -80°C gestellt. Anschlieend

wurde dieses im Stickstofftank eingefroren.

3.2.1.3 Auftauen von Zellen

In einem Falcon-Rohrchen wurden 10 mL des Kulturmediums fiir die aufzutauenden
Zellen vorgelegt. Die eingefrorenen Zellen im Kryo-Rohrchen wurden per Handwérme

angetaut und anschliefend in das vorgelegte Medium im Falcon-Rdhrchen pipettiert.

Diese Zellsuspension wurde bei 1.200 rpm und 20°C zehn Minuten zentrifugiert, der
Uberstand, welcher noch Reste von DMSO enthielt, wurde verworfen. Das Zellpellet wurde

in frischem Medium aufgenommen und in eine Kulturflasche iiberfiihrt.
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3.2.1.4 Zellzahlbestimmung mittels Trypanblaufirbung

Um die Menge der Zellen zu bestimmen, wurden 20 uL der homogenen
Zellsuspension entnommen. Dieser wurden 20 uL. Trypanblau zugesetzt. Durch dieses
Reagenz wurde zwischen lebenden und toten Zellen unterschieden, da die toten Zellen wegen
der Zellwandschiddigung den Farbstoff komplett aufnehmen, wéhrend lebendige Zellen
lediglich von aufBlenseitig gefarbt werden. Mittels einer Neubauerzihlkammer wurde die

Zellzahl bestimmt.

3.2.2 Isolation von Gesamt-RNA aus Gewebekulturzellen

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus den kultivierten Zellen wurde nach der Methode
von Chirgwin et al. 1979 mittels Césiumchlorid-Dichtegradienten durchgefiihrt. Das
Protokoll wurde modifiziert von Garcia-Palma (2006). Zunichst wurden 1 x 10%Zellen fiir 5
Minuten bei 1.200 rpm (Heraeus-Zentrifuge) in einem 50ml Falcon-Roéhrchen zentrifugiert,
der Uberstand wurde abgegossen, und das Réhrchen fiir eine Minute iiberkopf auf ein
Papiertuch gestellt. AnschlieBend wurde das Pellet unter Vortexen in 7 ml eiskalter GCN-
Losung (4 M Guanidiniumthiocyanat; 25 mM Natriumacetat pH 7,0; 100 mM B-
Mercaptoethanol; 0,5% N-Lauroylsarcosin) aufgelost. Diese Losung wurde bei —20° C
gelagert, bis geniigend Proben fiir die Ultrazentrifugation zur Verfiigung standen. Um die
DNA zu scheren, wurden die Proben nach dem Auftauen fiir 3 Minuten gevortext. Die fiir die
Ultrazentrifugation verwendeten SW-40-Polyallomer-Réhrchen wurden zunéchst mit kalter
GCN-Losung gespiilt und anschlieBend mit je 3,5 ml 5,7 M CsCl-Losung befiillt. Die CsCl-
Losung wurde nun mit 7ml Lysat tiberschichtet und anschlieBend fiir 21 Stunden mit 32.000
rpm bei 20°C im SW41Ti-Rotor ultrazentrifugiert (Beckmann Ultrazentrifuge). Die GCN-
Losung wurde bis auf Iml iiber dem RNA-Pellet abgenommen, der restliche Milliliter
dekantiert und das Rohrchen fiir einige Minuten iiberkopf auf ein Papiertuch gestellt, so dass
die restliche GCN-Losung abtropfen konnte. Um ein Resuspendieren von RNasen aus der
oberen Phase zu vermeiden, wurde das SW-40-Réhrchen mit einem heiflen Skalpell innerhalb
des CsCl-Bereichs abgeschnitten. AnschlieBend wurde die RNA in 500 uxl 65°C warmem
DEPC-behandeltem H,O gelost und das Rohrchen mit demselben Volumen gespiilt. Die nun
in 1 ml H,O geloste RNA wurde mit 1 ml Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1,
Phenol mit 0,1 M Citratpuffer gesittigt; pH 4,3 fiir ein Verbleiben von nur RNA und nicht

DNA in der wissrigen Phase) versetzt, kurz gevortext und bei Raumtemperatur 5 Minuten bei
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maximaler Geschwindigkeit in der Eppendorf Zentrifuge 5415C zentrifugiert. Die wissrige
Phase wurde in ein 15ml-Rohrchen tiberfiihrt und zur Fillung der RNA iiber Nacht mit dem
2,5fachen Volumen Ethanol abs. sowie 1/10 Volumen 2 M Natriumacetat (pH 5,5) versetzt
(Fallung fiir 30 Minuten bei —80°C, anschlieBend iiber Nacht bei —20° C). Am néchsten Tag
wurden die Proben auf 2 ml ReaktionsgefiBle verteilt, 30 Minuten bei maximaler
Geschwindigkeit und 4°C in der Eppendorf Zentrifuge 5415C zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Pellet in der Lyophylle getrocknet. Die Aliquots wurden anschlieend
wieder vereinigt und erneut mit Ethanol und Natriumacetat gefillt (siche oben) und in diesem
Zustand bei —20° C gelagert. Zur Konzentrationsbestimmung wurden 10 x1 abgenommen, 30
Minuten bei maximaler Geschwindigkeit in der Eppendorf Zentrifuge 5415C zentrifugiert,
das Pellet in der Lyophylle getrocknet und in 100 x1 DEPC behandeltem H,O resuspendiert.

3.2.3 cDNA Synthese

Das Erstellen der cDNA aus der gewonnenen RNA erfolgte mittels der Reversen
Transcriptase SuperScript II (Invitrogen) und Oligo-(dT),, ;s Primern (Invitrogen). Es wurden
pro Ansatz 5 ug RNA eingesetzt. Die in Ethanol bei —20° C gelagerte RNA wurde zunichst
bei 14.000 g und 4°C fiir 30 Minuten zentrifugiert, das Pellet in der Lyophylle getrocknet. Die
RNA wurde in 11 gl 65°C warmem DEPC behandeltem H,O resuspendiert und mit 1 pl
Oligo-d(T),,.15 (0,5 ug/ul) bei 70°C fiir 10 Minuten inkubiert. Nach Kiihlung auf Eis und
kurzer Zentrifugation wurden 4 ul 5x First Strand Buffer (15 mM MgClL,)2 10,1 M DTT, 1
u1 10 mM dNTP Mix (dATP, dGTP, dCTP, dTTP, jeweils 10 mM , neutraler pH) zugegeben
und 5 Minuten bei 42°C inkubiert. Nach Zugabe von 1 ul ReverserTranscriptase SuperScript
IT (Invitrogen) (200 U/ul) folgte die Synthese bei 42°C fiir 50 Minuten. Gestoppt wurde die
Reaktion durch 15 Minuten Erwédrmen auf 70°C. Durch Zugabe von 2 U E. Coli RNase H
(Invitrogen) wurde die verbleibende RNA degradiert.

3.2.4 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der Nucleinséduren

Die Konzentration der gewonnen Nucleinsduren wurde photometrisch mittels
Biophotometer von Eppendorf ermittelt. Hierzu wurden die zu untersuchenden Losungen in
einer 1:10 Verdiinnung bei einer Absorption von 260 nm gemessen. Zusitzlich wurde iiber

das Verhiltnis der Absorption von 260 nm zu 280 nm die Reinheit der Nucleinsduren
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D260

bestimmt. Reine DNA-LOsungen zeigen hierbei einen -Wert von 1,8, wihrende reine

280

RNA-L6sungen einen Wert von 2,0 zeigt.

3.2.5 Polymerasekettenreaktion

3.2.5.1 Konventionelle PCR

Zur Uberpriifung der cDNA Synthese sowie zur Uberpriifung der Spezifitit der
entworfenen Primer fiir die quantitative Real-Time RT-PCR wurde die konventionelle PCR
benutzt. Jeder 20 ul Ansatz enthielt 1XxPCR-Puffer (Qiagen), 4 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP-
Mix (Invitrogen), 1 Unit Tag Polymerase (Qiagen) sowie eine Konzentration von 0,5 M pro
Primer. Pro 20 ul Ansatz wurden 2 ul 1:5 verdiinnte cDNA eingesetzt. Die Reaktionen
wurden in 0,5 ml Reaktionsgefden im MasterCycler gradient, Modell 5331 (Eppendorf),
durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der Effektivitit der cDNA Synthese wurden Primer fiir das als
Housekeeping Gen gewihlte glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)-Gen
benutzt. Um eine Kontamination mit genomischer DNA auszuschlieBen, wurden Primer fiir
die PI3-Kinase benutzt, welche ein Intron umspannen, so dass bei einer Kontamination mit
genomischer DNA neben dem 250 bp groflen Fragment ein 1,4 Kb Fragment entstehen
wiirde. Das Programm bestand aus 5 Minuten initialer Denaturierung bei 95°C mit
anschlieend 30 Zyklen jeweils eine Minute Denaturierung bei 95°C, 30 Sekunden Primer-
Annealing bei 55°C, 90 Sekunden Elongation bei 72°C. Nach einer Minute finaler Elongation
bei 72°C wurden die Proben bis zur Entnahme auf 4°C gekiihlt. Die Uberpriifung der
Spezifitiat der Primer fiir die quantitative Real-Time RT-PCR erfolgte mit einem der Real-
Time RT-PCR angendherten PCR-Programm. Das Programm bestand aus 10 Minuten
initialer Denaturierung und 55 Zyklen von je 15 Sekunden Denaturierung, 5 oder 10
Sekunden Primer-Annealing bei verschiedenen Temperaturen sowie 20 Sekunden
Amplifikation bei 72°C. Die PCR-Produkte wurden mittels Gelelektrophorese in 2% Agarose
aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid unter einer UV-Lampe sichtbar gemacht und
fotografiert. Die Primer wurden zunéchst bei 57°C Annealing-Temperatur getestet, und diese
Temperatur wurde solange erhoht, bis spezifische Produkte erreicht wurden. Erst dann

wurden die Primer fiir die Real-Time RT-PCR verwendet.
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3.2.5.2 Quantitative Real-Time RT-PCR

Verglichen = wurde  die  Expressionsmenge ausgewdhlter =~ Gene  der
wachstumsfaktorunabhéngigen Zelllinie NOS1-FI in Relation zur faktorabhéngigen Zelllinie
NOS1 Zellklon #4 (NOS1-#4). Die Primer wurden mit Hilfe der Primer 3 Software (Version
0.2) des Whitehead Institute for Biomedical Research (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi) entworfen und anschlieend mit einem Nucleotide-nucleotide
Blast der Datenbank des National Institute for Biotechnology Information (NCBI) auf
Spezifitit tiberpriift. Alle Analysen wurden mit Duplikaten in mindestens zwei Messungen am
LightCycler System Version 3.5 (Roche) durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz bestand aus
jeweils 2 pl LightCycler-FastStart DNA Master SYBR Green I, 4 mM MgCl, sowie einer
Primerkonzentration von jeweils 0,5 yM. Das gewihlte Programm bestand aus 10 Minuten
initialer Denaturierung mit anschlieBend 45 Zyklen von kurzem Aufheizen auf 95°C, 5
Sekunden bzw. 10 Sekunden Annealing und 20 Sekunden Amplifikation. Die Schmelzkurve
zur Uberpriifung der Spezifitit wurde durch kontinuierliches Aufheizen von 65°C auf 95°C
erstellt. AnschlieBend wurden die Proben fiir 30 Sekunden auf 40°C runtergekiihlt. Die
Messungen wurden zundchst mit der LightCycler Software Version 3.5 analysiert. Diese
Software errechnet mit der ,,Second derivative Maximum®“-Methode die fiir die weiteren
Auswertungen benutzten Crossing Points. Die PCR-Effizienz wurde mittels linearer
Regression durch das LinRegPCR-Programm (Ramakers et al.,2003) berechnet. Die Daten
wurden nur fiir die weitere Auswertung herangezogen, wenn die Effizienzen fiir das jeweilige
Gen grofer als 1,5 waren und eine Standardabweichung von 0,05 nicht tiberschritten wurde.
Ebenfalls mussten diese Bedingungen im Vergleich mit dem Housekeeping-Gen GAPDH
erfiillt sein. Die eigentliche Auswertung der relativen Genexpression erfolgte mittels der
Delta-Delta-Ct-Methode (Livak und Schmittgen, 2001). Bei dieser Methode wurde zunéchst
die Expressionsmenge des untersuchten Gens in Relation zum Housekeeping-Gen GAPDH
normalisiert. AnschlieBend wurde die Expression des untersuchten Gens in NOSI1-FI und
NOS1-#4 in Relation gesetzt und das Ergebnis als Fold Change ausgedriickt. Die Ergebnisse
wurden mittels vereinfachtem Student’s T-Test auf ihre Signifikanz iiberpriift, wobei ein

Signifikanzniveau von p < 0,05 festgelegt wurde.
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3.2.5.3 Agarosegel

Das Agarosegel, versetzt mit Ethidiumbromid, wurde verwendet PCR-Produkte und
Plasmide auf ihr Reinheit und GroBe zu iiberpriifen. Fiir die Plasmide wurden 0,8%ige
Agarosegele, fiir die PCR-Produkte 1,6%ige verwendet. Die Agarose wurde in 1xTAE-Puffer
durch Aufkochen gelost und 0,7 uL Ethidiumbromid bei ca. 60°C zugesetzt. Das noch
fliissige Gel wurde auf den Geltrdger gegossen, wo es nach ca. 30 Minuten erstarrte. Als
Laufpuffer wurde ebenfalls 1XTAE-Puffer verwendet. Zur Kontrolle der Bandengréfe wurde
als Marker der Hyper Lader I verwendet sowie zu Uberpriifung der Konzentration der
Plasmide der Lamda Hind III. Je nach Gré8e der Produkte wurde das Gel zwischen 40 und 60

Minuten bei einer Stromstirke von 100 mA laufen gelassen.

3.2.5.4 Annealingzeit und Annealingtemperatur der Oligonucleotide

NINJ2 10 62
WNK1 10 62
TMCC1 10 62
AFF3 5 65
CYTL1 10 62
FLT3 10 60
KIAA1257 10 62
GATA2 10 62
RPN I 10 65
GAPDH 10 62

Tabelle 4: Annealingzeit und Annealingtemperatur der verwendeten Oligonukleotide
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3.2.6 Proliferationsversuche

3.2.6.1 Proliferationsversuch mit Uberstand der NOS1-FI

Die Zellen wurden in einer rechnerischen Dichte von 1x10° Zellen pro ml ausgebracht
und unter iiblichen Bedingungen kultiviert. Das Experiment wurde jeweils in Triplikaten
durchgefiihrt. Die NOS1-#4 Zellen wurden mit Uberstand aus der NOS-FI Reihe einmal
unverdiinnt und dann in verschiedenen Ansitzen jeweils in 10facher Verdiinnung bis zu einer
Konzentration von 1:10.000 versetzt. Als Positivkontrolle wurden die NOS1-#4 Zellen mit
GM-CSF in einer 1:800 Verdiinnung kultiviert. Als Negativkontrolle wurde ein Ansatz ohne
GM-CSF Zusatz genutzt. Die Zellen wurden eine Stunde nach Aussaat und danach fiir vier
Tage alle 24 Stunden gezidhlt. Hierzu wurden 20 uL einer homogenen Zellsuspension
entnommen und mit der gleichen Menge Trypanblau versetzt. Die Zihlung wurde dann

mittels zuvor auf die Zelllinien geeichtem Cellcounter durchgefiihrt.

3.2.6.2 Proliferationsversuch mit einem FIt3-Tyrosinkinaseinhibitor

Fiir diesen Versuch wurden Zellen der Linien NOS1-FI, NOS1-#4 sowie Zellen der
Linie MV4-11 jeweils in einer Dichte von 5x10° Zellen pro ml in Kulturflaschen ausgebracht.
Die Zelllinie MV4-11 diente hierbei als Positivkontrolle, da ihr Wachstum unter anderem auf
einer Flt3-Kinasemutation beruht und mittels Inhibitor gestoppt werden kann. Es wurden
Ansitze von jeder Zelllinie ohne Inhibitor, mit einer Inhibitorkonzentration von 50 nM und
mit einer Konzentration von 500 nM angesetzt. Das Experiment wurde jeweils in Triplikaten
durchgefiihrt. Die Zellen wurden bei iiblichen Bedingungen fiir 6 Tage kultiviert, wobei die
beiden Nos-Zelllinien in Kulturflaschen die MV4-11 in 6-Well-Platten ausgebracht wurden.
Von Tag O beginnend wurde alle zwei Tage, mittels auf die jeweiligen Zellen geeichtem
Cellcounter, die Zelldichte gezidhlt. Am dritten Tag wurden dem Ansatz der Zellen der Nos-
Linien jeweils 2,5 ml frisches Medium mit der dazugehdrigen Hemmstoffkonzentration

zugefiigt, fiir die Ansédtze der MV4-11 waren es 1,5 ml.
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3.2.7 Klonierung des CYTL1-Gens in einen retroviralen Vektor
3.2.7.1 Bakterienkulturen

Die verwendeten Bakterien wurden in LB-Medium kultiviert. Da die verwendeten
Plasmide jeweils ein Ampicillinresistenzgen enthalten, wurde zwecks positiver Selektion das
Medium mit Ampicillin in einer Endkonzentration von 5 pg/ml versetzt. Die Kultur wurde bei

37 °C und 200 rpm gehalten.

Als Vorkultur wurden Volumina von je drei ml angesetzt, die fiir 7 Stunden bei 37°C
und 200 rpm inkubiert wurden. Fiir die Ubernacht-Kultur wurden 200 — 300 ml LB-Medium
mit Ampicillin vorbereitet, in die 200 bis 300 u1 (1:1000 Verdiinnung) der Vorkultur gegeben

wurden.

Um Bakterienkolonien auf festem Boden anzuziichten, wurde dem Medium mit
Ampicillin-Zusatz 1,5% Agar zugefiigt und Petrischalen als Agarplatte gegossen. Die
Bakterien wurden auf die Agarplatten angeimpft und iiber Nacht fiir 12-16 Stunden bei 37°C

inkubiert.

3.2.7.2 Anlegen von Glycerolstocks

Die Bakterien wurden in Glycerolstocks gelagert. Dafiir wurden einzelne
Bakterienklone gepickt und iiber Nacht in 4 ml Medium unter den oben beschriebenen
Bedingungen herangezogen. Nach 12 bis 16 Stunden wurde 1 ml Bakterienkultur in Nunc™ -

Plastikampullen mit Glycerin (Endkonzentration 15%) versetzt und bei -80°C tiefgefroren.

3.2.7.3 Transformation von Bakterien

Hierzu wurden 100 ul kompetente Bakterien auf Eis aufgetaut, 100 ng Plasmid-DNA
wurde hinzugegeben und vorsichtig gemischt. Nach 30 min Inkubation auf Eis, erfolgte fiir
eine Minute ein Hitzeschock bei 42°C. Danach wurden die Bakterien in 1 ml LB-Medium
aufgenommen und fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden jeweils 100 pl

und 900 p1 der Bakteriensuspension auf Agarplatten gegeben und iiber Nacht fiir 14 Stunden
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bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden verschiedene Klone mit einem sterilen Zahnstocher

gepickt und in fliissiges Kulturmedium tiberfiihrt.

3.2.7.4 Restriktionsverdau

Fiir die Klonierung in den SF91-Vektor wurde als Lokation fiir die Insertion die

Schnittstelle der Restriktionsendonuklease Notl gewdhlt.

5 .. GCGGCCGC...3
3...CGCCGGCG...5

Abb. 6 Schnittstelle der Restriktionsendonuklease Notl

Das CYTL1 Gen wurde aus DNA der NOSI1-FI Zelllinie amplifiziert, hierzu wurde
folgendes Primerpaar mit einer integrierten Schnittstelle fiir die Restriktionendonuklease Not1

verwendet:

Forward Primer :
5' - atat gcggecge acc atg agg acg cct ggg cct ctg - 3'
Reverse Primer:

5' - gcat geggecge tta geg ctg acg atc tgg cag gac - 3'

Die Amplifikation wurde mittels Gelelektrophorese tiberpriift. Das Amplifikat wurde
anschlieend mit dem DNA-Purifikation Kit der Firma Quiagen aufgereinigt. Das gereinigte
Fragment wurde zunidchst mittels TOPO-TA Cloning Kit der Firma Invitrogen nach
beiliegender Anleitung in den mitgelieferten Vektor eingefiigt und in den XL1-Blue Stamm
transformiert. AnschlieBend wurden die transformierten Bakterien auf Agarplatten
ausgebracht, nach Ubernachtinkubation wurden am nichsten Morgen mehrere Klone gepickt.

AnschlieBend erfolgte eine Extraktion des Plasmids mittels Mini-Prédparation.
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3.2.7.5 Dephosphorylierung von DNA

Die Vektor-DNA wurde mit alkalischer Phosphatase (calf intestine alkaline
phosphatase von MBI Fermentas, St. Leon-Rot) an dem 5 -Ende dephosphoryliert. Hierfiir
wurde die Vektor-DNA in einer Konzentration von 20 pmol mit 1 U Enzym in 1x
Dephosphorylierungspuffer fiir 15 Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden weitere
1 U Enzym hinzugefiigt und 45 Minuten bei 55°C inkubiert.

3.2.7.6 Ligation von DNA

Die Ligation der DNA erfolgte mit dem Enzym T4-DNA-Ligase (von Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim). Hierzu wurden 50 ng des dephosphorilierten Vektors mit
einem dreifachen molaren Uberschuss an Insert-DNA in ein Volumen von 20 1 mit den
Pufferreagenzien nach Angaben des Herstellers gebracht. Der Ansatz wurde mit 2 U

Ligaseenzym bei 4°C fiir 3 Tage inkubiert.

3.2.7.7 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus prédparativen Agarosegelen wurde der
"QIAquick™ Gel Extraction Kit" (von Qiagen) verwendet. Das zu reinigende DNA-Fragment
bzw. dPlasmid-DNA wurde jeweils doppelt auf préparative Agarosegel aufgetragen, wobei
90% der DNA in die eine und 10% in die andere Tasche aufgetragen wurden. Nach der
Elektrophorese wurde der Teil des Gels, in welchem die 10% der DNA aufgetragen wurden
auf den Transilluminator gebracht und unter UV-Licht wurde die Laufhohe der gesuchten
Bande markiert. Auf der gleichen Hohe wurde dann das zu reinigende DNA-Fragment aus der
Gelspur herausgeschnitten, wo die restlichen 90% der DNA aufgetragen wurden. Dies
geschah zum Schutz der zu reinigenden DNA vor eventuellen Schidden durch das UV-Licht.
Das ausgeschnittene Gelsegment wurde dann mit dem dreifachen Volumen QG-Puffer
versetzt und zur Auflosung der Agarose fiir 10 Minuten bei 50°C inkubiert. Die Losung
wurde anschliefend auf eine ,,QIAquick*“-Sdule geladen. Durch 1 min Zentrifugation bei 5000
g in einer Eppendorf-Zentrifuge wurde die DNA an die Silicagel-Matrix der Sédule gebunden.
Das Eluat wurde verworfen. Anschlieend wurde die an die Sédule gebundene DNA mit 500

ul QG-Puffer gewaschen. Es folgte eine erneute Zentrifugation fiir eine Minute bei 5.000 g.
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Das Eluat wurde erneut verworfen, und 750 ul PE-Puffer wurden auf die Sédule gegeben.
Nach 5 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Sédule wiederum fiir eine Minute
bei 5000 g zentrifugiert, das Eluat wurde verworfen. Letztlich wurde die DNA in 50 ul TE-

Puffer bei erneuter Zentrifugation (eine Minute bei 5000 g) eluiert.

3.2.7.8 Mini-Priparation

Die Isolation der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des Qiagen-Plasmid Maxi Kits
(Qiagen, Hilden). Aus den Agarplatten wurden einzelne gewiinschte Klone gepickt und in
einer 4 ml Kultur fiir 4 bis 8 Stunden bei 37°C unter Schiitteln (300 UpM) angeziichtet.
Danach wurden 5 pl dieser Kultur in 5 ml LB-Medium (Verdiinnung 1:1.000) mit
Ampicillinzusatz zugegeben und iiber Nacht bei 37°C unter Schiitteln (300 UpM) fiir 12 bis
16 Stunden inkubiert. Am néichsten Tag wurden aus dieser Kultur 4 ml abgenommen und fiir
20 Sekunden bei 5.000 g bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 100 x1 4°C kalten Puffer P1 (10 mM EDTA; 50 mM Tris-HCI pH
8,0; 10 mg/ml RNase A) resuspendiert. Es wurden 200 ul Puffer P2 (200 mM NaOH, 1%
SDS) dazugegeben, der Ansatz wurde durch 5 bis 10 maliges Invertieren gemischt und fiir 5
Minuten bei 4°C inkubiert. In dieser Zeit fand die Lyse der Bakterien statt. Anschlieend
wurden 150 p1 4°C kalter Puffer P3 (3 M KAc pH 4,8) dazugegeben, der Ansatz wurde durch
5 bis 10 maliges Invertieren gemischt und fiir 5 Minuten bei 4°C inkubiert. Danach wurde die
Suspension bei 5.000 g fiir 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand mit der
Plasmid-DNA abgenommen. Dadurch wurden Membrantriimmer, Proteine und genomische
DNA aus den Proben entfernt. Die Plasmid-DNA aus dem Uberstand wurde dann mit 900 p1
Ethanol absolut durch Inkubation fiir 30 Minuten bei -20°C geféllt und anschlieend bei
5.000 g fiir 30 Minuten bei 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet
wurde mit 500 ul 70%-igem Ethanol 4°C gewaschen und erneut bei 5.000 g fiir 10 Minuten
bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut verworfen und das Pellet im Lyophillisator

getrocknet. Das trockene DNA-Pellet wurde in 50 1 TE-Puffer aufgenommen.

3.2.7.9 Sequenzierung

Zur Sequenzierung wurde das "ABY PRISM™ Big Dye Ready Reaction Terminator

Cycle Sequencing*“-Kit der Firma Perkin Elmer Applied Biosystems verwendet.
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Es wurden 300 ng Plasmid-DNA zusammen mit 15 pmol Primer 6 pl HT-Puffer
(Endkonzentration 3x, PE Biosystems) und 4 ul "Big Dye Terminator Ready Mix", eine
Losung, welche alle fiir die Synthese und Markierung der DNA benétigten Substanzen
enthielt, in ein Volumen von 20 pl aufgenommen und die Reaktion im folgenden

Temperaturprofil durchgefiihrt:

95°C 1 min

96°C 30 sek

50°C 15 sek 34 Zyklen

60°C 4 min

Nach der Reaktion wurden die Proben mit 80 1 0,3 M Na-Ac und 250 ul reinem, 4°C
kaltem Ethanol versetzt, in ein 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen iiberfiihrt und 30 Minuten bei
5.000 g bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das DNA-Pellet mit 1 ml
70%-igem Ethanol bei 4°C gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation fiir 15 Minuten bei
13.000 g und 4°C wurde der Uberstand verworfen und das DNA-Pellet an der Luft
getrocknet. Die weitere Analyse erfolgte mittels Sequenziergerit (Applied Biosystems 373A)

im Institut fiir Pathologie, Universitdtsklinikum Eppendorf, Hamburg.
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4. Ergebnisse

Als Basis fiir die Untersuchung der Genexpression dienten die Daten der AG Jiicker
aus einer Microarray-Analyse, welche im Jahr 2005 mit dem Affymetrix Human Genome
U133 Plus 2.0 Array in Zusammenarbeit mit Dr. Streichert (Institut fiir Klinische Chemie,
UKE) durchgefiihrt wurde. Auf der Grundlage dieser Daten wurden Gene ausgewihlt, welche
in der Umgebung der 3q21 Translokation liegen und eine Regulation der Expression zeigten.
Zudem wurden Gene untersucht, welche in der Literatur in Zusammenhang mit 3q21-
Aberrationen diskutiert wurden. Als dritte Gruppe von Genen wurden solche ausgesucht,
welche anhand der Microarraydaten eine starke Regulation der Expression zeigten, und bei
denen entweder eine Rolle in der Leukdmogenese bekannt ist, oder aber eine Funktion als

moglicher Wachstumsfaktor angenommen wird.

4.1 Auswahl der zu untersuchenden Gene

Unter der Annahme einer Genregulation von bis zu einer Million Basenpaare vom
Bruchpunkt entfernt (Pfeifer et al. 1999) und einer minimal nachweisbaren Regulation in den
vorliegenden Microarry-Daten um den Faktor 2, wurden die in Tabelle 5 aufgelisteten Gene

fiir die Untersuchung mittels quantitativer Real-Time PCR ausgewdhlt.

Gene im Bereich des Bruchpunktes auf Chromosom 3

Name Gen-Symbol
KIAA1257 KIAA1257
H1 histone family, member X HIFX

Transmembrane and coiled-coil

domain family 1 TMCCI

Tab. 5: Die ausgewihlten Gene auf Chromosom 3 im Abstand von bis zu einer Million
Basenpaare vom Bruchpunkt
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Gene im Bereich des Bruchpunktes auf Chromosom 12

Name Gen-Symbol

solute carrier family 6

(neurotransmitter transporter, GABA), SLC6A13
member 13
Nerve injury-Inducted Protein 2 NINJ2

WNK lysine deficient protein

kinase 1 R

Tab. 6: Die ausgewihlten Gene auf Chromosom 12 im Abstand von bis zu einer Million
Basenpaare vom Bruchpunkt

Des Weiteren wurden die Gene Ribophorin I (RPNI) und GATA binding protein 3
(GATA?2) ausgewihlt, obwohl diese Gene nicht die oben genannten Kriterien erfiillten. Diese
Gene wurden jedoch in der Literatur mehrfach in Zusammenhang mit 3q21 Translokationen

diskutiert.

Zusitzlich zu den mit dem Bruchpunkt assoziierten Genen wurde in den Daten der
Mikroarry-Analyse nach Genen gesucht, welche auffillig stark reguliert waren und aufgrund
threr Eigenschaft moglicherweise zu dem faktorunabhédngigen Wachstum der NOSI-FI

beitragen konnten. Hierbei wurden die folgenden Gene ausgewdéhlt:

Name Gen-Symbol
AF4/FMR?2 family, member 3 AFF3
Cytokine Like 1 CYTL1
Fms-related tyrosine kinase FLT3

Tab. 7: Die ausgewihlten Gene unabhiingig vom Bruchpunkt
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4.2 Untersuchung der Genexpression mittels quantitativer Real-
Time PCR
Die Expression der ausgewihlten Gene wurde mittels quantitativer Real-Time PCR im
LightCycler der Firma Roche untersucht. Es wurden 3 verschiedene RNA Isolate verwendet
und jeweils in cDNA umgeschrieben. Pro Lauf im LightCycler wurde jeweils in Duplikaten
die Expression der Gene in den beiden Zelllinien der NOS1 mittels Fluoreszenzmessung

bestimmt.

15.0-

14.0-
13.0-

120-
11.0-
100-
90-
s8.0-
5 GAPDH
5.0-
50-
4.0-
30-

Fluorescence (F1)

20-

CYTL1 - NOS1

1.0-

00-

-1.0-

Cycle Number

Abb. 7 Fluoreszenzkurven hier am Beispiel des am stirksten regulierten Gens aller
untersuchten Gene CYTL1: Die x-Achse zeigt die Anzahl an PCR-Zyklen an, die y-Achse
die gemessene Fluoreszenz. Als Housekeeping-Gen dient GAPDH. Gemessen wurde die
Expression von CYTL1 in der faktorunabhidngigen Zelllinie NOSI1-FI gegeniiber der
faktorabhingigen Zelllinie NOS1-#4. Jeder PCR-Ansatz wurde in Duplikaten gemessen. Die
Kurven lassen erkennen, dass der Beginn der exponentiellen Phase der PCR bei der NOS1-FI

fiir das untersuchte Gen etwa 10 Zyklen vor der NOS1-#4 liegt.
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4.2.1 Gene mit postulierter Assoziation zu 3q21-Aberrationen

Die in der Literatur in Zusammenhang mit der 3q21 Translokation diskutierten Gene
zeigen eine geringere Expression in der faktorunabhédngigen Mutante, wobei jedoch keines

der beiden Ergebnisse statistisch signifikant ist.

Standardabweichung

RPN1 -1,23 0,23 0,19

GATA2 -77,23 54,34 0,14

Tab. 8: Ergebnisse der Expressionsanalyse der im Zusammenhang mit 3q21-

Aberrationen diskutierten Gene
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4.2.2 Gene im Bruchpunktbereich der Translokation

Die Expressionsuntersuchungen ergaben fiir die ausgewdhlten Gene auf dem

terminalen Ende von Chromosom 12 und dem translozierten Teilstiick 3q21 folgende

Ergebnisse:
i
Chromosom 3 < — 1 Million Basenpaare
TMCCA1 2,05* (+/-0,43)
3q21 .
Bruchpunkt KIAA1257 -2,43 ("'/" 0,52)
12p13 |

NINJ2 3,32* (+/-0,85)
WNK1 1,97*  (+/-0,34)

Chromosom 12 { 1 Million Basenpaare

Abb. 8: Ergebnisse der Expressionsanalyse der ausgewihlten Gene in der Nihe des
Bruchpunktes: Schematische Darstellung der Translokation. Genexpression angegeben als
Fold Change in Gegeniiberstellung von NOSI1-FI in Relation zu NOS1-#4 jeweils mit
Standardabweichung in Klammern. Mit * gekennzeichnete Werte sind statistisch signifikant (p

<0,05).

Fiir alle Gene im Bereich des Bruchpunktes konnte eine statistisch signifikante
(p = 0,05) Regulation nachgewiesen werden. Hierbei zeigt TMCC1 eine 2,05 fach
hohere Expression, NINJ2 eine 3,32 fach hohere Expression und WNKI1 eine 1,97
fach hohere Expression in der faktorunabhingigen Mutante gegeniiber der
urspriinglichen Zelllinie. Das Gen KIAA1257 ist das einzige der ausgewéhlten Gene,
welches eine niedrigere Expression in der faktorunabhingigen Mutante zeigt, die

gemessene RNA Menge ist 2,43 fach niedriger als in der Zelllinie NOS1-#4.
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“Nos 1FI

. .

TMCC1 KIAA1257 NIN]J2 WNK1

ENos 1 #4

Abb. 9 Relative RNA-Menge: Dargestellt sind die relativen Mengen gemessener mRNA der
untersuchten Gene in den Zelllinien Nos 1 FI und Nos 1 #4, wobei der RNA-Menge der
Zelllinie Nos 1 # 4 der Wert 1 zugeordnet wurde.

Fiir das zur Expressionsanalyse ausgewdhlte, auf Chromosom 3 gelegene Gen H1FX
sowie fiir das auf Chromosom 12 gelegene SLC6A13 konnten keine verwertbaren
Messergebnisse erzielt werden. Nach jeweils 3 verschieden getesteten Primerpaaren mit
zahlreichen = Messversuchen  bei  unterschiedlichen  Annealingtemperaturen  und

Annealingzeiten wurden die Versuche zu diesen Genen beendet.
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4.2.3 Gene mit proliferationsfordernden Eigenschaften unabhéingig von der 3¢q21-

Translokation

Fiir die Gene, welche einen bekannten bzw. moglichen wachstumsférdernden Einfluss
haben und eine deutliche Regulation in der Microarray Analyse zeigten, konnte in der Real

Time PCR diese Regulation bestétig werden.

Fold Change Standardabweichung
Af3

t
114,61 36,15 0,03
CYTL1 1615,51 467,94 0,03
FLT3 83,01 19,98 0,02

Tab. 9: Ergebnisse der Expressionsanalyse der unabhiingig von der Translokation

untersuchten Gene

Hierbei zeigen alle drei Gene eine statistisch signifikante Hochregulation in der
faktorunabhingigen Mutante. Insbesondere bemerkenswert ist hier die 1615-fache

Hochregulation des CYTL1-Gens.

4.3 Proliferationsversuche

Ziel dieser Versuche war es zu untersuchen, ob sich die faktorunabhéngige Zelllinie
NOS1-FI durch die Produktion eines Wachstumsfaktors autokrin stimuliert, und iiber diesen
Mechanismus auf den Wachstumsstimulus des GM-CSF verzichten kann. Zudem sollte
mittels Zugabe eines FLT3-Inhibitors liberpriift werden, inwiefern das in der NOS1-FI
deutlich hochregulierte Gen FLT3 zur Wachstumsfaktorunabhéngigkeit beitrdgt bzw. ob sich
das faktorunabhéngige Wachstum mittels FL'T3-Inhibitor hemmen lédsst.

46



4.3.1 Zellproliferation der NOS1-Zellen mit Uberstand der NOS1-FI-Zellen

Die fiinftigige Kultivierung der NOS1-Zellen (NOS1-#4) mit Uberstand, bzw. in
Zehnerpotenzen verdiinntem Uberstand von Kulturmedium der faktorunabhéingigen Mutante,
zeigte insgesamt nur einen geringen Effekt auf das Wachstum der Zelllinie, verglichen mit
Wachstumsstimulation mittels GM-CSF (Abb. 10). Bei genauerer Betrachtung (Abb. 11) lésst

sich jedoch ein mit zunehmender Verdiinnung graduell abnehmender Effekt ablesen.

180

—4— Nos1 4 +GM-
CSF 1:800
160

/’ —#— Nos1#4w/o GM-
140 CSF

/ Nos1#4+
20 Uberstand
Nos1-A
100 Nos1#4 +
/ Uberstand
" Nos1-F1:10
—+—Nos1#4+
Uberstand
60 / Nos1-A 1:100
—o— Nos1z4+
40 E _

Uberstand

Zellzahl x10hoch4 pro ml

I 7
- % ¥ Nos1-F1 1:1000

& M - —— Nos1#4+

] Uberstand

Nos1-F 1:10000

0

1 2 3 4 5

Tage

Abb. 10: Kultivierung der NOS1-#4 mit dem Uberstandsmedium der NOS1-FI: Die
Grafik zeigt die Gesamtzellzahl der NOSI-#4 (tote und lebendige Zellen) nach fiinftigiger
Kultivierung mit Uberstandsmedium. Als Positivkontrolle wurde eine Kontrolle mit Zugabe von GM-

CSF in der Verdiinnung 1:800 verwendet. Negativkontrolle Medium ohne GM-CSF Zugabe.
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Abb. 11: Genauere Betrachtung der Kultivierung der NOS1-#4 mit dem
Uberstandsmedium der NOS1-FI: Die Grafik zeigt die Gesamtzellzahl der NOS1-#4 (tote
und lebendige Zellen) nach fiinftigiger Kultivierung mit Uberstandsmedium, wobei der
Messbereich der Positivkontrolle ausgeblendet wurde, mit dem Effekt einer exakteren
Betrachtung der Verdiinnungsreihe des Uberstandes. Hierbei ist durchaus ein, wenn auch
schwacher, titrierbarer Effekt erkennbar. Als Positivkontrolle wurde eine Kontrolle mit
Zugabe von GM-CSF in der Verdiinnung 1:800 verwendet. Negativkontrolle Medium ohne
GM-CSF Zugabe.

Proliferationsversuch mit einem FIt3-Tyrosinkinaseinhibitor

Hierbei wurden die Zelllinien NOS1 (NOS1-#4), NOS1-FI sowie als Positivkontrolle

die durch Flt3-Inhibitor hemmbare Zelllinie MV4-11 mit unterschiedlichen Konzentrationen

eines Flt3-Tyrosinkinaseinhibitors tiber 6 Tage kultiviert.
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Abb. 12: Versuch der Wachstumsinhibition mittels FIt3-Tyrosinkinaseinhibitor:
Dargestellt ist die Zellzahl nach 6 Tagen Inkubation ohne Flt3-Inhibitor, mit 50nM Inhibitor
und 500 nM Inhibitor. Es ist keinerlei inhibitorischer Effekt zu erkennen, wobei die Inhibition

der Kontrollzelllinie gut zu erkennen ist.

Es zeigt sich keinerlei wachstumshemmender Effekt bei den NOS1-Zelllinien, wobei
die Kontrollzelllinie MV4-11 eine deutliche Inhibition sowohl in der 50 nM als auch in der

500 nM Konzentration aufweist.

44 Klonierung des CYTL1-Gens in den SF91 Vektor

Der Abschluss der Klonierung des CYTL1-Gens in den SF91 Vektor wurde mittels
DNA-Sequenzierung gepriift. Dabei zeigte sich in einem der vier untersuchten
Bakterienklone, dass das CYTLI-Insert in korrekter Orientierung in den Vektor eingefiigt

wurde. Von diesem Klon wurden Glycerolstocks fiir weiterfiihrende Experimente angelegt.
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5. Diskussion

5.1 Einleitung

Chromosomale Aberrationen, insbesondere Translokationen, sind ein wichtiger
Mechanismus in der Entstehung maligner Erkrankungen. Die Identifikation der involvierten
Gene und die Entschliisselung ihrer Rolle in der Kanzerogenese und Leukdmogenese ist dabei
nicht nur ein entscheidender Faktor fiir das Verstindnis der Krebsentstehung, die involvierten
Gene bzw. die Genprodukte bieten einen hervorragenden Ansatz fiir die Behandlung dieser

Erkrankungen.

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Zusammenhang von
wachstumsfaktorunabhéngigem Wachstum und der héufig in Leukdmien vorkommenden, mit
einer schlechten Prognose einhergehenden, chromosomalen Translokation 3q21 zu
untersuchen. Als Modellsystem hierfiir wurde die GM-CSF abhingig wachsende humane
Leukidmiezelllinie  (NOS1) in  Kombination mit einer hieraus etablierten,
wachstumsfaktorunabhéngigen Sublinie (NOSI-FI) verwendet. Die faktorunabhéngige
Sublinie NOS1-FI weist im Vergleich zur parentalen, faktorabhéngigen Linie NOS1 eine
3g21-Aberration auf (der(12)t(3;12)(q21;p13)). Somit konnte durch eine vergleichende
Analyse beider Zelllinien die mogliche Auswirkung der chromosomalen 3q21-Aberration auf
die Genexpression untersucht werden. Hierzu wurde die differenzielle Expression von Genen
untersucht, welche nahe des Bruchpunktes auf dem translozierten Teilstiick 3q21 liegen. Des
Weiteren wurde die Expression von Genen, welche auf dem angeschlossenen Anteil von
Chromosom 12 lokalisiert sind, untersucht. Zudem wurde die differenzielle Expression
ausgewdhlter Gene, unabhingig vom Bruchpunkt untersucht. Diese Gene wurden aufgrund
ihrer bekannten oder postulierten proliferationsfordernden Eigenschaften ausgewdhlt. Die
Ergebnisse diese Arbeit fiihrten zur Identifizierung von Genen, deren Expression in der
faktorunabhingigen Zelllinie reguliert wird. Ihre mogliche Regulation durch die
chromosomale 3q21-Aberration sowie ihre mogliche biologische Funktion im

Zusammenhang mit der Wachstumsfaktorunabhéngigkeit wird im Folgenden diskutiert.
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5.2 Diskussion der untersuchten Gene mit proliferationsfordernden
Eigenschaften unabhéingig von der 3q21-Translokation

5.2.1 Cytokine like 1 (CYTL1)

Cytokine-like 1 ist ein auf Chromosom 4 (4p16.2) lokalisiertes, aus vier Exons
bestehendes Gen, welches fiir das gleichnamige, synonym auch C17 genannte Protein kodiert.
Das Protein besteht aus 136 Aminosduren und hat ein Molekulargewicht von 15577 Da. Das
Gen wurde im Jahr 2000 zundchst auf CD34+ Stammzellen aus Knochenmark und
Nabelschnurblut entdeckt (Liu et al. 2000). Das resultierende Polypeptid weist eine fiir
hidmatopoetische Chemokine typische Sekundirstruktur mit vier Alpha-Helices sowie einem
sekretorischen N-terminalen Ende auf (Liu et al. 2000). Neuere Analysen der
dreidimensionalen Peptidstruktur weisen darauf hin, dass CYTL1 eine dem Chemokin IL8
bzw. CCL2 dhnliche Struktur aufweist und moglicherweise an den Chemokinrezeptor CCR2
binden kann (Tomczak & Teresa Pisabarro 2011). Des Weiteren spielt CYTL1 eine wichtige
Rolle bei der Chondrogenese mesenchymaler Zellen sowie zur Aufrechterhaltung der
Homdostase im Gelenkknorpel (Kim et al. 2007). Dies konnte mittels exogener Zugabe sowie
mittels  lentiviraler ~Uberexpression in Zellkulturen —mesenchymaler Stammzellen
nachgewiesen werden. Die Effekte wurden hierbei unter anderem iiber eine erhohte
transkriptionale Aktivitdt von Sox9 vermittelt. AuBerdem wurde gezeigt, dass CYTL1 zu
einer erhohten Produktion des insulin-like growth factor-1 (IGF-1) fiihrt. Hierbei wird von
einem auto- und parakrinen Mechanismus der Signaliibermittlung ausgegangen (Kim et al.

2007).

Ein Knockout des Gens in Miusen fiihrte zu arthritischer Zerstorung des
Gelenkknorpels (Jeon et al. 2011), umgekehrt schiitzt eine erhohte Expression des Gens vor
einer Gelenkdestruktion, was auf immunmodulatorische Eigenschaften bei struktureller

Ahnlichkeit zu Interleukin-2 zuriickzufiihren sein konnte (Chao et al. 2011).

Kwon et al. haben eine Hypermethylierung des CYTL1-Gens in bronchopulmonalen
Plattenepithelkarzinomen nachgewiesen und hierbei auf eine mogliche Rolle in der epithelial-
mesenchymalen Transition bei der Tumorentstehung hingewiesen (Kwon et al. 2012).
Ebenfalls wurde eine erhohte CYTL1 Genexpression in Zusammenhang mit benigner

Prostatahyperplasie nachgewiesen (Begley et al. 2008). Wen et al. konnten 2012 erstmals
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einen starken Hinweis fiir eine Rolle des Gens in der Entstehung und Ausbreitung eines

malignen Tumors, des Neuroblastoms, finden (Wen et al. 2012).

Samtliche bis heute zu diesem Gen vorliegenden Erkenntnisse lassen den Schluss zu,
dass CYTL1 eine wichtige Rolle in der Proliferation von Zellen spielt, sei es bei der
Aufrechterhaltung des Gelenkknorpels, der Prostatahyperplasie oder der Entstehung maligner
Tumore wie des Plattenepithelkarzinoms oder des Glioblastoms. Der genaue Mechanismus

hierbei ist jedoch noch nicht geklirt.

In der wachstumsfaktorunabhingigen Mutante NOS1-FI war die gemessene Menge an
mRNA des CYTL1 Gens um den Faktor 1616 hoher als in der urspriinglichen Zelllinie
NOS1#4, das Ergebnis ist statistisch signifikant. Diese starke Uberexpression des Gens in
Zusammenschau mit den bekannten proliferationsfordernden Eigenschaften von CYTL1 legt
die Vermutung nahe, dass CYTLI in der Entstehung der Faktorunabhingigkeit der mutanten
Zelllinie eine wichtige Rolle spielen konnte. Die Lage des Gens auf Chromosom 4 ergibt
keine Verbindung zu der in der faktorunabhéngigen Zelllinie vorliegenden 3q21-
Translokation, somit ist der Grund fiir die sehr starke Uberexpression zunichst unklar, ein

Uberlebens- bzw. Wachstumsvorteil fiir die Zelle scheint aber nahe zu liegen.

Da es sich bei dem CYTLI-Protein um ein sekretorisches Protein handelt und nach
heutigem Wissenstand eine cytokinartige Aktivitdt mehrfach nachgewiesen wurde, wire eine
autokrine bzw. parakrine Stimulation der NOS1-FI Zellen durch das Protein eine weiter zu

verfolgende Hypothese.

Insgesamt bietet die hier vorgefundene Kombination der starken Uberexpression eines
noch relativ neuen cytokinartigen Gens in einer wachstumsfaktorunabhéngigen Mutante einer
Leukidmiezelllinie eine sehr gute Moglichkeit, mehr tiiber die mdglichen

proliferationsfordernden Eigenschaften von CYTLI1 zu erfahren.

Zur weiteren Untersuchung der Rolle von CYTLI in der Entstehung der
Faktorunabhéngigkeit sind weiterfiihrende Experimente geplant. Eine Klonierung in den
retroviralen Vektor SFI1 ist bereits in dieser Arbeit erfolgreich durchgefiihrt worden, eine
Uberexpression des Gens in der GM-CSF abhiingigen Zelllinie NOS1 mittels retroviraler
Transduktion wire der nédchste Schritt, um zu sehen, ob hiermit méglicherweise ein GM-CSF-
unabhédngiges Wachstum der Nos#4 Zelllinie erreicht werden kann. Zudem ist ein

Knockdown des CYTL1-Gens mittels siRNA in der wachstumsfaktorunabhingigen Mutante
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in Planung, um zu sehen, ob das unabhédngige Wachstum auch ohne CYTLI-Expression

aufrechterhalten wird.

5.2.2 AF4/FMR2 Family, Member (AFF3)

AFF3 ist ein auf Chromosom 2 (2q11) gelegenes, aus 28 Exons bestehendes, Gen. Es
kodiert fiir das gleichnamige, je nach Isoform aus bis zu 1251 Aminoséduren bestehende,
Protein, es sind multiple Spleilvarianten fiir dieses Gen bekannt (Ma & Staudt 1996). AFF3
gehort zur AF4/FMR?2 Genfamilie, einer Reihe von nukledren Transkriptionsfaktoren, welche
in der Entwicklung lymphoider Zellen sowie auch in der Entstehung von Leukdmien eine

Rolle spielen.

Die AF4/FMR2-Genfamilie im Allgemeinen und AFF3 im Speziellen spielen in der
Entstehung von akuten Leukdmien eine Rolle, da sie im Rahmen von diversen
Translokationen, welche in der Regel Chromosom 11 involvieren, als Fusionsgen fungieren
(Ma & Staudt 1996; Von Bergh et al. 2002; Hiwatari et al. 2003). AFF3 ist hierbei ein
Fusionspartner des Mixed lieneage leukemia-Gens (MLL), das MLL-AFF3 Fusionsgen ist das
am meisten gefundene Fusionsgen bei 11q23 Translokation und mit einer duflerst schlechten
Prognose verbunden (Von Bergh et al. 2002). Es konnte in Zelllinien gezeigt werden, dass
dieses Fusionsprotein sowie auch andere Fusionsproteine von MLL und der AF4-Familie eine
Elk1-Aktivierung iiber den Ras/MEK/ERK-Kinase-Signalweg auslost und somit eine
entscheidende Rolle in der Entstehung von 11q23 assoziierten Leukdmien spielt (Ng et al.

2010).

Neben der Rolle in Leukimien ist AFF3 bei diversen anderen Krankheitsbildern
Gegenstand der Forschung. So konnte z.B. eine aberrante AFF3 Expression in
Mammakarzinomen nachgewiesen werden (To et al. 2005). Zudem scheint AFF3 eine Rolle
bei der Hirnentwicklung und im Rahmen von Intelligenzstorungen zu spielen (Moore et al.

2014).

Aufgrund einer deutlich gesteigerten Expression in den Microarraydaten in
Zusammenschau mit den moglichen proliferationsfordernden Eigenschaften von AFF3 sowie
der Assoziation mit Leukidmien wurde dieses Gen fiir die weitere Untersuchung mittels
quantitativer Real Time PCR ausgewihlt. Hierbei bestitigt sich eine deutliche

Uberexpression, es konnte eine starke Hochregulation in der faktorunabhiingigen Mutante
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gezeigt werden wobei die Menge an mRNA 115 mal hoher war als in der urspriinglichen

Zelllinie NOS1#4, das Ergebnis ist statistisch signifikant.

Diese sehr starke Uberexpression kann als mdglicher Hinweis auf eine Rolle dieses
Gens in der Wachstumsfaktorunabhingigkeit der mutierten Zelllinie sein. Ob eine
Uberexpression einen primér proliferationsfordernden Effekt hat oder ob die vermehrte
Expression dieses nukledren Transkriptionsfaktors ein sekundédres Phidnomen im Rahmen
einer pro-proliferativen Signalkaskade ist, lasst sich bisher nicht beantworten. Bislang sind
keine Forschungsergebnisse zu den biologischen Folgen einer AFF3 Uberexpression bekannt,
die nachgewiesene aberrante Expression in Mammakarzinomen lédsst jedoch den Schluss zu,
dass auch eine Uberexpression moglicherweise eine Rolle bei der malignen Entartung von

Zellen spielen konnte.

Die bislang in zahlreichen Leuké@mieféllen nachgewiesenen Translokationen von
AFF3, welche zu Fusionsproteinen fiihren und mit einer schlechten Prognose der Erkrankung
verkniipft sind, spielen in der Wachstumsfaktorunabhingigkeit der NOS1-FI sicherlich keine
Rolle, da der entsprechende Genlokus in der Karyotypiesierung keine Translokation zeigte.
Somit kommt weder ein AFF3 einschlieBendes Fusionsprotein, noch eine
translokationsbedingte Uberexpression durch eine Verlagerung in einen fremden

Promotorbereich in Frage.

5.2.3 FMS-related tyrosine kinase 3 (FLT3)

FLT3 ist ein auf Chromosom 13 (13q12) gelegenes, aus 24 Exons aufgebautes Gen,
welches fiir ein aus 993 Aminosduren bestehendes Protein aus der Familie der
Rezeptortyrosinkinasen Subtyp III kodiert (Rosnet O, Mattei MG, Marchetto S 1991).
Physiologisch erfolgt eine Aktivierung des Rezeptors durch Bindung an den FLT3-Liganden
(FL), dies hat eine Dimerisierung des Rezeptors zur Folge, und es kommt zu einer
Konformationsidnderung mit Freilegung der ATP-Bindungsstelle, welches letztlich zu einer
Autophosporylierung des Rezeptors durch die eigene Kinasedoméine fiihrt. Der
phosphorylierte FLT3-Rezeptor gibt schlieBlich iiber den Ras-Raf-MEK-ERK-MAP-Kinase-
Signalweg, den JAK-STAT-Signalweg oder den PI3-Kinase-Signalweg der Zelle das Signal
zu Proliferation und Uberleben und stoppt die zellulire Funktion der Apoptose (Weisberg et

al. 2009).
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FLT3 wird physiologisch in hdmatopoetischen Stammzellen bzw. Progenitorzellen
exprimiert und ist wichtig fiir die Proliferation und Ausreifung von B-Progenitorzellen,
dendritischen Zellen sowie fiir natiirliche Killerzellen (Small et al. 1994). Wiahrend des
Ausreifungsprozesses der Progenitorzellen erfolgt ein sukzessiver Verlust der Expression, die
ausgereiften hdmatologischen Zellen zeigen keine FLT3 Expression mehr (Gary Gilliland &
Griffin 2002). Ein experimentelles Ausschalten der FLT3-Funktion in Méausen ergab
zunichst zwar eine annidhernd gesunde Population, jedoch wiesen diese einen Verlust von
primitiven B-Progenitorzellen auf. In Kochenmarktransplantationsversuchen zeigte sich
zudem ein Verlust der Fahigkeit in der Wiederherstellung sowohl von T-Zellen als auch von
meyolischen Zellen. Diese Experimente belegen die wichtige Funktion von FLT3 in der

Entwicklung multipotenter Stammzellen und B-Zellen (Mackarehtschian et al. 1995).

Eine Expression von FLT3 konnte in den leukdmischen Zellen von 70 bis 90 % der
Patienten mit AML und B-Zell ALL nachgewiesen werden, Zellen einer chronischen
lymphatischen Leukdmie (CLL) sowie die meisten Zellen der chronisch myeolischen
Leukdmien (CML) zeigen keine FLT3 Expression (Mackarehtschian et al. 1995; Carow et al.
1996).

Eine starke Expression von FLT3 sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene findet
sich in den meisten B-Zellleukdmien und akuten myeloischen Leukdmien sowie auf einigen
Formen der akuten T-Zellleukdmie. Zudem konnte eine erhdhte Expression in einigen Fillen
der Blastenkrise einer chronisch myeloischen Leukdmie gezeigt werden (Carow et al. 1996).
AuBerdem konnten Studien sowohl bei akuten myeloischen als auch bei akuten
lymphatischen Leukimien eine Uberexpression des FLT3-Liganden (FL) nachweisen. Diese
Uberexpression von FL fiihrt moglicherweise iiber den Mechanismus der parakrinen und
autokrinen Stimulation auch in Leukdmien ohne FLT3 Mutation zu einer dauerhaften
Aktivierung des Rezeptors und hat in Versuchen mit Zelllinien einen proliferationsférdernden
sowie einen antiapoptotischen Effekt und bewirkt einen Differenzierungsstopp der Zellen

(Zheng et al. 2004).

Die wichtigste und am besten untersuchte Rolle von FLT3 in der Leukdmogenese ist
die dauerhafte Aktivierung der Kinasedoméne durch Mutationen. Hierbei sind zwei
grundlegende Mechanismen von Bedeutung, die interne Tandemduplikation (ITD) der
Juxtamembrandomédne und die Punktmutation der Kinasedomine, wobei die ITD die

hdufigste Mutationsform ist (Kiyoi et al. 2002). Die ITD hebt die autoinhibitorische Funktion
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der Juxtamembrandoméne auf, dies fiihrt zu einer stindigen Autophosphorylierung von FLT3
und somit zu einer fortwdhrenden Aktivierung der nachgeschalteten proliferationsférdernden
und antiapoptotischen Kinasewege (Kiyoi et al. 1998; Griffith et al. 2004). Eine in
Leukédmiezellen eingebrachte ITD des FLT3-Rezeptors erzeugte eine
wachstumsfaktorunabhéngige Proliferation der Zellen. Im Maus-Modell erzeugte eine ITD
ein zum Tode fiihrendes myeoloproliferatives Syndrom, eine ITD alleine konnte in diesen
Versuchen jedoch nicht das Vollbild einer akuten Leukimie auslosen. Hierfiir sind offenbar
weitere proliferationsféordernde Mutationen notwendig (Kelly et al. 2002). Neben der ITD
wurden in AML-Patienten auch aktivierende Punktmutationen der Kinasedoméne von FLT3
gefunden, die hédufigste ist hierbei eine Mutation von Aspartam an Position 835 (D835).
Punktmutationen von FLT3 konnten in etwa 7% der AML-Patienten nachgewiesen werden

(Abu-Duhier et al. 2001; Yamamoto et al. 2001).

FLT3-Mutationen betreffen etwa 30% aller Patienten mit einer AML und sind in der
Klinik mittlerweile auch ein wichtiger Prognosefaktor bei diesen Patienten. In zahlreichen
klinischen Studien konnte belegt werden, dass FLT3-Mutationen, insbesondere die ITD, mit
einer deutlich schlechteren Prognose verbunden sind. Gegeniiber Patienten mit FLT3-Wildtyp
haben AML-Patienten mit einer ITD ein deutlich hoheres Risiko fiir ein Rezidiv nach
Therapie, eine deutlich geringere 5-Jahres-Uberlebensrate sowie eine geringere Zeit des
ereignisfreien Uberlebens (Kottaridis et al. 2015; Santos et al. 2011; Frohling et al. 2002;
Schnittger et al. 2002; Thiede et al. 2001; Ravandi et al. 2010; Fernandez et al. 2009).
Unabhingig von einer mutationsbedingten Aktivierung von FLT3 scheint jedoch auch eine
hohe Expression von FLT3-Wildtyp in akuten myeloischen Leukdmien ein Marker fiir eine

schlechtere Prognose zu sein (Ozeki et al. 2008).

FLT3-Mutationen sind insgesamt die héufigste genetische Verdnderung in AML-
Patienten und erwiesenermallen eine wichtige Treibermutation in malignen myeloischen
Erkrankungen. In Zusammenschau mit der insgesamt schlechten Prognose einer AML im
Allgemeinen und der nochmal schlechteren Prognose einer FLT3-mutierten AML, stellt die
gezielte Therapie mittels FLT3-Kinaseinhibitoren einen sehr vielversprechenden Ansatz dar.
Bis heute wurden zahlreiche, zum Teil FLT3-spezifische, teilweise auch gegen multiple
Tyrosinkinasen gerichtete, Inhibitoren in unterschiedlichsten klinischen Studien getestet.
Aufgrund bislang eingeschrinkter Wirksamkeit, starker unerwiinschter

Arzneimittelwirkungen und Ausbildung von Resistenzmechanismen steht ein endgiiltiger
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Durchbruch der Substanzen in der klinischen Behandlung jedoch noch aus, bis heute konnte

fiir keine Substanz eine FDA-Zulassung erreicht werden (Kiyoi 2015).

Aufgrund einer deutlich gesteigerten Expression in den Microarraydaten in
Zusammenschau mit den proliferationsférdernden Eigenschaften und der Wichtigkeit in der
Entstthung von myeloischen Erkrankungen wurde das FLT3-Gen fiir die weitere
Untersuchung mittels quantitativer Real Time PCR ausgewdhlt. Hierbei bestétigte sich eine
starke Hochregulation der Genexpression in der faktorunabhingigen Mutante, wobei die
Menge an mRNA in den NOS1-FI Zellen 83 mal hoher war als in der urspriinglichen Zelllinie
NOS1#4, das Ergebnis ist statistisch signifikant.

Die deutlich stirkere Expression von FLT3 in der wachstumsfaktorunabhingigen
Zelllinie kann als Hinweis auf eine mogliche Rolle des Gens in der Entstehung der
Faktorunabhéngigkeit gesehen werden. Unabhidngig von Mutationen wird eine stidrkere
Expression des Rezeptors auch klinisch mit einer schlechteren Prognose und einem insgesamt
aggressiveren Wachstum der Zellen assoziiert (Ozeki et al. 2008). In diesem Zusammenhang
wire als eine mogliche Erkldrung eine autokrine oder parakrine Aktivierung des vermehrt
exprimierten Rezeptors zu diskutieren. Der Versuch einer Kultivierung der faktorabhéingigen
Zelllinie mit dem Uberstand der faktorunabhiingigen Mutante zeigte einen geringen positiven
Einfluss des Uberstandes auf die Proliferation der NOSI1#4-Zellen. Dies ldsst an die
Moglichkeit einer Sekretion von Wachstumsfaktoren mit moglicher auto- und parakriner
Stimulation denken. Hierbei kiime in Zusammenschau mit der vermehrten Expression des
FLT3-Rezeptors der entsprechende FLT3-Ligand in Betracht, wobei hierfiir auch eine
vermehrte Expression des FL notwendig wire. In den Microarrydaten zeigte sich jedoch keine
vermehrte Expression des FL, so dass auf eine weitere Untersuchung mittels Real-time-PCR

verzichtet wurde.

Zur Klirung der Frage, ob FLT3 eine entscheidende Rolle in Entstehung der
Faktorunabhéngigkeit spielt, wurde ein Proliferationsversuch mit einem FLT3-
Kinaseinhibitor durchgefiihrt. Hierbei zeigten sich weder in der faktorabhingigen noch in der
faktorunabhingigen NOS1-Zelllinie antiproliferative Effekte. Die Kontrollzelllinie MV4-11,
mit bekannter aktivierender FLT3-Mutation, konnte jedoch mit beiden gewdihlten
Hemmstoffkonzentrationen deutlich inhibiert werden. Insbesondere die Ergebnisse dieses

Proliferationsversuches sprechen, trotz der deutlichen Uberexpression von FLT3 in der
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faktorunabhingigen Zelllinie, gegen eine entscheidende Rolle des FLT3-Gens in der

Entstehung der Faktorunabhingigkeit.

5.3 Diskussion der untersuchten Gene im Bereich des Bruchpunktes der
3g21-Translokation

5.3.1 Transmembrane and coiled-coil domain family 1 (TMCC1)

TMCCI ist ein auf Chromosom 3 lokalisiertes, dort an Position 3q22.1 gelegenes Gen,
welches fiir ein 72 kDa schweres, aus 653 Aminoséduren bestehendes Protein codiert (Nagase
et al. 1998). Das Gen besteht aus 16 Exons. Es gehort zusammen mit TMCC2 und TMCC3
zur transmembrane and coiled-coil domain-Genfamilie. Der entsprechende Abschnitt von
Chromosom 3 ist bei der in der NOS1-FI Zelllinie nachgewiesenen Translokation involviert,

das Gen liegt weniger als einer Million Basenpaare vom Bruchpunkt entfernt.

Uber die Funktion des Gens ist bisher sehr wenig bekannt. Eine mogliche Rolle in der
Entstehung der hereditdren kongenitalen Facialisparese wurde untersucht, hierbei konnte eine
Expression des Gens im Gehirn, im Riickenmark und in den Ganglien nachgewiesen werden
(Michielse et al. 2006). Mittlerweile konnte nachgewiesen werden, dass das TMCC1-Protein
in der Membran des rauen endoplasmatischen Retikulums (ER) lokalisiert ist. Der
zytosolische Anteil des TMCCI1 kann hierbei Dimere oder Oligemere mit den anderen
Transmembranproteinen aus der TMCC-Familie bilden und spielt moglicherweise eine Rolle

in der Organisation des ER (Zhang et al. 2014).

Aufgrund der Néahe des Gens zum Bruchpunkt und einer in den Microarraydaten
erkennbaren stirkeren Expression in der faktorunabhingigen Zelllinie wurde das Gen zur
weiteren Expressionsanalyse mittels Real-Time PCR ausgewdhlt. Hierbei konnte eine
verstiarkte Expression in der faktorunabhingigen Zelllinie bestitigt werden, die gemessene
Menge an mRNA fiir TMCC1 war in den Nos-FI Zellen 2,05fach so hoch wie in den NOS-#4

Zellen. Das Ergebnis ist statistisch signifikant.

Da es bislang keinerlei Hinweise auf eine proliferationsférdernde oder

antiapoptotische Funktion des TMCCI1-Gens gibt und bislang auch keine Zusammenhinge
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mit malignen Erkrankungen belegt wurden, ergibt sich zunéchst kein Anhalt fiir eine Rolle

des TMCCI1-Gens in der Entstehung der Wachstumsfaktorunabhingigkeit.

5.3.2 KIAA1257

Das KIAA1257-Gen ist ein auf Chromosom 3 gelegenes, dort an Position 3q21.3
lokalisiertes Gen (Nagase et al. 1998). Es besteht aus 17 Exons und kodiert fiir ein aus 409
Aminosduren aufgebautes gleichnamiges Protein mit einer molekularen Masse von 47 kDa.
Uber die Funktion des Gens ist bislang nichts bekannt, es konnte lediglich in einer Arbeit
gezeigt werden, dass KIAA1257 die Expression von Nuclear receptor subfamily 5, group A,
member 1 (NR5A1) in HEK293 Zellen aktiviert (Sakai et al. 2008).

Aufgrund der nahen Lage des Gens zum Bruchpunkt und einer gezeigten veridnderten
Expression in den Microarraydaten wurde das Gen KIAAI1257 zur weiteren
Expressionsanalyse mittels Real-Time PCR ausgewihlt. Hierbei konnte eine statistisch
signifikante, 2,43fach niedrigere Expression in den NOS1-FI Zellen gegeniiber den NOS1-#4

Zellen nachgewiesen werden, die Genexpression ist also deutlich reguliert.

Angesichts der fehlenden Information beziiglich der Funktion des KIAA1257-Gens
kann iiber die Rolle des Gens in der Entstehung der Wachstumsfaktorunabhédngigkeit nur
spekuliert werden. Sollten in der Zukunft Erkenntnisse gewonnen werden, welche auf
wachstumsfordernde oder wachstumshemmende Eigenschaften des Gens hinweisen, kdnnte
KIAA1257 ein weiter zu untersuchendes Gen im Zusammenhang mit 3q21-Translokationen

sein.

5.3.3 Ninjurin 2 (NINJ2)

NINJ2 ist ein auf Position 12p13.33 des Chromosom 12 gelegenes Gen. Es besteht aus
6 Exons und kodiert fiir ein aus 142 Aminoséduren bestehendes Protein mit einer molekularen
Masse von 16 kDa. Es gehort zur Ninjurin (nerve injury induced)-Genfamilie. Das NINJ2-
Protein ist ein Zelladhdsionsmolekiil und zeigt eine vermehrte Expression in Schwannzellen

nach einer Nervenverletzung, es stimuliert das neuronale Wachstum nach Verletzung iiber
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homophile zelluldre Interaktion. Neben der Expression im zentralen und peripheren
Nervensystem wird NINJ2 in zahlreichen weiteren adulten Organen exprimiert, eine
besonders starke Expression konnte in lymphatischen Zellen sowie im Knochenmark
nachgewiesen werden (Araki & Milbrandt 2000). Zudem wurde in zahlreichen Studien ein
Zusammenhang zwischen Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) in unmittelbarer Nédhe des
NINJ2-Gens und einem erhohte Schlaganfallrisiko untersucht (Wang et al. 2014; Ding et al.
2011; Kim et al. 2012; Li et al. 2012; Yoneyama et al. 2014; Bis et al. 2014; Araki &
Milbrandt 2000).

Aufgrund der Nihe des Gens zum Bruchpunkt der 3qg21-Translokation und des
Hinweises auf eine gesteigerte Expression in den Daten der Microarrayanalyse wurde das Gen
zur weiteren Expressionsanalyse mittels quantitativer Real-Time PCR ausgewihlt. Hierbei
konnte die in den Microarraydaten erkennbare Hochregulation bestitigt werden, die
quantitative Real-Time PCR zeigte eine 3,32fach hohere Expression des NINJ2-Gens in der
wachstumsfaktorunabhéngigen Zelllinie gegeniiber der urspriinglichen Zelllinie, welche GM-

CSF fiir ihr Wachstum bendtigt. Das Ergebnis ist statistisch signifikant.

Die deutliche Hochregulation des Gens kann als Hinweis auf eine mogliche Rolle von
NINJ2 in der Entstethung der Wachstumsfaktorunabhingigkeit angesehen werden. In
neuronalen Zellen konnte ein positiver Einfluss des Gens auf die Proliferation nach einem
Wachstumsstimulus nach Verletzung gezeigt werden. Dieser positive Einfluss auf das
Wachstum wird iiber zellkontaktvermittelte Interaktion der NINJ2-Membranproteine
untereinander induziert. Zudem kann die belegte starke Expression des Gens im
Knochenmark als Zeichen fiir eine mogliche Rolle in der Entwicklung und Proliferation
myeloischer Zellen gedeutet werden, hierzu liegen bis heute jedoch keine néheren
Erkenntnisse vor. Wihrend der Arbeit mit den NOSI-FI Zellen hat sich aulerdem gezeigt,
dass eine gewisse Zelldichte fiir die erfolgreiche Kultivierung notwendig ist. Dies legt den
Schluss nahe, dass eine Zell-Zell-Kommunikation eine Rolle fiir das Uberleben der
wachstumsfaktorunabhéngigen Zellen spielt. Ein hochreguliertes Zelladhésionsprotein mit
proliferationsfordernden Eigenschaften wie NINJ2 wiére somit ein Kandidat fiir

weiterfiithrende Untersuchungen.
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5.34 WNK lysine deficient protein kinase 1 (WNK1)

WNKT1 ist ein auf Chromosom 12 an Position 12p13.33 gelegenes Gen aus der WNK-
Subfamilie der Serin/Threonin-Proteinkinasen. Es besteht aus 28 Exons und kodiert fiir ein
aus 2.382 Aminoséduren aufgebautes Protein mit einem Molekulargewicht von 251 kDa. Es

wird ubiquitdr exprimiert und es sind zahlreiche Spleilvarianten bekannt (Xu et al. 2000).

Die Funktionen von WNK-Kinasen sind vielfiltig, komplex und bis heute nur
teilweise verstanden. Eine wichtige Rolle spielen diese Kinasen, insbesondere WNK1, unter
anderem in der Entstechung von Bluthochdruck. Mutationen in WNK1 und WNK4
verursachen im Menschen einen Pseudohypoaldosteronismus Typ II, eine autosomal-
dominant vererbte Erkrankung, charakterisiert durch Hypertonus und Hyperkalidmie (Wilson
et al. 2001). Der Phénotyp dieser Erkrankung resultiert aus einer fehlgesteuerten
Natriumaufnahme im distalen Konvolut der Henleschleife in der Niere, die genauen
Mechanismen, wie die mutierten WNK-Kinasen hierzu fiihren, sind komplex und bislang
nicht sicher geklart (McCormick & Ellison 2011). AuBerdem wurde eine spezifische WNK1-
Mutation als Ausloser fiir die autosomal rezessive hereditire sensible und autonome

Neuropathie Typ 2 beschrieben (Shekarabi et al. 2008).

Die Rolle von WNK-Kinasen in der Entstethung von malignen Erkrankungen wird
zunehmend diskutiert und ist Gegenstand der aktuellen Forschung. WNK-Kinasen
interagieren auf mehreren Wegen mit MAP-Kinase-Signalwegen, welche in etwa einem
Drittel aller humanen malignen Erkrankungen fehlreguliert sind (Dhillon et al. 2007). WNK1
spielt unter anderem eine Rolle in der Aktivierung von Mitogen-Activated Protein Kinase 7
(MAPK7/ERKS) in der Signalkaskade des EGF-Rezeptors (Xu et al. 2004). Zudem scheint
WNKIT auch in dem Signalweg des Insulin-Like Growth Factor 1 (IGF1) involviert zu sein,
hierbei kommt WNKI1 offenbar eine Rolle als negativer Regulator einer durch Insulin
vermittelten Proliferation zu (Jiang et al. 2005). WNK1 zeigt aulerdem positiv regulatorische

Effekte im Wnt/B-catenin Signalweg (Serysheva et al. 2013).

Neben dem Einfluss auf proliferationsfordernde Signalwege wird auch der positive
Einfluss von WNKI1 auf die metabolische Adaptation von Tumorzellen, eine Beteiligung an
der Entwicklung von Tumorinvasion und Metastasierung sowie eine Rolle in der Steuerung
der Apoptose diskutiert (Moniz & Jordan 2010). Somatische Mutationen von WNK1 konnten
zudem in Karzinomen der Mamma, der Lunge, des Colons und des Ovars nachgewiesen

werden (Stephens et al. 2005; Sjoblom et al. 2006; Greenman et al. 2007). Auch wenn es sich
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nach jetzigem Erkenntnisstand nicht um sogenannte Treibermutationen in diesen Tumoren
handelt, konnten diese Mutationen zumindest eine additive Rolle in der Kanzerogenese
spielen. Eine Kopienzahlvariation von WNKI1 konnte auBlerdem in mehreren kolorektalen

Adenokarzinomen nachgewiesen werden (Xie et al. 2012).

Das Gen WNKI1 wurde aufgrund der Nidhe zum Bruchpunkt und einer vermehrten
Expression in der Microarrayanalyse zur weiteren Untersuchung mittels quantitativer Real-
Time PCR ausgewihlt. Es zeigt sich hierbei eine 1,97fach hohere Expression in der
wachstumsfaktorunabhéngigen Zelllinie gegeniiber der NOS1-#4, das Ergebnis ist statistisch

signifikant.

Die in etwa doppelt so starke Expression dieser Proteinkinase in der GM-CSF
unabhiéngig wachsenden Mutante in Kombination mit der Nidhe zu dem Bruchpunkt der 3q21
Translokation macht das WNK1-Gen zu einem interessanten Kandidaten fiir weiterfiihrende
Untersuchungen. Aufgrund der multiplen, bislang bekannten Moglichkeiten, mit denen
WNK-Kinasen im Allgemeinen und WNKI1 im Speziellen das Wachstum von Zellen
beeinflussen  konnen, ist eine  spezifische = Hypothese @ zum  Beitrag zur
Wachstumsfaktorunabhingigkeit schwierig. Da WNKI1 an diversen proliferationsfordernden
Signalwegen, wie z.B. dem des EGF-Rezeptors und des IGF1-Rezeptors, beteiligt ist, wire
eine vermehrte Stimulation dieser Signalkaskaden durch eine verstirkte Expression der
WNKI1-Kinase moglich. Diese Mboglichkeit, in Kombination mit der vermuteten
antiapoptotischen Wirkung von WNKI1 und der postulierten Moglichkeit einer WNKI1-
vermittelten besseren Adaptation von Tumorzellen auf schwierige Umgebungsbedingungen,
erhirten weiter den Verdacht, dass diese Proteinkinase beim Uberleben der Zellen, ohne den

eigentlich bendtigten Wachstumsfaktor GM-CSF, behilflich sein konnte.

Zur Kldrung, ob WNK1 wesentlich zur Wachstumsfaktorunabhéngigkeit beitréagt, sind
weiterfilhrende Experimente notwendig. Ein Ausschalten des Gens, z.B. mittels siRNA in den
NOS1-FI Zellen und anschlieBendem Proliferationsversuch, konnte Aufschluss geben, ob eine
Beteiligung des Gens besteht. Ein weiterer Ansatz konnte eine Induktion einer
Uberexpression in den NOS1-#4 Zellen, z.B. mittels lenti- oder retroviraler Transfektion,
sein. Hierbei konnte getestet werden, ob eine vermehrte Expression des Gens einen
proliferationsfordernden Effekt hat oder sogar zu einer Wachstumsfaktorunabhingigkeit

fiihrt.

62



5.3.5 GATA Binding Protein 2 (GATA?2)

GATAZ2 ist ein auf Chromosom 3 an Position 3q21.3 gelegenes Gen. Es besteht aus 8
Exons und kodiert fiir ein aus 480 Aminoséduren bestehendes Protein aus der Familie der
Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren mit einem Molekulargewicht von 51 kDa. Die Mitglieder
der GATA-Familie der Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren regulieren die Genexpression in
zahlreichen verschiedenen Organsystemen iiber die Erkennung der Basenpaarabfolge
T/AGATAG/A in der Promoterregion der entsprechenden Zielgene (Orkin 2000). Die ersten
drei Mitglieder der Genfamilie, GATA1, GATA2 und GATA3 werden iiberwiegend in
hidmatopoetischen Zellen exprimiert, eine starke GATA?2 Expression wird hierbei vorwiegend
in myeoloischen Progenitorzellen, hdmatopoetischen Stammzellen sowie in Mastzellen
beobachtet, die Expression von GATA?2 nimmt dabei mit zunehmender Ausreifung der Zellen
ab (Tsai & Orkin 1997; Tsai et al. 1994; Rodrigues et al. 2008; Orlic et al. 1995). GATA2
spielt dabei eine essentielle Rolle in der Proliferation, Differenzierung sowie auch in der
Apoptose hdmatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen (Tsai et al. 1994; Tsai & Orkin

1997; Ling et al. 2004).

Wie aufgrund der wichtigen Funktion von GATA2 in der Entwicklung
hidmatopoetischer Zellen zu vermuten ist, fiihrt eine gestorte GATA2-Funktion zu diversen
Fehlfunktionen dieser Zellen, so z.B. konnen aktivierende Mutationen des Gens zur
Blastenkrise einer CML fiihren (Zhang et al. 2008). Mutationen mit Verlust der GATA?2
Funktion filhren zu Syndromen mit gestorter Immunfunktion und erhdhtem Risiko eines
myelodysplastischen Syndroms oder einer AML (Dickinson et al. 2011; Hahn et al. 2011;
Hsu et al. 2011). Eine Uberexpression von GATA2 wird zudem in einigen akuten
myeloischen Leukdmien nachgewiesen und ist in diesen Féllen mit einer schlechten Prognose
und einem schlechten Ansprechen auf eine Chemotherapie assoziiert (Vicente et al. 2012).
Neben der wichtigen Rolle in der Regulation himatopoetischer Zellen scheint GATA2 auch
eine Rolle in der Entwicklung von epithelialen malignen Tumoren zu spielen. So konnte eine
Rolle von GATA? in kleinzelligen Bronchialkarzinomen nachgewiesen werden, zudem wird

eine Rolle bei besonders aggressiven und therapieresistenten Prostatakarzinomen diskutiert

(Kumar et al. 2012; Chiang et al. 2014; Vidal et al. 2015).

Die Lage des GATA2-Gens in der unmittelbaren Nihe des Bruchpunktes von 3q21
Aberrationen, die wichtigen Funktionen des Gens in der Hidmatopoese sowie eine

nachgewiesene Uberexpressionen in Leukiimien haben dazu gefiihrt, dass GATA2 als
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mogliches 3q21 assoziiertes Onkogen diskutiert wird (Wieser et al. 2000). Es konnte eine
Uberexpression von GATA? in zahlreichen Patienten mit 3q21-Aberrationen gezeigt werden,
was die Hypothese einer Rolle von GATA2 im Zusammenhang mit diesen Translokationen

stiitzt (Wieser et al. 2000; Lahortiga et al. 2004).

Das GATA2-Gen wurde aufgrund dieser Hypothesen zur Untersuchung mittels
quantitativer Real-Time PCR ausgewihlt, obwohl sich in der Bruchpunktanalyse (Prof.
Kerstin Kutsche, Institut fiir Humangenetik, Universitidtsklinikkum Hamburg Eppendorf)
zeigte, dass in der vorliegenden 3q21-Aberration das Gen nicht transloziert wurde. In den
Microarraydaten zeigte sich eine geringere Expression in den NOSI-FI gegeniiber den
NOS1#4 Zellen. Dies konnte mittels quantitativer Real-Time PCR bestitigt werden, hier
konnte eine 77fach geringere Menge an mRNA in der wachstumsfaktorunabhingigen
Zelllinie gegeniiber den GM-CSF abhiingig wachsenden Zellen nachgewiesen werden. Die
Messwerte zeigen jedoch eine erhebliche Streuung mit einer Standardabweichung von 54, das

Ergebnis ist statistisch nicht signifikant (p>0,05).

Der Fakt, dass GATA?2 in den NOS1-FI Zellen nicht transloziert ist und die deutlich
geringere Expression sprechen erheblich gegen eine Beteiligung des Gens an der Entstehung
der Wachstumsfaktorunabhingigkeit. Wenn GATA2 mit 3q21-Translokationen in
Verbindung gebracht wurde, dann immer im Rahmen einer Uberexpression, ein
Zusammenhang einer verminderten GATA2-Expression und 3q21-Aberrationen wurde
bislang nicht gezeigt. Somit sind auch weiterfilhrende Experimente in den NOS1-Zellen

beziiglich dieses Gens nicht angezeigt.

5.3.6 Ribophorin 1 (RPN1)

RPNT1 ist ein auf Chromosom 3 an Position 3q21.3 gelegenes Gen. Es besteht aus 10
Exons und kodiert fiir ein aus 607 Aminosduren aufgebautes Protein mit dem Namen
Dolichyl-diphosphooligosaccharid-Protein glycosyltransferase subunit 1 (synonym: RPN1)
und einem Molekulargewicht von 69 kDa. Das Protein ist ein klassisches
Transmembranprotein des endoplasmatischen Retikulums und ein essentieller Bestandteil des
N-oligosaccharyl transferase (OST) Komplex (Crimaudo et al. 1987; Kelleher et al. 1992). Es
spielt eine wichtige Rolle in der Glykosylierung und der Modifikation von Proteinen im

Rahmen des Ubiquitin-gesteuerten Proteinabbaus (Rosenzweig et al. 2012; Elsasser et al.
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2002). Es wird stark und ubiquitdr exprimiert und wurde aufgrund dessen z.B. als Hous-
Keeping Gen bei der Analyse der Genexpression von Bronchialkarzinomen verwendet (Al.

2011).

In der Literatur wird das RPN1-Gen héufig im Rahmen von 3q21-Translokationen
diskutiert. Bei einer reziproken 3q21q26 Translokation, welche zum sogenannten 3q21q26-
Syndrom fiihrt, kommt es zu einer Fusion von RPN1 mit dem EVI1-Gen oder zu einer
Verlagerung von EVII1 in den Promoterbereich von RPN1, beides fiihrt zu EVI1-Aktivierung
(Shearer et al. 2010; Lee et al. 2010; Martinelli et al. 2003). Zudem wird in einem Fall einer
chronischen idiopathischen Myelofibrose mit einer t(3;9)(q21;p24) Translokation eine
vermehrte Aktivitdt von Jak2 infolge einer translokationsbedingten Verlagerung des Jak2-
Gens in den Promoterbereich von RPN1 diskutiert (Mark et al. 2006). Insgesamt sind die
Bruchpunkte von 3q21-Translokationen jedoch sehr heterogen, und die Rolle von RPN1 in
dem komplexen Prozess der Leukdmogenese ist bislang nicht sicher geklirt (Braekeleer et al.

2011).

Aufgrund der in der Literatur beschriebenen moglichen Funktion von RPN1 in 3q21-
Aberrationen wurde das Gen zur Untersuchung mittels quantitativer Real-Time PCR
ausgewdhlt, obwohl in den Microarraydaten keine signifikante Regulation der Genexpression
zu erkennen war. Die ermittelte Expression von RPNI ist in den NOSI1-FI Zellen etwas
geringer als in den NOS1#4 Zellen, mittels Real-Time PCR wurde eine um den Faktor 1,43
geringere Menge an RNA nachgewiesen. Das Ergebnis war jedoch statistisch nicht

signifikant.

Das Ergebnis ist nicht iiberraschend, da eine Uberexpression von RPN1 alleine bislang
im Zusammenhang mit 3q21-Aberrationen auch nicht beschrieben worden ist. Lediglich eine
vermehrte Expression von anderen Genen durch Fusion mit RPN1 oder durch Verlagerung in
den stark aktiven RPN1-Promoter ist bekannt. Ob dies bei der in der NOS1-FI vorliegenden
Translokation der Fall ist, ldsst sich nicht sicher sagen, eine Rolle des RPN 1-Promoters in der
nachgewiesenen vermehrten Expression der oben bereits diskutierten Gene wire theoretisch

moglich.
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5.4 Ausblick

Die Frage, wie es zur Wachstumsfaktorunabhingigkeit der NOSI1-FI Zelllinie
gekommen ist, und ob die 3q21-Translokation hierzu gefiihrt oder beigetragen hat, konnte mit
den bisherigen Ergebnissen nicht abschlieBend geklidrt werden. Es sind jedoch zahlreiche

Ansitze fiir weiterfiihrende Experimente und Analysen entstanden.

In der Umgebung der 3q21-Translokation konnte eine Regulation mehrerer Gene
gezeigt werden, wobei iiber die Funktion dieser Gene zum Teil noch sehr wenig bekannt ist.
Ebenso konnten unabhédngig von der Translokation drei Gene mit starker Regulation der

Expression identifiziert werden.

Der néchste Schritt in der weiteren Analyse der Bedeutung der gefundenen Gene, wire
eine Bestidtigung der veridnderten Expression auf Proteinebene. Die Analyse mittels
Westernblot wire hierfiir die Methode der Wahl. Sollten sich die quantitativen
Verinderungen auf Proteinebene bestitigen, wére zur Kldarung der Bedeutung der Gene, eine
aktive Verdnderung der Genexpression in den NOS1-Zellen herbei zu fiihren. Dies konnte fiir
hochregulierte Gene in der wachstumsfaktorunabhidngigen Zelllinie, z.B. mittels siRNA,
durchgefiihrt werden. Im Anschluss hierzu konnten die Effekte auf die Proliferation bzw. das
Uberleben der Zellen untersucht werden. Umgekehrt konnte eine vermehrte Expression dieser
Gene in der wachstumsfaktorabhingigen Zelllinie induziert werden, dies konnte iiber einen
retro- oder lentiviralen Vektor erfolgen. Nach anschlieBender induzierter Uberexpression des
Zielgens kann tiberpriift werden, ob dies zu einem GM-CSF-unabhingigen Wachstum der
NOSI1 Zelllinie fiihrt, oder aber ob zumindest ein proliferationsférdernder Effekt zu belegen
ist. Fiir das sehr stark regulierte und bislang wenig untersuchte CYTL1-Gen ist bereits eine
Klonierung in einen retroviralen Vektor erfolgt, die Transduktion der NOS1 Zellen ist in
Planung. Aulerdem wire eine Hemmung der Funktion der Proteine mittels Inhibitoren eine
weitere Moglichkeit zu priifen, ob diese eine entscheidende Funktion in der
wachstumsfaktorunabhéngigen Zelllinie haben. Dies ist fiir FLT3 bereits erfolgt, eine
mogliche Hemmung mit Hilfe eines Kinaseinhibitors wire jedoch auch fiir die

Serin/Threonin-Kinase WNK1 moglich.

Ein weiterer Ansatzpunkt zur Kldrung der Frage nach der Rolle der gefundenen Gene
bei 3q21-Translokationen konnte eine Analyse der Genexpression in weiteren
Leukimiezellen mit solchen Aberrationen sein, hierzu kdmen sowohl Zelllinien als auch

direkt aus Patienten gewonnene Leukidmiezellen in Frage.
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Aufgrund des in den Verdiinnungsreihen zu erkennenden positiven Effekts des
Uberstandes der NOS1-FI Zelllinie auf die NOS1 Zellen nach GM-CSF Entzug sollte zudem
iiber eine weitere Untersuchung des Uberstandes auf sezernierte Zytokine oder Zytokin-

dhnliche Stoffe erfolgen.
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6. Zusammenfassung

6.1 Zusammenfassung

Chromosomale Aberrationen spielen eine wichtige Rolle in der Entstehung von
malignen Erkrankungen und sind héufig ein besonders wichtiges Ereignis in der Entstehung
von Leukédmien. Chromosomale Veridnderungen, welche speziell die Bruchpunktregion 21 auf
dem langen Arm des Chromosom 3 (3g21) betreffen, sind hierbei kein seltenes Phédnomen,
insgesamt sind mehr als 1000 Fille bosartiger Erkrankungen mit Assoziation zu diesem
Bruchpunkt bekannt. Ein GroBteil dieser Erkrankungen sind akute Leukdmien, wobei 3q21-
Translokationen mit einer schlechten Prognose assoziiert sind. Die
wachstumsfaktorunabhéngige Zelllinie NOSI1-FI, welche aus der GM-CSF abhingig
wachsenden AML-Zelllinie NOS1 etabliert wurde und eine 3q21-Translokation aufweist,

wurde als Modellsystem fiir die Untersuchung der Auswirkung der Translokation verwendet.

In dieser Arbeit erfolgte eine vergleichende Untersuchung der Genexpression beider
Zelllinien, wobei mehrere signifikant regulierte Gene im Bereich des Bruchpunkts
identifiziert wurden. Diese Gene sind TMCCI und KIAA1257 auf Chromosom 3 sowie
NINJ2 und WNK1 auf Chromosom 12. Uber die Funktion dieser Gene, insbesondere in
Hinsicht auf mogliche proliferationsfordernde Eigenschaften, ist bislang wenig bekannt. Thre
Bedeutung  hinsichtlich  einer moglichen Rolle bei der Entstehung der

Wachstumsfaktorunabhingigkeit bedarf weiterer Untersuchungen.

Des Weiteren wurde untersucht, ob in der faktorunabhingigen Mutante NOS1-FI die
Gene GATA?2 und RPNI1 eine Regulation der Expression zeigen. Diese beiden Gene wurden
mehrfach im Zusammenhang mit 3q21-Aberrationen diskutiert. Beide Gene wiesen eine
geringere Expression in der faktorunabhingigen Zelllinie auf, wobei beide Ergebnisse nicht

statistisch signifikant waren.

Unabhingig von der 3q21-Translokation wurden auflerdem Gene untersucht, welche
aufgrund ihrer bekannten proliferationsfordernden Eigenschaften bzw. wegen moglicher
zytokinartiger Eigenschaften einen Einfluss auf die Wachstumsfaktorunabhingigkeit der
NOS1-FI-Zellen haben konnten. Hierbei wurde fiir die Gene FLT3, AFF3 und CYTLI1 eine

starke Hochregulation ihrer Expression in der faktorunabhingigen Zelllinie nachgewiesen.
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Eine wichtige Rolle des FLT3-Proteins fiir das Wachstum der NOS1-FI Zellen konnte
mittels eines Proliferationsversuches unter Zugabe eines FLT3-Inhibitors weitgehend
ausgeschlossen werden. Unter Beriicksichtigung der Datenlage zu den Funktionen von AFF3
ist eine Rolle dieses Gens bei der Entstehung der Wachstumsfaktorunabhéngigkeit nicht zu
belegen und muss daher in weiteren Experimenten untersucht werden. Aufgrund der duflerst
starken Uberexpression in den NOS1-FI-Zellen und der postulierten, jedoch bislang nicht
bewiesenen, zytokinartigen Eigenschaften von CYTLI, ist dieses Gen der interessanteste
Kandidat fiir eine mogliche Beteiligung amwachstumsfaktorunabhéngigen Wachstum der
NOS1-FI-Zellen. Weiterfiihrende Untersuchungen mittels retroviraler Uberexpression des
Gens in den NOS1-Zellen, und ein Knockdown des CYTL1-Gens mittels siRNA in den
NOS1-FI-Zellen sollten Aufschluss iiber die Funktion von CYTLI1 fiir das
wachstumsfaktorunabhéngige Wachstum ergeben. Transgene Mausmodelle konnten zeigen,
ob die Expression von CYTL1 in hidmatopoetischen Stammzellen zur Leukdmieentstehung in

vivo beitragen kann.

6.1 Abstract

Chromosomal aberrations are a key factor in the development of malignancies and are
an important event in the emergency of leukemogenesis. Chromosomal abnormalities which
involve the break point region 21 on the long arm of chromosome 3 (3q21) are thereby not a
rare occurrence. In total there are more than 1,000 reported cases of malignant diseases which
are associated to this chromosomal region. The majority of these cases are acute leukaemia
where this particular chromosomal aberration goes along with a poor prognosis. The growth
factor independent cell line NOS1-FI was established out of the GM-CSF dependent cell line
NOS1. Moreover, NOS1-FI shows a 3g21 translocation, which was used as a model system

for research on the effects of this specific chromosomal aberration.

The thesis is focussing on a comparative analysis of gene expressions, which was
performed on both cell lines. Thereby several regulated genes which were showing significant
regulation were found. Those genes are TMCC1 and KIAA1257 on chromosome 3 and
NINJ2 as well as WNK1 on chromosome 12. So far there is little known about the function
and impact in cellular proliferation of the mentioned genes. Thus, more research is required to

evaluate whether they are critical for the development of growth factor independence.
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Furthermore, it had been investigated whether the genes GATA2 and RPN1 have
shown a regulation of expression in the NOS1-FI compared to the NOST1 cells. The role of the
genes in the 3g21 translocation has been discussed several times in scientific literature. The
analysis showed a slight decrease of expression in the NOS1-FI. However, these findings

have not been statistically significant.

Regardless of the 3g21 translocation, it was investigated if there were other genes that
have the ability to enhance cell proliferation or have cytokine like characteristics and which
are significantly regulated in their expression. Therefore, those genes would have the ability
to induce factor independent growth. The genes FLT3, AFF3 and CYTL1 have been
identified and were showing a strong and significantly higher expression in the factor

independent cell line NOS1-FI.

Since the FLT3-inhibitor was not showing a significant effect, a major role of FLT3
for the proliferation of the NOS1-FI could be widely excluded. In regards to the known data
situation on AFF3, it could not yet be verified whether the gene takes an important part in the
growth factor independent proliferation. Therefore, further research needs to take place. Due
to the strong overexpression of CYTL1 and its postulated cytokine like abilities this gene is
considered to be the most interesting candidate in the process of growth factor independence
in the NOSI-FI cells. Additional information on the role of CYTL1 in growth factor
independence could be generated by retroviral overexpression of the gene in the original
NOSI1 cells or a knockdown of the expression using siRNA in the NOS1-FI cells. Moreover,
transgenic mouse models could show whether the expression of CYTL1 can induce or

contribute to leukemogenesis in vivo.
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8. Anhang

8.1 Abkiirzungsverzeichnis

ABL1
aCGH
ALL
AML
ATP
BCR
Bis

bp
cDNA
CLL
CML
CSF
CTP
CYTL1
ddH20
DEPC
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
DTT
E. coli
EDTA
EGFP
ER
ERK
EtOH
FAB
FCS
FDA

Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1
Array Comparative genomic hybridization
Akute Lymphatische Leukidmie

Akute Myeloische Leukimie
Adenosintriphosphat

Breakpoint cluster region

Bisacrylamid (N,N‘-methylen-bisacrylamid)
Basenpaare

complementary Deoxyribonucleic acid
Chronische Lymphatische Leukidmie
Chronische Myeloische Leukidmie
Kolonie-stimulierender Faktor
Cytosintriphosphat

Cytokine like 1

doppelt deionisiertes Wasser

Diethylpyrocarbonat

Dulbeccos Minimalmedium (Dulbeccos minimal essential medium)

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure (Desoxyribonucleic acid)
Desoxynukleosidtriphosphate
Dithiothreitol

Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsdure
Enhanced green fluorescent protein
Endoplasmatisches Reticulum
Extracellular signal-regulated kinases
Ethanol

French-American-British

Fotales Kélberserum

Food and Drug Administration
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FISH
FIt3

G-CSF
GAPDH
GATA2
GM-CSF
GTP
HIFX
HEPES
IGF-1

IL

IRES
ITD
Jak2

Kb

KCl
kDa

M-CSF
MAP
MeOH
MgSO4
min

ml

mM
MPS
mRNA

Na-Ac
NaCl
NaF
NINJ2
NP40

Fluorescence in situ hybridization

Fsm like tyrosin kinase 3

Erdbeschleunigung
Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor
Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase
GATA binding protein 2
Granulocyten/Makrophagen-Kolonien-stimulierender Faktor
Guanosintriphosphat

H1 Histone Family, Member X
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-ethansulfonsiure
Insulin-like growth factor 1

Interleukin

Internal ribosomal entry site

Internal tandem duplication

Janus Kinase 2

Kilobasen

Kaliumchlorid

Kilodalton

Molar

Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor
Mitogen-Activated Protein

Methanol

Magnesiumsulfat

Minute

Milliliter

Millimolar

Myeloproliferatives Syndrom

Boten-RNA (messenger RNA)

V-Myc Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog
Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumfluorid

Ninjurin 2

Nonylphenylpolyethylenglykol
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NR5A1
OMF
OST
PAGE
PBS
PCR
PCV
PI3
PMSF
PRE
RNA
rpm
RPMI
RPN1
RT-PCR
SDS

sek
siRNA
SLC6A13
SNP
STAT
TAE
TBS
TCA
TEMED
TMCC1
Tris
TTP

U

uv
WNK1

ug

ul

Nuclear Receptor Subfamily 5, Group A, Member 1
Osteomyelofibrose
N-oligosaccharyl transferase
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphatgepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline)
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Polycythaemia vera
Phosphoinositid-3
Phenylmethansulfonyl fluorid
Posttranskiptionelles regulatorisches Element
Ribonukleinsidure (Ribonucleic acid)
Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
Roswell Park Memorial Institute-Kulturmedium
Ribophorin I
Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
Natriumdodecylsulfat
Sekunde
Small interfering RNA
Solute Carrier Family 6 (Neurotransmitter Transporter), Member 13
Single Nucleotide P olymorphism
Signal Transducers and Activators of Transcription
Tris-Acetat-EDTA
Tris-buffered saline
Trichloressigséure (trichlor acid)
N,N,N*,N‘-Tetramethylethylendiamin
Transmembrane And Coiled-Coil Domain Family 1
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Thymidintriphosphat
Einheit (unit)
Ultraviolett
WNK lysine deficient protein kinase 1
Mikrogramm
Mikroliter

Mikromolar
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