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Zusammenfassung

Einleitung

Die akute myeloische Leuk@amie (AML) ist eine Erkrankung der myeloischen Vorlauferzellen der
Hamatopoese und ist die haufigste akute Leukdmie des Erwachsenenalters. Die AML wird
durch genetische Veranderungen ausgelost. Dabei werden zwei Klassen genetischer
Aberrationen unterschieden. Zur Klasse | gehéren Mutationen, die unkontrolliertes Wachstum
myeloischer Blasten verursachen, zur Klasse Il zdhlen Mutationen in Differenzierungsgenen der
Hamatopoese. Die verschiedenen Genverdnderungen definieren AML-Subtypen und sind von
prognostischer Bedeutung. Ziel klinischer Forschung ist es, auf Grund pathogenetischer
Kenntnisse neue therapeutische Mdoglichkeiten einer gezielten Therapie flr einzelne
Risikogruppen schaffen zu kénnen. Die Arbeitsgruppe Neubauer beschéftigt sich mit der
prognostisch unglinstigen AML -7/del7q. Es konnte gezeigt werden, dass das Onkogen Ski bei
der AML -7/del7q durch Blockade der Vitamin-A vermittelten Differenzierung eine
entscheidende Rolle spielt. In einem shRNA-Screening wurde nach weiteren Proteinen gesucht,
deren Funktionsausfall zu Verlust der Vitamin-A vermittelten Differenzierbarkeit flhrt. Bei
diesem Screening ist unter anderen das HMG-Box-Protein HBP1 (HMG-Box containing protein
1) aufgefallen.

HBP1

HBP1 ist durch die HMG-Box (High-Mobility-Group) als DNA-bindendes Protein charakterisiert.
Im menschlichen Genom liegt HBP1 auf Chromosom 7 (7922-g31), einer Region, die bei vielen
Tumorerkrankungen mutiert ist. HBP1 ist ein Zielgen des Retinoblastoma Proteins (RB) und an
der Steuerung von Proliferation und zellularer Differenzierung beteiligt. Dabei wirkt HBP1 als
Zellzyklus-Inhibitor und Repressor Zellzyklus-aktivierender Proteine (N-Myc, Cyclin D1). Durch
Inhibition der NADPH-Oxidase reduziert HBP1 die intrazellulare Bildung reaktiver
Sauerstoffradikale (ROS) und ist demnach an der Regulation einer adaquaten Stressantwort
beteiligt. Als Zielprotein der p38-MAP-Kinase ist HBP1 an der Regulation von Zellzyklus-Arrest
und Ras-induzierter Seneszenz involviert. Des Weiteren gilt HBP1 als Mediator der Wnt-B-
Catenin-Signalkaskade. Auf verschiedenen Ebenen der Reaktionskaskade wirkt HBP1 als
negativ-Regulator der Wnt-B-Catenin-Signaltransduktion (Wnt-Promotor, B-Catenine, c-Myc).
Zu HBP1 und seiner Funktion in der physiologischen sowie der malignen Hamatopoese ist
derzeit wenig bekannt. Es konnte gezeigt werden, dass HBP1 als aktivierender
Transkriptionsfaktor der Myeloperoxidase wirkt. Es wird vermutet, dass die HBP1-Expression in
verschiedenen myeloischen Entwicklungsstadien variiert und an der Regulation der Myelopoese
beteiligt sein kénnte. Diesen Annahmen wird in diesem Dissertationsprojekt nachgegangen.
Ziele und bearbeitete Fragestellung

Die generelle Hypothese dieser Arbeit ist, dass HBP1 eine zentrale Rolle in der myeloischen
Differenzierung sowie der Pathogenese der AML einnimmt. Es wurde angenommen, dass eine
Expressionsanalyse verschiedener AML-Subtypen eine Korrelation zwischen AML-Entitat und
HBP1-Expression zulasst. Der Verlust des HBP1-Proteins sollte funktionelle Auswirkungen auf
die Wnt-B-Catenin-Kaskade haben, die fiir die Leuk&mogense entscheidend sind. Wir wollten
zeigen, dass die HBP1-Expression in den hdmatopoetischen Progenitorpopulationen der HSCs
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(hematopoietic stem cells), CMPs (common myeloid progenitors) und GMPs
(granulocyte/macrophage progenitors) aus gesundem Knochenmark unterschiedlich ausfallt.
Bei AML-Patienten wurde eine Korrelation der HBP1-Expression mit Uberlebensdaten und
AML-Karyotyp vermutet.

Methoden

In einem Screening verschiedener AML-Zelllinien wurde die HBP1-Expression durch
quantitative PCR (gqPCR) bestimmt. AuBerdem wurde ein Versuchsmodell etabliert, das die
Korrelation zwischen HBP1-Expression (qPCR) und bestimmten Zellzyklus-Phasen
(Druchflusszytometrie) priifen sollte. In funktionellen Zellkulturversuchen wurde die HBP1-
Expression mit siRNAs ausgeschaltet und die Effekte der reduzierten HBP1-Aktivitdt auf die
Whnt-B-Catenin-Zielgene cMyc und Cyclin D1 (QPCR) untersucht. Gesunde Knochenmarkzellen
wurden aus humanen Spongiosa-Proben isoliert und durchflusszytometrisch in die
hamatopoetischen Subfraktionen der HSCs, CMPs und GMPs sortiert. In diesen Populationen
wurde die HBP1-Expression mit quantitativer PCR bestimmt. In Zusammenarbeit mit der AG
lllmer der Medizinischen Klinik | des Universitatsklinikums der TU Dresden wurde ein HBP1-
Screening mit cDNA-Proben (QPCR) von AML-Patienten durchgefiihrt und mit klinischen Daten
korreliert.

Ergebnisse und Schlussfolgerung

Die Screening-Untersuchungen in AML-Zelllinien lieBen keine eindeutige Interpretation zu,
jedoch wurden daraus Versuche zur HBP1-Zellzyklus-Korrelation abgeleitet. Die dabei
ermittelten Ergebnisse lieBen die Hypothese zu, HBP1 kdnnte an der Regulation zellularer
Quiescence beteiligt sein. Die funktionellen Versuche zu HBP1 und Interaktionen mit dem Wnt-
B-Catenin-Signalweg zeigten nicht die erwarteten Ergebnisse. Diese Resultate wurden
methodisch diskutiert und legen eine andere Versuchsanordnung nahe.

Die Expressionsanalyse in hamatopoetischen Stammzellen lieferte statistisch signifikante
Ergebnisse. Wir konnten eine spezifische HBP1-Expression in hdmatopoetischen Stammzellen
nachweisen (p= 0,017). Im Laufe der Differenzierung von den HSCs Uber die CMPs zu den
GMPs zeigte sich ein Abfall der HBP1-Expression. Es wird davon ausgegangen, dass HBP1 an
der Regulation zentraler = Stammzelleigenschaften (Selbsterneuerung, Quiescence)
hamatopoetischer Stammzellen beteiligt ist. Des Weiteren wurde auf Grund bekannter HBP1-
Charakteristika gefolgert, dass HBP1 daran beteiligt ist, die hAmatopoetische Differenzierung in
Richtung der myeloischen Reihe zu lenken. Bei AML-Patienten konnte fir Patienten mit
geringer oder hoher HBP1-Expression kein Unterschied im Gesamt- und rezidivfreien
Uberleben gezeigt werden. Auf Grund zu geringer Fallzahlen konnte keine Korrelation zwischen
HBP1-Expression und verschiedenen AML-Karyotypen festgestellt werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern entscheidende Erkenntnisse zum Stellenwert des HMG-
Box-Protein HBP1 in der physiologischen Hamatopoese. Die Beteiligung an der Regulation
zentraler Stammzelleigenschaften und die Integration in myeloische Differenzierungsprozesse
erklaren HBP1 zu einem geeigneten Kandidaten, dessen Funktionsausfall oder Mutation am
Entstehungsprozess der Leuk@mie beteiligt sein kénnte.



1. Einleitung

1.1. Akute myeloische Leukdamie (AML)

1.1.1. Definition und Epidemiologie

Die akute myeloische Leukamie ist eine klonale Erkrankung hamatopoetischer Vorlauferzellen.
Auf Grund verschiedener genetischer Verdnderungen ist die Ausdifferenzierung der
hamatopoetischen Stammzellen in die verschiedenen Zelllinien und Blutzellen gestort.
Leukamische Vorlauferzellen (Blasten) kdnnen dem normalen Weg der Hamatopoese nicht
folgen und beginnen mit unkoordinierter, klonaler Proliferation. Die UberschieBende Proliferation
einer Blastenpopulation fihrt zur Verdrangung der normalen Erythropoese, Granulopoese oder
Thrombopoese. Im klinischen Bild manifestiert sich dies als Knochenmarkinsuffizienz mit
Anamie, Thrombozytopenie und Granulozytopenie (25;40;129).

Bei der akuten myeloischen Leukédmie (AML) sind unreife Zellen der myeloischen Reihe
(myeloische Blasten) verantwortlich fir das leukdmische Krankheitsbild. Die myeloischen
Vorlauferzellen sind von der kausalen genetischen Fehlregulation betroffen. Nach der WHO-
Definition liegt eine Leuk&mie vor, wenn im Knochenmark oder peripheren Blut ein Anteil von
>20% pathologischer Blasten nachgewiesen werden kann (150). Nach Berechnungen trugen
Leukdmien im Erwachsenenalter im Jahre 2009 mit 3,03% zur gesamten Tumorsterblichkeit in
den USA bei (97). Der AML ist fir die Jahre 2002-2006 ein Anteil von 28,64% der neu-
diagnostizierten Leukamien zuzuschreiben (98), das mediane Alter zum Diagnosezeitpunkt liegt
bei 68 Jahren (56).

1.1.2. Pathogenese

Fir die Entstehung einer AML sind Mutationen in Genen mit zentraler Funktion in der
Myelopoese verantwortlich. Es werden zwei unterschiedliche Klassen genetischer L&sionen
unterschieden. Der Klasse | werden Mutationen zugeordnet, die eine UberschieBende
Proliferation der leukdmischen Zellen bedingen. Zum Beispiel fihren L&sionen in der flur die
Rezeptortyrosinkinase FLT3 kodierenden Region oder Mutationen des Onkogens Ras zu
unkontrolliertem Wachstum leuk@mischer Blasten. Mutationen der Klasse Il betreffen
Differenzierungsgene der H&matopoese. Diese blockieren die normale myeloische
Differenzierung. AML-typische Translokationen wie die Fusionsproteine AML1-ETO bei
Translokation t(8;21) und PML-RARa bei t(15;17) oder die inv(16)-Translokation fihren zu
verénderten Transkriptionsfaktoren und gestorter hamatopoetischer Differenzierung. Eine
alleinige Klasse-I-Mutation oder eine einzelne Klasse-ll-Mutation flhren jedoch nicht zur

malignen Entartung. Erst im Zusammenspiel der beiden Klassen entsteht eine AML (45;68;119).



1.1.3. Charakteristik der AML

Die Differenzierung zwischen akuter myeloischer und akuter lymphatischer Leukamie erfolgt
durch die zytomorphologische und immunologische Diagnostik. Mit Hilfe fluoreszenzgekoppelter
Antikdrper kénnen auf den Blastenzellen sowohl linienspezifische Antigene nachgewiesen
werden als auch Antigene, die den Reifegrad der leuk&mischen Blasten definieren (15).

Fir die akute myeloische Leukdmie ist eine groBe Diversitdt genetischer Veranderungen
bekannt, sodass die auf morphologischen und zytochemischen Charakteristika beruhende
French-American-British (FAB) - Klassifikation (16) in der WHO-Klassifikation von 2001 durch
zytogenetische und molekulare Kriterien ergénzt wurde (150). Die WHO-Klassifikation der AML
berlcksichtigt vier Hauptkategorien. Dabei wird zwischen Leukdmien mit typischen
zytogenetischen Aberrationen, Leukdmien mit Dysplasien in mehreren Zellreihen und
sekundaren, therapie-induzierten Leukdmien unterschieden. Einer vierten Kategorie werden
akute myeloische Leukamien zugeordnet, die durch fehlende genetische Veranderung keiner
der Hauptkategorien zugeordnet werden kénnen. Leukamien dieser vierten Gruppe werden
anhand der morphologischen FAB-Kriterien charakterisiert (M0-M7) (25;75;150). Im Fokus
dieser Arbeit stehen die genetischen Veradnderungen der AML, daher wurde auf eine
ausfiihrliche Darstellung der FAB-Klassifikation verzichtet. Die Abbildungen 1a-1c' zeigen AML-
typische Bilder im Blut- bzw. Knochenmarkausstrich und die charakteristische
Myeloperoxidasereaktion (MPO). Die MPO-Aktivitdt ist ein essentielles diagnostisches
Kriterium. Fir die Diagnose einer AML missen >3% der Blasten MPO-positiv sein (55).

a2

Abbildung 1a: Abbildung 1b: . Abbildung 1c:

Knochenmarkausstrich einer AML Peripherer Blutausstrich einer akuten Myeloperoxidase (MPO)-

M2. Es ist eine Gruppe myeloischer Promyelozytenleukémie. Die Reaktion. MPO-positive Blasten
Blasten zu sehen, z.T. mit Promyelozyten enthalten zahlreiche zeigen eine gelb-braune
Zytoplasmagranula (Bildmitte). AML-typische Auerstibchen. Zytoplasmafirbung.

1.1.4. Prognhose

Die verschiedenen AML-assoziierten Genveradnderungen sind wichtige prognostische Kriterien
und definieren zytogenetische Risikogruppen. Da die prognostischen Zuordnung der einzelnen
zytogenetischen Aberrationen jedoch vom jeweiligen Therapieregime abhéngig ist, gibt es keine
allgemeingtiltige Risikoklassifikation anhand des Karyotyps (53). Jedoch besteht in den groBen
Therapiestudien ein relativer Konsens Gber die prognostische Bedeutung einiger Subgruppen.
Balancierte chromosomale Translokationen wie 1(8;21), t(15;17) oder die Inversion
inv(16)/t(16;16) sind mit glnstiger Prognose assoziiert. In die als intermediar eingestufte
Gruppe gehdéren Leukdmien mit normalem Karyotyp. Zur Gruppe schlechter Prognose z&hlen

" Onkodin (54), mit freundlicher Genehmigung der Herausgeber



Leukdmien mit komplexem Karyotyp oder die Monosomie 7 (-7/del7q) (26;40;44;52;131). Ein
komplexer Karyotyp ist definiert durch das Vorliegen einer AML mit mehr als drei genetischen
Aberrationen, darunter keine balancierte Translokation (26).

Uber diese zytogenetische Risikoklassifikation hinaus sind molekulargenetische Mutationen von
prognostischer Bedeutung. Patienten mit zytogenetisch normalem Karyotyp weisen haufig
FLT3-Veréanderungen oder CEBPA-, MLL- und NPM1-Mutationen auf. Diese Mutationen haben
unterschiedliche klinische Relevanz und lassen eine weitere prognostische Einordnung der
bisher als intermediar eingestuften Risikogruppe zu. Wahrend fir Patienten mit Veranderungen
in den Genen CEBPA oder NPM1 gute Uberlebensdaten gezeigt werden konnten, sind FLT3-
oder MLL-Mutation bei Patienten mit normalem Karyotyp mit schlechter Prognose assoziiert
(40;131).

1.1.5. Therapie

Trotz umfassender Kenntnisse zur biologischen Varietat der akuten myeloischen Leukamie ist
die Therapie der AML wenig variabel. Es wird zwischen der Phase der Induktionstherapie und
der Phase der Konsolidierungs- bzw. Post-Remissionstherapie unterschieden. Das Ziel der
Induktionstherapie ist das Erreichen einer kompletten hamatologischen Remission durch
Reduktion der blastenbedingten Tumorlast (40;128). Eine komplette Remission (complete
remission = CR, Vollremission) ist definiert durch das Vorliegen von <5% Blasten im
Knochenmark, dem Nachweis von >1000 neutrophilen Granulozyten/ul und >100000
Thrombozyten/ul im peripheren Blutbild, sowie dem Nicht-Vorkommen unreifer Blasten in
peripherem Blut oder extramedullaren Leukdmiemanifestationen (29). Ziel der anschlieBenden
Konsolidierungstherapie ist es den Zustand der Vollremission dauerhaft zu erhalten und ein
Rezidiv der AML zu vermeiden (40;128).

Die Standard-Induktionstherapie der AML ist seit Jahrzehnten eine Kombinationschemotherapie
aus ARA-C (Cytosin-Arabinosid) und einem Anthrazyklin (Daunorubicin oder Idarubicin),
unabhangig von Atiologie und genetischer Disposition (40;128). Eine Ausnahme ist die
Therapie der Promyelozytenleukdmie mit der t(15;17)-Translokation, die in Kombination zur
Chemotherapie mit einer Differenzierungsinduktion durch All-trans-Retinolsdure (ATRA) erfolgt
(siehe unten).

Fir die Konsoliderungstherapie besteht neben der Mdglichkeit der Chemotherapie mit
Hochdosis-ARA-C die Mdglichkeit der allogenen und autologen Stammzelltransplantation
(21;40). Der Stellenwert der verschiedenen Stammzelltransplantationen im Vergleich zur
Chemotherapie in der remissionserhaltenden Therapie ist derzeit noch nicht ausreichend
bekannt und Gegenstand klinischer Studien (152). Therapieempfehlungen fur eine allogene
Stammzelltransplantation gibt es fir Patienten mit Hoch-Risiko-Leukamien (40;139).

Das Fehlen einheitlicher Empfehlungen zur Therapie der AML verdeutlicht die Notwendigkeit

klinischer Studien, sowie der Entwicklung neuer Therapieoptionen.

Ziel klinischer AML-Forschungen ist es, neue Pathomechanismen aufzudecken und auf Grund
pathophysiologischer und genetischer Kenntnisse Medikamente flr eine zielgerichtete Therapie
(ofargeted therapy”) zu entwickeln. Eine erste spezifische Therapie ist bei der



Promyelozytenleukdmie (APL) mit t(15;17)-Translokation mdglich. Standard in der Therapie der
APL ist die Kombination einer Chemotherapie mit All-trans-Retinolsdure (ATRA). Bei t(15;17)-
Translokation entsteht ein Fusionsprotein, das die normale hamatopoetische Differenzierung
blockiert. ATRA fihrt zur Spaltung des Fusionsproteins und zur Wiederherstellung von
Signalwegen, die die myeloische Differenzierung steuern (85;87). Vor Einfihrung der ATRA-
Therapie hatte die Promyelozytenleukamie eine intermedidre Prognose, in der Kombination mit
ATRA weist die APL im Vergleich zu anderen AML-Subgruppen die héchsten Heilungschancen
auf. Bei Uber 70% der Patienten kann durch die Kombinationstherapie eine Langzeitremission
erreicht werden (42;44;85;125).

Diese Aussichten unterstreichen die Notwendigkeit einer zielgerichteten, individuellen Therapie
auch fur andere AML-Typen. Eine Option flr eine indiviuelle Therapie ist bei AML-Patienten mit
Ras-Mutation gegeben. Patienten mit Ras-Mutation, die in der Konsolidierungstherapie mit
Hochdosis ARA-C behandelt wurden, erreichten ein besseres Gesamt- und rezidivfreies
Uberleben als Patienten mit Ras-Mutation, die eine Niedrigdosis-ARA-C-Therapie erhielten. Fir
Patienten ohne Ras-Mutation dagegen konnte dieser Uberlebensvorteil fiir eine Hochdosis-
Therapie nicht gezeigt werden (102). Mdgliche therapeutische Angriffspunkte sind die
Hemmung von Rezeptortyrosinkinasen (FLT3, c-kit), Hemmung der Ras-Signaltransduktion
oder die epigenetische Modulation der Genexpression Uber Histon-Deacetylasen (20;76). Da
klinische Wirksamkeit verschiedener FLT3-Inibitoren bereits gezeigt werden konnte, sind
Ergebnisse aus groB angelegten Studien zu erwarten (142). Nachdem praklinisch ein
therapeutischer Effekt fiir die epigenetische Modulation mit Histon-Deacetylasen (HDAC)

gezeigt werden konnte, folgen auch hier klinische Studien (20;76)

1.1.6. Vorarbeiten der AG Neubauer

Einer der Forschungsschwerpunkte der Arbeitsgruppe Neubauer ist die Biologie der
prognostisch unglnstigen AML mit -7/del7g. Obwohl viele Gene gefunden wurden, die im
Bereich der bei Monosomie 7/del7q betroffenen Regionen liegen, ist bisher kein Gen identifiziert
worden, dessen Verlust oder Mutation das Entstehen der Leukdmie ausreichend kausal
begriindet (24;35;83).

Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass das Onkogen Ski bei der AML mit Monosomie 7
hoch exprimiert ist. Ski wirkt dabei als Transkriptions-Repressor der Vitamin-A-vermittelten
Zelldifferenzierung durch Proteininteraktion mit dem Vitamin-A-Saure-Rezeptor RARa (120).
Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde in einem funktionellen shRNA-Screening (shRNA =
short hairpin RNA) nach weiteren Proteinen gesucht, die ebenfalls mit dem RARa-Rezeptor
interagieren. Mit Hilfe so genannter shRNA-Libraries kdénnen in einer Zellpopulation
verschiedene Gene durch RNA-Interferenzen ausgeschaltet, beziehungsweise in ihrer
Expression vermindert werden. Die Folgen der reduzierten Genexpression kdnnen
anschlieBend untersucht werden (18). In diesem Fall wurde nach Genen gesucht, deren
Funktionsausfall zu Verlust der Vitamin-A-vermittelten Differenzierbarkeit (Vitamin-A-Resistenz)
fohrt. In diesem Screening sind einige Gene aufgefallen, die an der Vitamin-A-vermittelten



Differenzierung beteiligt sein kénnten, darunter der HMG-Box-Transkriptionsfaktor-1 (HBP1).
Demnach scheint HBP1-Knockdown Vitamin-A-Resistenz zu vermitteln.

Ein weiterer Anhaltspunkt ist der umgekehrte Zusammenhang. In Leuk&miezellen zeigte sich
durch Vitamin-A-Behandlung eine 3,5 fache HBP1-Induktion (1;101). In weiteren
Validierungsstudien der Arbeitsgruppe soll HBP1 und seine Funktion in der Leukdmogenese

geklart werden.

1.2. HBP1 - Der Repressor HMG-Box-Transkriptions-Faktor-1

1.2.1. Charakterisierung als HMG-Box-Protein

HBP1 (HMG-Box containing protein 1) gehért in die Gruppe der HMG-Box tragenden Proteine
(82). Gemeinsames Element dieser Proteingruppe ist die HMG-Box (HMG = High-Mobility-
Group), die DNA erkennen und binden kann. Bestehend aus ca. 80 Aminosauren bildet die
HMG-Box eine gefaltete Struktur, die drei alpha-helikale Doméanen aufweist (siehe Abb.2)
(79;145).

HMG-Box-Protein

Abbildung 2: Struktur des HMG-Box-Proteins.

Teil A zeigt die gefaltete Proteinstruktur der HMG-Box mit drei alpha-helikalen
Dominen. In Teil B ist die Protein-DNA-Interaktion dargestellt.

Modifiziert nach (32)

1.2.2. HBP1 im menschlichen Genom

HBP1 liegt im humanen Genom auf Chromosom 7 (7g22-q31) (84;100;138). Diese HBP1-
kodierende Sequenz auf Chromosom 7 liegt in einer Region, die in vielen Tumorerkrankungen
mutiert ist (Prostatakarzinom, Mammakarzinom, Ovarialkarzinom, Kolonkarzinom), jedoch
besonders bei myeloischen Leukamien (17;84;124;134;156;158).



1.2.3. HBP1-assoziierte Signalwege

HBP1 ist in verschiedene Signalwege und regulative Netzwerke involviert. Abbildung 3 zeigt die
verschiedenen funktionellen Regionen des HBP1-Proteins (Abb. 3).

Funktionelle Regionen des HBP1-Proteins Abbildung 3:
Schematische
1 313 Darstellung der

funktionellen Regionen
des HMG-Box-
35-39 125-165 199 324-328 400 430-509 Transkriptions-Faktor-1

Aminosiuren (HBP1).
Insgesamt besteht das

B Retinoblastoma-Protein- Interaktion HBP1-Protein aus 513
Aminosduren. Es werden

[ p38-MAP-Kinase - Interaktion einzelne funktionelle
B Repressive Domine Abschnitte unterschieden.
B Retinoblastoma-Protein/p130 Nach (159)

[ DNA-bindende HMG-Box

1.2.3.1 Zellzyklus-regulierende Gene

HBP1 ist als Negativ-Regulator des Zellzyklus in die Steuerung von Wachstum und Proliferation
integriert. HBP1 wirkt als Repressor Zellzyklus-regulierender Gene (N-Myc, Cyclin D1, cMyc)
und verzdgert die Zellzyklus-Progression — vor allem wéahrend der G1-Phase. In HBP1-
Uberexprimierenden Leberzellen fihrt HBP1 zu verzdgertem S-Phase-Eintritt?, langerem
Verbleiben in der G1-Phase® und Zellzyklus-Arrest (134;144;158;159).

1.2.3.2 Retinoblastoma-Protein und Differenzierung

Zellulare Differenzierung kann in zwei Phasen gegliedert werden. In einer ersten Phase bedarf
es der Initiation und Aufrechterhaltung eines Zellzyklusarrests (Verlassen des Zellzyklus). In der
zweiten Phase folgt die Auspragung gewebsspezifischer Gene (133;160;160). Verschiedene
Versuche mit Muskelzellen und Adipozyten zeigten, dass HBP1 in diese zellularen
Differenzierungsprozesse integriert ist (82;133;144;160). Eine zentrale Rolle kommt dabei dem
Retinoblastoma-Protein zu. RB férdert die Zelldifferenzierung durch negative Effekte auf die
Zellzyklus-Progression sowie Aktivierung von gewebsspezifischen Transkriptionsfaktoren
(69;74).

HBP1 ist Zielgen des Retinoblastoma-Proteins (RB) und des Proteins p130 aus der Familie der
Retinoblastoma-Proteine (80;133;144). Es wird davon ausgegangen, dass flr die Regulation

? Zur genaueren Beschreibung der Zellzyklus-Phasen siehe 2.8.3. Zellzyklus-Analyse
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zellularer Differenzierungsprozesse das Verhéltnis zwischen HBP1- und RB-Expression
entscheidend ist (RB/HBP1). Wahrend C2C12-Muskelzellen bei niedrigen RB/HBP1-Quotienten
(Uberwiegend HBP1) zwar aus dem Zellzyklus austraten, jedoch keine gewebsspezifischen
Gene exprimierten, konnten Zellen mit einem hohen RB/HBP1-Quotienten (Uberwiegend RB)
gewebsspezifisch ausdifferenzieren (133).

In  Assoziation mit dem  Retinoblastoma-Protein kommt HBP1 eine weitere
entwicklungsspezifische Funktion zu. Wé&hrend der Embryonalentwicklung sowie zellulérer
Differenzierungsvorgédnge verandert sich die Genexpression der Zellen standig. Diese
Expressionsanderungen sind verbunden mit Verdnderungen in der Chromatin-Struktur. Fir die
Organisation der Chromatin-Struktur werden so genannte ,Linker-Histone” als essentiell
angesehen. Unter den verschiedenen Linker-Histonen ist der Subtyp H1° fiir differenzierende
Gewebe charakteristisch (70;81). Eine kooperative Wirkung zwischen RB und HBP1 kontrolliert

die H1°-Genexpression (81).

1.2.3.3. p38-MAP-Kinase-Signalweg und Seneszenz

HBP1 und die p38-MAP-Kinase werden als Partner der Zellzyklus-Kontrolle bezeichnet (159).
Die p38-MAP-Kinase ist eine Protein-Kinase, die durch zelluldaren Stress aktiviert wird. Zelluléare
Differenzierungsvorgénge, umweltbedingter Stress oder inflammatorische Zytokine kénnen als
Stressoren wirken. Die biologische Funktion des MAP-Kinase-Weges ist die Regulation einer
adaquaten Stressantwort (34;77). Im Zusammenhang mit HBP1 ist die Zellzyklus-regulierende
Wirkung der p38-MAP-Kinase von Bedeutung. Unter anderem reguliert die p38-Kinase den
Ubergang der Gi1-Phase in die Synthese-Phase (S-Phase) des Zellzyklus durch
Phosphorylierung regulativer Proteine (5;146). Effektorproteine der p38-MAP-Kinase sind Cyclin
D1 und p21°"*¥" Cyclin D1 fordert die Zellzyklus-Progression. Eine Phosphorylierung des
Proteins Cyclin D1 bewirkt eine Destabilisierung der Cyclin D1-Struktur und reduziert dadurch
die Cyclin D1-Wirkung. Die Phosphorylierung des Zellzyklus-Inhibitors p21C'P/Waf1 dagegen
bewirkt eine Stabilisierung der Proteinstruktur und hemmt dadurch die Zellzyklus-Progression.
Resultierend hemmt eine Stimulation der p38-MAP-Kinase die G1-Progression und kann zu G1-
Arrest fihren (156;159). HBP1 ist ebenfalls in den p38-MAP-Kinase-Signalweg integriert und
wird durch die p38-Kinase phosphoryliert. Die Phosphorylierung fuhrt — &hnlich wie bei

p21°P"a _ 7y einer verlangerten Halbwertszeit und Stabilisierung der Struktur des HBP1-

Proteins. Wie fiir p21%"""

inhibitorischer Wirkung auf die G1-Progression (156), siehe Abbildung 4.

bedingt die Proteinstabilisierung erhéhte HBP1-Spiegel mit
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Differenzierung

Abbildung 4:
Zellstress Aktivierung der
p38-MAP-Kinase fiihrt zu
G1-Arrest.
p3s Der G1-Arrest wird iiber die

Zellzyklus-Inhibitoren
p21°"¥af ynd HBP1
erreicht, bedingt durch eine

\\,3_ Stabilisierung der jeweiligen
Destabilisierung Stabilisierung  Stabilisierung ~ Froteinstruktur (grin).
S bt HBP1 Die Destabilisierung der
Cyelin D1 p2l Cyclin D1-Struktur (rot)

\A bewirkt eine reduzierte
Zellzyklus-Progression und
G1-Progression fithrt ebenfalls zu G1-Arrest.
reduziert \ Modifiziert nach (156).

(1 Arrest

G1-Arrest kann in den so genannten Seneszenz-Status der Zelle Ubergehen. Seneszenz
beschreibt die Unfahigkeit zur normalen Zellzyklus-Progression. Zellen im Seneszenz-Status
verharren irreversibel in der G1-Phase, haben die Fahigkeit zur DNA-Replikation und
Proliferation verloren und kdénnen nicht mehr auf stimulierende Wachstumsignale reagieren.
Dieser irreversible Zellzyklus-Arrest kann durch unterschiedliche Faktoren induziert werden.
Zum einen wird Seneszenz physiologisch als eine Art ,Alterserscheinung” bei kultivierten Zellen
beobachtet (replicative senescense) und auBert sich durch Verlust der Teilungsféhigkeit. Zum
anderen kann Seneszenz induziert werden. Als Reaktion auf Stress kdnnen Zellen in einen
frihzeitigen Sensenzenz-Status gehen (premature senescence). Als entscheidende Mediatoren
fir das Erreichen einer frihzeitigen Senszenz gelten unter anderem das Onkogen Ras oder
oxidativer Stress. Der p38-MAP-Kinase-Kaskade wird in diesem Zusammenhang eine zentrale
Rolle zugeschrieben (27;63). Dieses antiproliferative Programm bietet Schutz vor maligner
Entartung und wird von einigen Tumor-Suppressorgenen als Reaktion auf onkogene Stimuli
initiiert (37). HBP1 kann Uber die DNA-bindende HMG-Box-Doméne vorzeitige Seneszenz
auslésen und wird als Effektorprotein der Ras-induzierten Seneszenz angesehen. Ras-
Stimulation flhrt zur Aktivierung der p38-MAP-Kinase und induziert HBP1-vermittelt den
irreversiblen Zellzyklus-Arrest (162). Fir die Seneszenz induzierende HBP1-Wirkung ist die
Interaktion mit dem Retinoblastoma Protein RB nétig. Bei fehlender RB-Bindung kann HBP1
den Seneszenz-Status nicht ausldsen (162). Im Hinblick auf den Entstehungsprozess maligner
Erkrankungen kdénnte die HBP1-Ras-Interaktion interessant sein. In Melanomzellen mit Ras-
Mutation konnte ein Zusammenhang mit HBP1 gezeigt werden (39).
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1.2.3.4. Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und Zellzyklus-Regulation

Durch so genannte reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species = ROS) wird oxidativer
Stress ausgeldst. Wahrend hohe ROS-Konzentrationen zu Seneszenz oder Apoptose flhren
kénnen, wirken geringe ROS-Konzentrationen als spezifische Signalmolekile fur Zellwachstum,
Proliferation und Zellzyklus-Progression. Cytokine, Wachstumsfaktoren oder das Onkogen Ras
kénnen die ROS-Produktion stimulieren. ROS-Molekiile werden durch die aus verschiedenen
katalytischen Untereinheiten bestehende NADPH-Oxidase aus Sauerstoffmolekilen generiert
(126;149). Die HMG-Box des HBP1-Proteins besitzt inhibitorische Wirkung auf die
Promotorregion einer dieser Doméanen (p47phox-Untereinheit). Durch diese repressive Funktion
auf die NADPH-Oxidase tragt HBP1 zur Regulation des intrazellularen ROS-Status bei. HBP1
vermindert die zellulare ROS-Produktion und bedingt dadurch eine reduzierte Antwort auf
Wachstumsfaktoren (z.B. EGF, PDGF) oder Ras-Stimulation. Die ROS-vermittelte Zellzyklus-
Progression wird verlangsamt (17). In Versuchen mit mikrovaskularen Endothelzellen konnte
gezeigt werden, dass diese Interaktion zwischen HBP1 und p47phox in der Angiogenese eine
wichtige Rolle spielt (41;135).

1.2.3.5. Wnt-B-Catenin-Signalkaskasade

HBP1 ist in die Wnt-B-Catenin-Signaltransduktion involviert (71;104;124). Die Wnt-B-Catenin-
Signalkaskade ist in Prozesse der Embryonalentwicklung integriert und regulierend an der
Proliferation selbsterneuernder Gewebe beteiligt. Uber den Transkriptionsfaktor B-Catenin wird
die Expression der Zielgene aktiviert (31;60). Eine Dysregulation des Wnt-B-Catenin-
Signalweges mit erhdhten B-Catenin-Spiegeln und konsekutiv Ubermé&Bige Aktivierung der
Zielgene (Cyclin D1, c-Myc) ist mit verschiedenen Tumorentitdten (Leuk&mien, Kolonkarzinom,
Hepatozellulares Karzinom, Melanom) assoziiert (31;107). In Bezug auf die maligne
Hamatopoese ist die Wnt-B-Catenin-Regulation noch nicht ausreichend geklart. Jedoch wird ein
Zusammenhang zwischen Wnt-B-Catenin-Fehlregulationen und Pathogenese der AML sowie
bei AML-Patienten eine Korrelation zwischen vermehrter Wnt-B-Catenin-Aktivitdt und schlechter
Prognose gesehen (136;140;157;161).

Auf verschiedenen Ebenen hemmt HBP1 den Wnt-B-Catenin-Signalweg. HBP1 unterdriickt die
Aktivierung der Reaktionskaskade durch inhibitorische Wirkung auf den Wnt-Promotor, hemmt
Proteine der nachgeschalteten Signalkaskade und blockiert die Aktivierung von B-Catenin und
den Zielgenen (Cyclin D1, c-Myc) (124).
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1.2.4. HBP1 in Hamatopoese und Leukdamogenese

1.2.4.1 Physiologische Himatopoese

Zu HBP1 und seiner Funktion in der physiologischen Hadmatopoese ist nicht viel bekannt. HBP1
bindet und aktiviert den Promotor der Myeloperoxidase (MPO). Die Myeloperoxidase katalysiert
in reifen Granulozyten die Oxidation von phagozytiertem Material. Wahrend in der normalen
Hamatopoese die Aktivitat der Myeloperoxidase physiologischerweise erst mit dem
Promyelozytenstatus (unreife Vorlduferzellen der Granulozyten) und Beginn der terminalen
Differenzierung beginnt, exprimieren leukdmische Zellen die MPO bereits im Blastenstatus
(9;55;73). Daher besteht die Vermutung, dass HBP1 in die Regulierung der
gewebespezifischen Genexpression wahrend der myeloischen Differenzierung einbezogen sein
kénnte (84). Zum aktuellen Zeitpunkt ist jedoch nicht bekannt wie der Transkriptionsfaktor HBP1

in die normale Hamatopoese integriert ist (158).

1.2.4.2. Maligne Hamatopoese (Leukimogenese)

In verschiedenen Zelllinien® (KG-1a, HL60, K-562, akute T-Zell-Leukamie, akute B-Zell-
Leukédmie) wurde eine unterschiedliche HBP1-Expression festgestellt. Es konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen der lymphatischen oder myeloischen Reihe nachgewiesen
werden, jedoch variierte die HBP1-Expression v.a. zwischen den verschiedenen Zelllinien
myeloischer Herkunft. Diese Beobachtungen bestatigen den Verdacht, HBP1 kénnte eine
entscheidende Rolle in der Regulation der myeloischen Differenzierung spielen und Iasst eine
Variation der HBP1-Expression in verschiedenen myeloischen Entwicklungsstadien vermuten
(84).

Weitere Erkenntnisse zu HBP1 in myeloischen Zellen wurden durch Zellkulturversuche mit
HBP1-iberexprimierenden K562-Zellen gewonnen. K562-Zellen sind humane Zellen einer
chronischen myeloischen Leukdmie (CML) mit erythroleukdmischem Phanotyp (38;158). HBP1-
Uberexpression hemmte die Proliferationsfahigkeit der K562-Zellen und fiihrte durch Inhibition
der G1-Phase-Progression zu Zellzyklus-Arrest. Interessanterweise flihrte die vermehrte HBP1-
Expression zur Ausdifferenzierung der leukdmischen K562-Zellen in Richtung der erythroiden
und megakaryozytaren Linie. Demnach ist HBP1 an der Kontrolle der myeloischen
Differenzierung sowie Ausdifferenzierung leukédmischer Zellen beteiligt. Genaueres zur
Bedeutung von HBP1 in der Leukdmogenese ist derzeit nicht bekannt (158).

3 Zur Charakterisierung der einzelnen Zelllinien siehe 2.1.1. Ausgangsmaterial
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1.2.5. Zusammenfassende Ubersicht bekannter HBP1-Interaktionen

HBP1-Interaktion Effekt Referenz
Regulation zellularer
N-Myc Inhibition des N-Myc-Promotors Differenzierung und (144)
Proliferation
. ! HBP1 als Zielgen der Regulation zellularer
Efglt:?nbelastoma Retinoblastoma-Proteine RB und Differenzierung, (82;133;134;144)
p130 Zellzyklus-Inhibition
. 0 Aktivierender Transkriptionsfaktor Regulation zellularer
Histone H1 fur die Histone H1°-Expression Differenzierung (81)
p38-MAP-Kinase H.BP1 als Zielgen dgr p38-MAP- Zellzyklus-Arrest (156)
Kinase (Phosphorylierung)
Effektor Ras-
Ras HBP1 als Ras-Effektor induzierter Seneszenz (162)
Inhibition der p47phox-Untereinheit | Reduktion der ROS-
P47phox der NADPH-Oxidase Produktion (17)
- 1. Inhibition des Wnt-Promotors Regulation zellularer
VKV;stkl:&atenm 2. Inhibition von B-Catenin Differenzierung und (124)
3. Inhibition von cMyc, Cyclin D1 Proliferation
Myeloperoxidase | Aktivierung des Promotors der Aktivierung der MPO- (84)
(MPO) MPO Expression
. . Verhinderung
LCR E;eri(a)lgtslc))n mit LCRs (Locus Control umlagerungsbedingter (132;163)
g Geninaktivierung
Co-Regulation DNA-
Sin3 Interaktion mit Sin3 bindender (141)
Transkriptionsfaktoren

Tabelle 1: Zusammenfassung bekannter HBP1-Interaktionen

1.3. Himatopoetische Progenitorzellen

1.3.1. Stamm- und Vorlauferzellen der Hamatopoese

Periphere Blutzellen entwickeln sich aus im Knochenmark vorkommenden h&dmatopoetischen
Stammzellen. Diese HSCs (hematopoietic stem cells) bilden ein Reservoir aus pluripotenten
Stammzellen. Sie besitzen die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und kdnnen in alle bekannten

Blutzelllinien differenzieren (myeloisch, erythrozytar, megakaryozytar, monozytar und

lymphozytér). Mit zunehmender Differenzierung verlieren die Zellen ihre Pluripotenz sowie die
Fahigkeit der Selbsterneuerung. Aus den Stammzellen entwickeln sich Zellen, die in ihrer
Differenzierung zunehmend auf bestimmte hamatopoetische Zelllinien determiniert sind
(2;67;121).

Es entstehen linienspezifische Vorlauferzellen (Vorlauferzellen = Progenitorzellen), die durch

spezifische Oberflachenantigene, spezielle Membranbestandteile oder linientypische

Zelleigenschaften unterschieden werden kénnen.
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Im Rahmen dieser Arbeit war im Hinblick auf die akute myeloische Leukamie die granulozytare
Entwicklung der myeloischen Reihe interessant.

HSCs
[ self renewing hematopoietic stem cells

CLPs [ cmPs
common lymphocyte common myeloid
progenitors L progenitors
1
l I 1
( N\
GMPs MEPs
B-Lymphozyten granulocyte/macrophage megacaryocyte/erythrocyte
T-Lymphozyten L progenitors ) progenitors
Granulozyten Erythrozyten
Monozyten/Makrophagen Thrombozyten

Abbildung 5: Stammbaum der Héimatopoese

Aus den pluripotenten hidmatopoetischen Stammzellen (HSCs) entstehen differenzierte Vorlauferzellen der
lymphatischen (CLPs) und myeloischen (CMPs) Reihe. CMPs konnen zu GMPs und MEPs differenzieren. Aus
den GMPs entstehen Granulozyten und Makrophagen, aus den MEPs Thrombozyten und Erythrozyten. Aus den
CLPs werden Lymphozyten. Fiir diese Arbeit waren HSCs, CMPs und GMPs interessant.Grafik erstellt nach
(2;67;121).

Abbildung 5 zeigt ein vereinfachtes Schema der hédmatopoetischen Differenzierung. Aus den
HSCs entstehen die CMPs (common myeloid progenitors) und CLPs (common lymphocyte
progenitors). Die CMPs bilden eine Population myeloischer Vorlauferzellen, aus denen sowohl
die GMPs (granulocyte/macrophage progenitors) als auch MEPs (megakaryocyte/erythrocyte
progenitors) entstehen kdnnen. Die CLPs differenzieren entsprechend der lymphatischen
Reihe. Die Progenitorzellen der Granulozyten und Monozyten/Makrophagen (GMPs) als auch
Vorlauferzellen der Erythrozyten und Megakaryozyten (MEPs) werden als determinierte
Stammzellen bezeichnet. Die spezialisieten GMPs kénnen in Granulozyten und
Monozyten/Makrophagen ausdifferenzieren, die MEPs entsprechend in Erythrozyten und
Megakaryozyten (2;67;121).

1.3.2. Antigenexpression hamatopoetischer Progenitorzellen

Die verschiedenen Subfraktionen hdmatopoetischer Vorlauferzellen sind durch unterschiedliche
Antigenexpression  charakterisiert. Anhand dieser Antigenexpression kénnen die
hamatopoetischen Zellen unterschieden und - wie in 2.9. Fluoreszenzaktivierte Zellsortierung
beschrieben - sortiert werden. H&matopoetische Progenitorzellen exprimieren den
Oberflachenmarker CD34 (CD = cluster of differentiation). Anhand dieser CD34-Expression
kénnen Vorlauferzellen und reife Blutzellen voneinander unterschieden werden. Das
Antigenprofil hdmatopoetischer Zellen veréndert sich mit zunehmender Differenzierung. Um die
frihen Progenitorzellen von differenzierten, reifen Vorlauferzellen unterscheiden zu kénnen,
dienen ,Lineage-Marker® (Lin), eine Kombination aus zellspezifischen Differenzierungs-

Antigenen. Diese Differenzierungsantigene werden von weiter differenzierten Vorlauferzellen als
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GMPs, MEPs und CLPs sowie ausgereiften Blutzellen, nicht jedoch von frihen
héamatopoetischen Progenitor- oder Stammzellen exprimiert. Durch eine Lineage-Negativ-
Selektion kénnen frihe hamatopoetische Progenitorzellen isoliert werden (58;64;90). Die
Abbildung 6 zeigt die Veranderung der Antigenexpression hamatopoetischer Progenitorzellen
im Laufe ihrer Differenzierung.

Lin —
CD34+,
CD38 —
- HSCs CD90+
self renewing hematopoietic stem cells Thyl+
Lin —
CLPs CMPs CD34+
common lymphocyte common myeloid CD38+
progenitors progenitors CD45RA —
CD123+
1 1
CD34+ GMPs MEPs
CD38 — granulocyte/macrophage megacaryocyte/erythrocyte
CD7+ progenitors progenitors
CD10+
Lin — Lin —
CD34+ CD34+
CD38+ CD38+
CD45RA + CDA45RA —
CD123+ CD123 —

Abbildung 6: Himatopoetische Progenitorzellen: Populationsspezifische Antigenexpression
Mit fortschreitender Differenzierung exprimieren hidmatopoetische Zellen spezifische Antigene,
CDs (=Cluster of Differentiation). Grafik erstellt nach (58;64;90).

Die friihen pluripotenten HSCs mit der Fahigkeit zur Selbsterneuerung sind charakterisiert als
Lin- (Lineage negativ), CD34+ und CD38-. Mit zunehmender Differenzierung kommt es zur
Auspragung weiterer Oberflachenantigene. CD34 und CD38 doppelt positive Zellen haben das
Potential zur Selbsterneuerung verloren und kénnen sich nur noch in der myeloischen Reihe
entwickeln, eine lymphatische Differenzierung ist fir diese Zellen nicht mehr méglich.
Myeloische Progenitorzellen (CMPs) sowie die entstehenden Vorlauferzellen der
Granulozyten/Makrophagen (GMPs) und Megakaryozyten/Erythrozyten (MEPs) sind Lin-,
CD34+ und CD38+. Zur weiteren Unterscheidung dienen die Expression von IL-3Ra (= CD123)
und CD45RA. Die Zellpopulationen der CMPs, GMPs und MEPs lassen sich durch die
unterschiedliche Expression von CD123 und CD45RA differenzieren. CMPs sind CD123+ und
CD45RA-. Die GMPs exprimieren CD123 und CD45RA (CD123+, CD45RA+), die MEPs weder
CD123 noch CD45RA (CD123-, CD45RA-), siehe Abbildung 6 (58;64;90).

Durch diese unterschiedliche Antigenexpression ergeben sich flir die einzelnen
Progenitorpopulationen charakteristische Expressionsmuster. Die Muster werden fir die
Zellsortierung genutzt, es wird eine an der Antigenexpression orientierte Sortierstrategie
festgelegt, siehe 2.9.3. Sortierstrategie.
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1.4. Ziele und bearbeitete Fragestellung

Dieses Dissertationsprojekt untersucht die Rolle des Repressorproteins HBP1 in der
myeloischen Differenzierung. Durch ein shRNA-Screening war HBP1 als geeigneter Kandidat
aufgefallen, als bisher unbekanntes Protein an Vitamin-A-vermittelten Differenzierbarkeit
beteiligt zu sein. Bekannte HBP1-Charakteristika sowie die Lokalisation im menschlichen
Genom legen nahe, dass HBP1 ein geeigneter Regulator ist, dessen Funktionsausfall in der
Pathogenese der akuten myeloischen Leukd&mie eine Rolle spielen kdnnte. Die generelle
Hypothese dieser Arbeit ist, dass HBP1 eine zentrale Rolle in der myeloischen Differenzierung

sowie der Leukdmogenese einnimmt. Es wird folgenden Postulaten nachgegangen:

In Zelllinien variiert die HBP1-Expression in Abhéngigkeit von der leukdmischen Entitat.

2. Es besteht eine Korrelation zwischen HBP1-Expression und den verschiedenen Phasen
des Zellzyklus

3. Eine Reduktion der HBP1-Expression hat funktionelle Auswirkungen auf die Wnt-B-
Catenin-Signalkaskade und spielt eine entscheidende Rolle in der LeukAmogenese.

4. Die Expression des HMG-Box-Proteins HBP1 fallt in gesunden humanen
Knochenmarkzellen in den hadmatopoetischen Progenitorpopulationen der HSCs, CMPs
und GMPs unterschiedlich aus.

5. Die HBP1-Expression korreliert bei AML-Patienten mit bestimmten Karyotypen und

lasst einen Zusammenhang mit Gesamt- und rezidivfreiem Uberleben erkennen.
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2. Methoden

Anmerkung:
Auf Grund der umfassenden Methodik dieser Arbeit wurde an gegebener Stelle darauf

verzichtet, einzelne Versuchsschritte in fortlaufendem Text zu verfassen, sondern
stichpunktartig gehaltene Laborprotokolle aufgeflihrt und als solche gekennzeichnet.

2.1. Zellkultur

2.1.1. Ausgangsmaterial
Die Zellkulturversuche zu HBP1 (Zellzykluskorrelation, siehe 2.1.3. Versuchs-Etablierung zur

Analyse der Zellzykluskorrelation und siRNA-Transfektion, siehe 2.6. Transfektion mit HBP1-
siRNA) wurden in den humanen Zelllinien U937 (histiozytdres Lymphom) bzw. K562-Zellen
(chronische myeloische Leukamie) durchgefihrt. Die Zelllinien wurden in Kulturmedium
bestehend aus 90% RPMI 1640, 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin (P/S) gehalten.
Verschiedene humane Zelllinien wurden auf HBP1-RNA-Expression untersucht (siehe Tabelle
2). Ausgangmaterial fir das spatere PCR-Screening auf cDNA-Ebene waren RNA-Bestande
der Arbeitsgruppe, sowie THP1 und U937-Zellen aus eigener Zellkultur (90% RPMI, 10%FCS,
1% Penicillin/Streptomycin) (38).

- . Genetische
Zelllinie Eigenschaften Aberrationen
HL60 Akute myeloische Leukémie: AML FAB M2 Komplexer Karyotyp,
myc-Amplifikation
Jurkat T-Zell-Leukadmie (ALL): Akute Lymphoblastenleukamie
K-562 Chronische myeloische Leukamie - Blastenkrise BCR-ABL-Fusion
Karpas-422 B-Zell-Lymphom: B-NHL
Kasumi-1 Akute myeloische Leukédmie: AML FAB M2 1(8;21) AML1-ETO
KG-1a Akute myeloische Leukamie Komplexer Karyotyp,
Monosomie 7
Lama84 Chronische myeloische Leuk&mie - Blastenkrise BCR-ABL-Fusion
ME-1 Akute myeloische Leuk&mie: AML FAB M4eo Inv(16) CBCB-MYH11
i " . t(4;11) MLL-AF4
MV4-11 Akute monozytare Leukamie: AML FAB M5 FLT3-Mutation
NB-4 Akute Promyelozytenleuk&mie (APL): AML FAB M3 t(15;17)  PML-RARA
OCI-AML3 Akute myeloische Leukdmie: AML FAB M4 NPM-Mutation
SSK41 Niedrig malignes B-Zell-Lymphom
SU-DHL-4 B-Zell-Lymphom: B-NHL
THP-1 Akute monozytéare Leukamie 1(9;11) MLL-AF9
U937 Histiozytares Lymphom

Tabelle 2: Zelllinien und deren Charakterisierung.
Informationen wurden der Online-Datenbank der DSMZ entnommen (,,Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen®) (38).
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2.1.2. Zellzahlung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen mit Hilfe der Neubauer-Z&éhlkammer unter dem
Mikroskop gezahlt. Von einer Zellsuspension wurden 10ul 1:1 mit 10ul Tryptanblau-Lésung
gemischt. Tryptanblau férbt abgestorbene Zellen an. 10ul dieser gemischten Zellsuspension
wurden zwischen Deckglas und Zahlkammer pipettiert. Es wurden die nicht-tryptophan-

gefarbten Zellen (vitale Zellen) in den 16 Feldern aller vier Eckquadranten gezahlt.

(Zellzahl / 2) x 10* = Zellen / ml Zellsuspension

2.1.3. Versuchs-Etablierung zur Analyse der Zellzykluskorrelation
Um der Frage nachzugehen, ob eine Korrelation zwischen HBP1-Expression und den

unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus besteht, wurde das folgende Versuchsmodell etabliert.
Durch Serumentzug sind die optimalen Wachstumsbedingungen fir U937-Zellen nicht mehr
gegeben. Das resultierende Verhalten der Zellen sollte ein Wachstumsarrest sein. Die U937-
Zellen wurden daher im ersten Versuch Uber 48 und im zweiten Versuch Ober 72 Stunden in
FCS-freiem RPMI-Medium gehalten. Nach Ablauf des serumfreien Intervalls wurde FCS
zugegeben, um optimale Wachstumsbedingungen wieder herzustellen. Nach der Zugabe des
FCS-haltigen Mediums wurde zur Stunde 0, 4, 8, 12, 24 und 48 jeweils die HBP1-Expression
durch quantitative PCR bestimmt. Zum selben Zeitpunkt wurde mit Durchflusszytometrie
untersucht, in welcher Phase des Zellzyklus sich die Zellen befanden. Gleichzeitig wurde die
Zellzahl jeweils in Dreifachbestimmung mit Hilfe der Neubauer-Kammer ermittelt, um die
Vermehrung der Zellen zu quantifizieren.
Laborprotokoll:
Ausgangsmaterial: U937-Zellen in Kultur (RPMI + 10% FCS + 1%P/S)
- Zellen kultivieren (auf ca. 3-5 x 10° Zellen/ml in 60m| Medium)
- Zellen zentrifugieren (5 Min., 300 rpm)
- Zellpellet in 60ml serumfreiem Medium (ohne FCS-Zusatze) resuspendieren
- Lagerung im Brutschrank (37°C, 5%CQO,) fiir 48 bzw. 72 Stunden
Nach 48 bzw. 72 Stunden:
1. F0r 0-Stunden-Wert:
- 5ml der serumfreien Zellsuspension entnehmen und in 15ml Falcon geben,
zentrifugieren (300 rpm, 5 Min.): Pellet fir RNA-Extraktion
- 5ml der serumfreien Zellsuspension entnehmen und in 15ml Falcon geben,
zentrifugieren (300 rpm, 5 Min.): Pellet fir Zyklusanalyse
2. Vorbereiten der Aliquots fur die weitere Probenentnahme
- Restliche 50ml Zellsuspension zentrifugieren (5 Min., 300 rpm)
- Pellet in 50ml serumhaltigem Medium (RPMI +10% FCS + 1% P/S) ausplatieren und a
10ml auf 5 mittlere Kulturflaschen aliquotieren. Lagerung im Brutschrank (37 °C,5%CO,)
- Zu definierten Zeitpunkten (nach 4, 8, 12, 24 und 48 Stunden) eine Kulturflasche mit
10ml Zellsuspension aus dem Brutschrank entnehmen. 5ml fir RNA-Extraktion und 5ml
fur Zellzyklusanalyse entnehmen, in 15mi-Falcons Uberfiihren und pelletieren (5 Min.,
300 rpm)
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Bearbeitung der Pellets:

Pellet fir RNA-Extraktion in 600ul Mercapto-RLT-Puffer resuspendieren und bei -80°C
bis zur RNA-Extraktion lagern (auf 1ml RLT Puffer 10ul B-Mercaptoethanol).
Pellet fur Zellzyklus-Analyse in 70% Ethanol fixieren:

o0 Zellpellet aus 5ml Zellsuspension in 500ul PBS resuspendieren

o 1ml eiskaltes Ethanol zugeben (70%)

o Ethanol-Zell-Gemisch Uber Nacht bei -20°C inkubieren

2.2. RNA-EXxtraktion

RNA sind funktionelle Molekile, die zwischen kodierenden Genabschnitten der DNA und

Proteinsynthese vermitteln. Fir funktionelle Genexpressionsanalysen wird die RNA-Menge

bestimmt (110). Die RNA-Extraktion der Zellkulturversuche wurde mit dem RNeasy Mini Kit
(Qiagen) durchgefiihrt (109).
Laborprotokoll:

Mercaptoethanol-RLT-Puffer ansetzen: 10ul B-Mercaptoethanol auf 1ml RLT-Puffer
Zellpellets erstellen: Zellsuspension zentrifugieren (5 Min.,300 rpm):
bis 1x10° Zellen: Pellet in 350ul Mercaptoethanol-RLT-Puffer resuspendieren
ab 5x10° Zellen: Pellet in 600ul Mercaptoethanol-RLT-Puffer resuspendieren
350 bzw. 600yl lysierte Zellen auf den Qiagen-Shredder geben (lila)
Zentrifugieren (max. Geschwindigkeit, 2 Min.); Shredder verwerfen
350 bzw. 600ul 70% Ethanol zur durch den Shredder gelaufenen Suspension im
Auffangbehalter geben und resuspendieren
resuspendiertes Lysat aus den Auffangbehaltern auf Qiagen-Saule (rosa) pipettieren
und zentrifugieren (= 10 000 rpm, 15 Sek.)
Da maximal 700ul auf die Saule pipettiert werden kénnen, durchgelaufenes Lysat nach
erstem Zentrifugationsschritt verwerfen und S&ule erneut laden, erneut zentrifugieren.
Nach Zentrifugieren Auffangbehalter mit durchgelaufenem Lysat verwerfen,
Saulen auf neuen Auffangbehalter setzen
350ul RW1-Puffer auf die Saule geben, zentrifugieren (= 10 000 rpm, 15 Sek.)
Auffangbehalter verwerfen und neuen verwenden
DNA-Verdau vorbereiten:

o 105ul Buffer RDD und 15ul DNAse1-Stock mischen

o 120ul Buffer-DNAse-Mix auf die Saule pipettieren

o 15 Minuten bei 30°C im Wasserbad inkubieren
525ul RW1-Puffer zum Stoppen der Verdau-Reaktion auf die Saule pipettieren.
Zentrifugieren (= 10 000 rpm, 15 Sek.), Auffangbehélter ausleeren
500ul RPE-Puffer auf die S&ule geben,
zentrifugieren (max. Geschwindigkeit, 3 Min.)
Séaulen in beschriftetes 1,5m| ReaktionsgeféaB stellen
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- RNA eluieren: 30 bis 50ul RNAse-freies-H,O auf die Saule geben,
kurz anzentrifugieren (= 10 000 rpm, 15 Sek.). Durchgelaufenes RNA-H,0-Gemisch aus
dem ReaktionsgefaB pipettieren und erneut auf Saule geben.
Zentrifugieren (= 10 000 rpm, 1 Min.)
RNA sofort auf Eis geben, Lagerung bei -80°C

Die RNA-Konzentration wurde am Gene Quant Il RNA/DNA Calculator von Pharmica Biotech
photometrisch ermittelt. Die RNA Konzentration in pg/pl wurde in 1:20 verdinnten Proben (4ul
der RNA zu 76ul RNAse-freies H,O) durch Messung der Absorption bei 260 nm Wellenlange

bestimmt.

2.3. cDNA-Synthese

cDNA (complementary DNA) ist eine synthetische DNA, die mit Desoxyribonucleosid-
Triphosphaten (dNTPs) enzymatisch aus RNA hergestellt wird. Das Umschreiben der RNA in
cDNA wird durch eine reverse Transkriptase (RT) katalysiert. Die synthetisierte cDNA kann fir

PCR-Untersuchungen eingesetzt werden (111).

2.3.1. Zellkulturversuche
In den Zellkulturversuchen (siehe 2.1. Zellkultur) wurde fir die cDNA-Synthese das Omniscript

RT-Kit von Qiagen verwendet (111).
Laborprotokoll:

- Reaktionsgemisch (Mastermix) ansetzen, Zusammensetzung Mastermix

siehe Tabelle 3 Omniscipt RT-Reaktion
Angaben fir eine einzelne Probe

- RNA-Menge je Probe fir eine Konzentration 2l 10x RT-Puffer

von 1ug ausrechnen, errechnete Menge in 2.l dNTP-Mix (5uM)
ein 1,5ml ReaktionsgefaB pipettieren und mit 2ul Hexamer-Primer (100 pM)
RNase-freiem Wasser zu 12ul auffiillen 0,75yl | RNAse-freies H,O

- 8ul des Mastermixes zugeben 0,25 pl RNAsin - Inhibitor (40 U/ul)

1l Omniscript RT

- ReaktionsgeféaBe fir 60 Minuten bei 37°C im
Wasserbad inkubieren (RT-Reaktion).
- ReaktionsgeféaBe fir 5 Minuten bei

Tabelle 3: Berechnung des Reaktionsgemisches
fiir die cDNA-Synthese mit Omniscript.

93<C in Heizblock stellen (hitzeinaktivieren
der reversen Transkriptase)

- Das Kondensat runterzentrifugieren

- cDNA bei -20°C lagern

2.3.2. Sortierte Progenitorzellen
Die durchflusszytometrisch sortierten und gesammelten Populationen der humanen HSCs,

GMPs und CMPs umfassten sehr geringe Zellzahlen, je nach Population meist in einer
GréBenordnung zwischen 4000 und 10000 Zellen. Die cDNA-Synthese mittels magnetischer
Beads Uber pMACS-Saulen hat sich als die beste Methode erwiesen, um cDNA aus sortierten

Populationen von geringer Zellzahl zu gewinnen (89).
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Die cDNA-Synthese Uber die uMACS-Séaulen wurde direkt an die Zellsortierung angeschlossen.
Die cDNA-Synthese erfolgte nach Original-Protokoll des uMACS One-Step cDNA-Kit (92).
Laborprotokoll

1. Vorbereitung:

Thermo-MACS-Separator von Miltenyi Biotec bereitstellen und MACS-Saulen flir cDNA-

Synthese einspannen, jeweils 15ml-Falcons unterstellen

- Lysis/Binding-Puffer und Wash-Buffer aus dem RNA-Kit auf Raumtemperatur aufwarmen

2. Préparation der sortierten Zellen:

0,5ml-ReaktionsgefaBe mit sortierten Zellen vortexen (3-5 Min.), in 1,5ml| ReaktionsgeféaBe
Uberfhren und zentrifugieren (1000 rpm, 5 Min.)

Uberstand abkippen und abpipettieren. Meist ist das Pellet nicht sichtbar, sodass die
Flissigkeit vorsichtig am gegenlberliegenden Rand des erwarteten Pellets abgenommen
werden muss.

1ml Lysis/Bindig-Puffer pro 10” Zellen zugeben und fir 3-5 Minuten vortexen

Die gevortexten Zellen in Lysispuffer auf LysatClear Column (in Auffangbehélter) geben:
Zentrifugieren (= 13.000 g, 3 Min.)

Nach dem Zentrifugieren die Saule verwerfen. Das Lysat im Auffangbehélter enthalt die
Zellen und wird fUr die weitere Synthese verwendet.

Pro ml Lysat Zugabe von 50pl Oligo (dT) MicroBeads. Fir die Markierung mit diesen
magnetischen Beads ist keine weitere Inkubationszeit notwendig.

. cDNA-Synthese Uber MACS-Séulen:

Saulen vorbereiten: 100ul Lysis/Binding-Puffer durchlaufen lassen

Wenn der Puffer zum Spiilen der Saulen durchgelaufen ist, kann die mit Beads versehene
Zellsuspension auf die Saulen gegeben werden.

Puffer-Zugabe: Jeweils vor erneutem Beflllen der Sdule warten, bis der Puffer des
vorherigen Schrittes komplett durch die Saule gelaufen ist:

2 x 200ul Lysis/Binding-Buffer durchlaufen lassen und anschlieBend 4 x 100ul Wash-Buffer
auf die Saule geben

Waschschritte mit Equilibration/Wash-Buffer: 2 x 100ul auf die Sdule geben

Den Enzym-Mix in 20ul Resuspension-Buffer auflésen und als resuspendierten Mix auf die
Séaule geben und 1pl Sealing-Solution dazu geben.

Den Thermo-MACS auf 42°C einstellen und fur 1 Stunde inkubieren

2 x mit 100pl Equilibration/Wash-Buffer waschen

20ul cDNA-Release-Solution zugeben, erneut fir 10 Minuten bei 42°C inkubieren

Die untergestellten Falcons verwerfen und 1,5ml ReaktionsgefaBe unterstellen: cDNA mit
50ul cDNA-Elution-Buffer auswaschen. Um die cDNA-Ausbeute zu erhéhen erneut 50ul
cDNA-Elution Buffer auf die Saule geben.

Die cDNA-Proben der sortierten Progenitorzellen bei -20°C lagern.

23



2.3.3. Erstellen der Kalibrator-cDNA

Fir die Versuche mit Patientenproben, sowie alle funktionellen Zellkulturversuche wurde die
gleiche NB4-cDNA-Probe (NB4-Pool) als Kalibrator verwendet. Fir diesen NB4-Pool wurde zur
cDNA-Synthese das Quantitec Reverse Transcription Kit verwendet. Die eingesetzte
Quantiscript-Transcriptase erleichtert durch verklrzte Reaktionszeiten das Erstellen groBer
cDNA-Mengen, gleichzeitig wird eventuell in den Proben enthaltene genomische DNA verdaut
(113). Fir die Kalibrator-Herstellung wurden 25 Ansatze a 12ul cDNA erstellt und nach
abgeschlossener Synthese zu einer Pool-cDNA-Probe zusammengegeben.

2.4. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.4.1. Prinzip der konventionellen PCR
Die konventionelle Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beschreibt eine Serie hintereinander

geschalteter Zyklen, in denen ein spezifisches DNA-Fragment in enzymatischer Reaktion
exponentiell vermehrt wird. Es werden drei unterschiedliche Phasen unterschieden, die sich
zyklisch wiederholen.

Jeder Zyklus beginnt mit einem Denaturierungsschritt. Im PCR-Cycler wird die Probe auf 95°C
hochgeheizt, dabei wird die doppelstrangige cDNA in ihre Einzelstrdnge (Sense- und Antisense-
Strang) zerlegt. Die verwendete DNA-Tag-Polymerase ist thermostabil und unterliegt daher
nicht der Denaturierung.

Der zweite Schritt dient der Anlagerung der zugegebenen Oligonukleotid-Primer. Sie bestehen
aus einer Sequenz von Desoxyribonucleosid-Triphosphaten (dNTPs: dATP, dCTP, dGTP,
dTTP). Es wird jeweils ein Primer-Paar verwendet. Ein Primer ist jeweils zu einem Abschnitt des
Sense-Strangs komplementér, der andere zu einer Sequenz des Antisense-Strangs (Forward-
und Backward-Primer). Die Temperatur fir die Anlagerung (Annealing-Temperatur) ist
spezifisch fiir die jeweiligen Primer. Fir die durchgefiihrte B-Actin-PCR wurden nach etablierter
Standardmethode 55°C verwendet.

Im letzten Schritt werden die angelagerten Primer durch die zugegebene Tag-Polymerase
entlang der DNA-Sequenz bei 72°C durch weitere Desoxynukleosid-Triphosphate verlangert.
Das in jedem Zyklus entstehende Produkt dient als Matrize fir einen erneuten
Anlagerungsschritt. Es resultiert eine exponentielle Vermehrung des PCR-Produkts. Wichtig bei
der Verlangerung ist, dass die entstehende Sequenz neben der Zielgensequenz die Sequenz
des jeweils gegenlaufigen Primers einschlieBt. Die drei PCR-Phasen werden in definierter
Zyklenzahl wiederholt. Dadurch wird von einem Genabschnitt eine groBe Anzahl identischer
Kopien produziert, das PCR-Produkt umfasst schlieBlich die beiden Primer-Sequenzen und die
eingeschlossene Zielgen-DNA in definierter Lange (6;8).

2.4.2. Laborprotokoll B-Actin-PCR
Als Kontrolle der cDNA-Synthese wurde eine B-Actin-PCR durchgefiihrt. B-Actin ist ein Gen,

das unter verschiedenen experimentellen Bedingungen konstant exprimiert ist. Die
Zusammensetzung des Reaktionsgemisches (Mastermix) fir die PCR wurde nach folgendem
Schema berechnet, siehe Tabelle 4. Neben den zu untersuchenden Proben, wurden eine
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Positiv-Kontroll-cDNA und als Negativkontrolle eine sterile Wasserprobe (H,O) mitgefuhrt. Alle
Pipettierschritte wurden auf Eis durchgefiihrt (6).

Laborprotokoll - nach (6): Mastermix der B-Actin-PCR

- Erstellen des Reaktionsgemisches Angaben fiir eine einzelne Probe
(Mastermixes) 16,875 ul | H,0

- Verteilen von je 24yl des Mastermixes auf 1,25 pl Eé‘?}%g{gﬁrgggegg@gg
die einzelnen PCR-ReaktionsgeféBe 1 25yl | B-Actin Primer backw.(10uM)

= Ul | 5 AATCTCATCTTGTTTTCTGCG-3
- Zugeben von 1ul cDNA der zu
o 2,0 pl | dNTPs (10pM)

amplifizierenden Probe 2.5 ul | 10x PCR-Puffer

- Verschlossene ReaktionsgeféBe in den 0,1 pl | AmpliTag-Polymerase

Cycler stellen Tabelle 4: Berechnung des Reaktionsgemisches

- Annealing: 55°C, 21 Zyklen einer B-Actin-PCR. Die Angaben werden mit der
Anzahl der Proben multipliziert.

2.4.3. Auswertung durch Elektrophorese
Fir die Elektrophorese wurde 1,5%-Agarose-Gel verwendet. 100ml 1xTAE-Puffer wurden mit

der abgewogenen Menge Agarose (1,5 g) vermengt und aufgekocht. In der Gelkammer wurden
10l Ethidium-Bromide-Solution verteilt, das flissige Agarose-Gel darlber gegossen und
beides vermischt. Nach Einstecken der Elekirophorese-Kamme in das flissige Ethidiumbromid-
Gel musste abgewartet werden bis das Gel erkaltet und fest geworden war. AnschlieBend
wurde die Gelkammer in die Elektrophoresekammer eingesetzt und die Ké&mme
herausgezogen. Zu 4ul des PCR-Produkts wurden 10ul Gelladepuffer zugegeben und in die
Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese wurde nach Laborstandardbedingungen bei 100-
150mV und ~150mA in einer horizontalen Elektrophoresekammer durchgefiihrt. Die
anschlieBende Fotodokumentation erfolgte unter UV-Licht, siehe Abbildung 7 (153).

Abbildung 7. Gel-Fotodokumentation
nach Elektrophorese.

Nach der Marker-cDNA (123 Basenpaare)
wurde das PCR-Produkt der einzelnen
Proben aufgetragen. Danach Negativ- und
Positivkontrolle.
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2.5. Quantitative PCR (qPCR)
2.5.1. Prinzip der Detektion

Die quantitative PCR ist eine Methode, bei der ein spezifisches Zielgen mit Polymerase-
Kettenreaktion amplifiziert und gleichzeitig eine quantitative Aussage Uber die Menge des
entstehenden PCR-Produkts generiert wird. Wé&hrend der Phase der exponentiellen
Vermehrung des Genprodukts werden die durchlaufenen PCR-Zyklen gemessen. Fir den
quantitativen Vergleich ist der PCR-Zyklus entscheidend, nach dem das entstehende PCR-
Produkt zum ersten Mal detektiert werden kann.

Um das PCR-Produkt registieren und detektieren zu kénnen, wurde der Fluoreszenzfarbstoff
SybrGreen | verwendet. SybrGreen | bindet unspezifisch an Doppelstrang-DNA, in diesem
gebundenen Zustand zeigt der Farbstoff stark fluoreszierende Eigenschaften in definiertem
Wellenlangenbereich (Anregungswellenlange 494nm, emittierte Fluoreszenzwellenlange von
521 nm), siehe Abbildung 8.

Die Signalintensitat steigt mit zunehmender Zyklenzahl bedingt durch die Zunahme an
amplifizierter DNA. Die gebundene Menge SybrGreen und somit die Intensitdt des

Fluoreszenzsignals ist proportional zur Menge des PCR-Produkts (114).

Abbildung 8:

Funktionsprinzip SYBR-Green 1.

Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green I

interkaliert mit doppelstriangiger DNA. Primer

Nach Anregung (Exzitation) im /

Wellenldngenbereich von 494nm liefert

SYBR-Green I im gebundenen Zustand

ein Fluoreszenzsignal im Bereich von 3' 5
521nm (Emission), nach (114).
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Die unspezifische Bindung des SYBR-Green | an doppelstrangige DNA flihrt dazu, dass auch
Primer-Dimere einen Fluoreszenzanstieg verursachen. Mittels Schmelzkurvenanalyse kann
nach Ablauf der PCR zwischen spezifischem Produkt und Primer-Dimeren oder anderen
unspezifischen Nebenprodukten unterschieden werden. In der Schmelzkurvenanalyse wird das
PCR-Produkt langsam auf sehr hohe Temperaturen aufgeheizt (95°C). Im Bereich niedriger
Temperaturen liegt das PCR-Produkt doppelstrangig vor, die Fluoreszenz ist dementsprechend
hoch. Ab einer fir das PCR-Produkt spezifischen Temperatur denaturiert die doppelstréangige
Struktur, es resultiert eine pldtzliche Fluoreszenzabnahme. Diese Fluoreszenzabnahme ist in

der graphischen Darstellung (Fluorescence —dF/dT gegen die Temperatur in °C) als Peak zu
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erkennen. An diesem Schmelzpunkt liegen 50% der cDNA denaturiert vor. Primer-Dimere
haben ihren Schmelzpunkt bei deutlich niedrigeren Temperaturen als spezifische PCR-
Produkte, multiple Peaks in der Schmelzkurve sprechen fir unspezifische Nebenprodukte
(112).

2.5.2. Analyse der PCR-Daten
Fir die Analyse der PCR-Daten werden Ci-Werte verwendet. Der Threshold-Cycle (Cr)

beschreibt den PCR-Zyklus, bei dem das sich vervielféltigende Genprodukt einen signifikanten
Fluoreszenzanstieg erkennen lasst. Dadurch wird der Beginn der exponentiellen
Amplifikationsphase der PCR unter optimalen Reaktionsbedingungen markiert, siehe Abbildung
9. Je héher die Menge des zu amplifizierenden PCR-Produkts ist, desto friher wird der
Threshold-Cycle (Cr) erreicht. Ein niedriger Cr-Wert bedeutet demnach eine groBe Menge an
vorliegendem PCR-Produkt und entspricht einer hohen Genexpression in der zu
untersuchenden Probe. Das Ende der Reaktion ist durch das Erreichen der Plateauphase
bedingt. Wahrend dieser Phase ist kein Fluoreszenzanstieg (= Vermehrung des PCR-Produkts)
mehr zu verzeichnen, die Reaktionsbedingungen sind nicht mehr optimal, um eine weitere

Amplifikation zu erméglichen (114).

Abbildung 9:

Typischer Plot einer
quantitativen PCR (qPCR).

Die Baseline beschreibt die
Fluoreszenz zu Beginn der PCR, die
noch keinen signifikanten
Fluoreszenzanstieg erkennen lasst.
Mit Threshold Cycle (Cr) beginnt
die Phase der exponentiellen
Amplifikation des PCR-Produkts
(Linear Log Phase), erkennbar an
signifikantem Fluoreszenzanstieg.
Die Plateauphase beschreibt das
Ende der Reaktion.

Cr (114)
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2.5.3. Relative Quantifizierung
Um vergleichbare quantitative Aussagen treffen zu koénnen, werden Ci-Wert-Differenzen

berechnet. ACt beschreibt dabei die Differenz zwischen dem Ci-Wert des interessierenden
Zielgens und dem Ct-Werts eines gleichzeitig gemessenen Referenzgens. Als Referenzgen
werden sogenannte Housekeeping-Gene wie B-Actin oder GAPDH verwendet, deren konstante
Gen-Expression in den zu untersuchenden Zellen bekannt ist.

ACt = Cr-Wert (Zielgen) - Ct-Wert (Referenzgen)

Fir den quantitativen Vergleich wird die Differenz errechnet zwischen dem ermittelten AC+-Wert
der Probe und dem AC:-Wert des jeweiligen Kalibrators, der AACt-Wert. Als Kalibrator dient
eine festgelegte Probe, fiir die die gPCR durch Ermitteln einer Standardkurve etabliert wurde.

Auf diesen Kalibrator werden alle gemessenen Werte einer PCR berechnet, vergleichende
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Aussagen Uber unterschiedliche Genexpression kénnen getroffen werden. Die quantitative PCR
auf HBP1 wurde in der Arbeitsgruppe auf die Zelllinie NB4 etabliert, entsprechend wurde NB4-
cDNA als Kalibrator verwendet.

AACT = ACt der Probe - ACt des Kalibrators

In der Auswertung wird die Genexpression des Kalibrators = 1 gesetzt. Die relative Expression
des interessierenden Zielgens wird nach folgender Formel berechnet: Das Expressionslevel des

-AACT

Zielgens ist im Vergleich zum Kalibrator mit re.HBP1 = 2 beschrieben. In den folgenden

Versuchen wird die relative Genexpression ebenfalls mit rel. HBP1 = 2°2°T dargestellt (114).

2.5.4. Verwendete qPCR-Primer

Fir die gPCR wurden spezifische Primer fir quantitative PCR verwendet, siehe Tabelle 5.
Wichtige Voraussetzung ist, dass Referenzgen und zu untersuchendes Zielgen die gleichen
PCR-Bedingungen bendétigen. Die Anlagerungstemperatur (Annealing) der verwendeten Primer
muss Ubereinstimmen. In den einzelnen Versuchen wurden die jeweiligen Primer in einer

Konzentration von 10uM eingesetzt.

Primer Oligonucleotid-Sequenz Annealing
Zielgen | 5-HBP1-41 | 5'AAG AAT GTA CAC ATT AGA AGC AAA GG 3 58°
HBP1 3'HBP1-41 | 5CCT GGT TTA ATG TTG TTG TGA GC 3' 58°
Referenz- | g.Actinfor | 5'CAT TGC CGA CAG GAT GCA G 3' 58°
%?Rctin B-Actinrev | 5CCG ATC CAC ACG GAG TAC 3' 58°

Tabelle 5: Verwendete Primer fiir die quantitative PCR auf HBP1

Zur Qualitatskontrolle wurde das Produkt nach quantitativer HBP1-PCR zur Sequenzierung bei
der Firma Eurofins MWG Biotech-AG (Ebersberg, Miinchen) eingeschickt. Die uns gelieferte
Sequenz konnte in der Datenbank PubMed-Blast als HBP1 identifiziert werden (99).

Fuar die in der Arbeitsgruppe etablierten PCRs auf cMyc und Cyclin D1 wurden die in Tabelle 6
aufgefihrten Primer eingesetzt, als Referenzgen fir cMyc wurde GAPDH und fiar CylinD1 wie
fur HBP1 B-Actin verwendet. Fir cMyc wurde als Referenz die Zelllinie Raji (humanes Burkitt
Lymphom) und fur Cyclin D1 die Zelllinie HL60 (AML FAB M2) eingesetzt (38).

Primer Oligonucleotid-Sequenz Annealing
Zielgen cMyc forw 5 TTT CGG GTA GTG GAA AAC CA 3' 60°
cMye cMyc backw 5' TTC CTG TTG GTG AAG CTA ACG 3' 60°
Zielgen Cyclin D1 forw | 5' CCG TCC ATG CGG AAG ATC 3' 60°
CyelinD1 | cyclin D1 backw | 5' ATG GCC AGC GGG AAG AC 3' 60°
Referenz- | GAPDH forw 5'CTC CTC CAC CTT TGA CGC TG 3' 60°
%?EDH GAPDH backw | 5' ACC ACC CTG TTG CTG TAG 3' 60°

Tabelle 6: Verwendete Primer fiir die quantitative PCR auf cMyc und Cyclin D1

28



2.5.5. Versuchsschritte der quantitativen PCR
For die quantitative PCR wurden 96-Well-Platten verwendet. Zu Versuchsbeginn wurde ein

Mastermix aus SybrGreen Universal PCR MasterMix, Primern und RNAse-freiem H,O erstellt.

Die Zusammensetzung des Reaktionsgemisches (Mastermix) wurde nach Tabelle 7 berechnet.

Fir jede Probe wurden Daten in Dreifachbestimmung erhoben, in der Auswertung Mittelwerte
berechnet, nach (108).

Mastermix der quantitativen PCR (qPCR)
sammensezung | S | Aprelioe Poker
42 Ansatze

SYBRGreen MM 12,5 pul 525 yl
Primer forward 0,75 ul 31,5 ul
Primer backward 0,75 ul 31,5 ul
H,O (RNAse-frei) 10 ul 420 pl

24 ul 1008 pl

Tabelle 7: Berechnung des Mastermixes fiir die quantitative PCR.
Fiir eine PCR muss der Enzymmix mit den Primern des Zielgens und im
zweiten Ansatz mit den Primern des Referenzgens erstellt werden.

Weitere Versuchsschritte — Laborprotokoll (108):

Je 24yl des Mastermixes auf die einzelnen Wells der PCR-Platte verteilen

Nach Verteilung des Mastermixes 1ul cDNA der zu untersuchenden Probe in die
vorgesehenen Wells geben, Pipettierschema siehe Abbildung 10

Negativkontrolle (Non-Template-Controle, NTC): In die entsprechenden Wells ohne
weitere Zugaben nur den Mastermix pipettieren

Wells mit vorgesehenen optischen Kappen verschlie3en

Verschlossene 96-Well-Platte 1 Minute bei 300 rpm zentrifugieren und in den Cycler
stellen
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Abbildung 10: Beispiel-Pipettierschma fiir 96-Well-Platte einer quantitativen PCR.

In die Wells der oberen Hilfte der PCR-Platte (blau) wurde jeweils der Mastermix mit den Primern des Referenzgens
(B-Actin) und die zu untersuchenden Proben (NB4-Pool, U937#1 StdO0, ...) pipettiert. In der unteren Hilfte der Platte
(gelb) wurden der Mastermix mit den Primern des Zielgens (HBP1) und die cDNA-Proben in die Wells gegeben.
Jede Probe wurde fiir die Mehrfachbestimmung dreifach aufgetragen. Mit ,Leer” bezeichnete Felder dienen der
Leerwertkontrolle (Non-Template-Control, NTC).

2.5.6. Einstellungen am Cycler

Die PCR-Bedingungen wurden nach Tabelle 8 festgelegt und am Cycler fir quantitative PCR
eingestellt. Stage 1l beschreibt einen PCR-Zyklus, Stage Il dient der Erstellung der
Schmelzkurve. Das Gesamtvolumen in den einzelnen Wells betragt 25ul, nach (108;112).

PCR-Bedingungen der quantitativen PCR

Stage | 15 Min. 95°C Aktivierung der TagPolymerase
15 Sek. 95°C (I:Dgpliturierung der

Stage Il 30 Sek. Annealing-Temperatur | Primer-Anlagerung (=Z4ysklxen)
30 Sek. 72°C Nukleotidansgerung

Stage Il 15 Sek. 95°C
30 Sek. Annealing-Temperatur

Erstellen der Schmelzkurve
Ramptime von Annealing-Temperatur ~ 95°C: 19:59 Min.

15 Sek. 95°C

Tabelle 8: Stadien der quantitativen PCR.
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2.6. Transfektion mit HBP1-siRNA

2.6.1. Genregulation durch siRNAs

Mit Hilfe von siRNAs (small interfering RNAs) kdnnen Gene auf mRNA-Ebene ausgeschaltet
werden. siRNAs sind kleine doppelstrangige RNA-Sequenzen, die in katalytischem Komplex an
spezifische mRNA-Sequenzen binden kdnnen. Die mRNA wird dabei gespalten und eine
anschlieBende Translation verhindert, sieche Abbildung 11. Durch diese sequenzspezifische
Interaktion wird die Expression des von der mRNA codierten Gens posttranskriptional gehemmt
(30;117).

Enzymkomplex mit
Endonukleaseaktivitat
(AGO2) PO,

E siRNA

1 4
=
Fiihrungsstrang m

der siRNA —

Abbildung 11: Funktionsprinzip
siRNAs

Die doppelstringige siRNA wird
in einen katalytischen
Enzymkomplex eingeschleust. Mit

| Erkennen der Ziel-mRNA

GO2
me PO, AAA ihrem Fiihrungsstrang bindet die
Ziel-mRNA of siRNA an eine spezifische
mRNA-Ziel-Sequenz. Dabei wird
l Spakandar mRNA die mRNA durch die
- Endonuklease AGO2 des

Enzymkomplexes gespalten.
Vereinfacht nach (117).

2.6.2. Ausgangsmaterial und Prinzip der Transfektion
Die siRNA-Versuche wurden in K562-Zellen aus eigener Zellkultur durchgefiihrt. Es wurde

vorgefertigte siRNA der Firma Qiagen verwendet (siehe Tabelle 9) sowie das Cell Line
Nucleofector Kit V von Amaxa. Die Transfektion wurde am Nucleofector™ Il (Amaxa) mit dem
Nucleofector-Programm T-003 durchgefiihrt (3). Als Transfektionskontrolle wurde pmaxGFP

(GFP: engl. Green Fluorescent Protein) eingesetzt.
Der Nucleofector™ |l funktioniert nach dem Prinzip der Elektroporation. Durch elektrische

Impulse in die Zellsuspension wird die Zellmembran der zu transfizierenden Zellen permeabel,
siRNA und GFP gelangen bis in den Zellkern (3).
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siRNA Eigenschaften und Zielgen
HBP1: HMG-box transcription factor 1 (HBP1), mRNA NM_012257
:;—;EE)\J MM_012257, 2858 bp QIAGEN
$100434280
B 4 SI00434280 HP Genomelide siRMA .
> = i : | ro :
[ : : : : : : : : 1 2856
bpd 300 500 j=Tul] 1200 1500 1800 2100 2400 2700
(116)
ns-siRNA
(nonsense): Sense sequence UUCUCCGAACGUGUCACGUdTdT
Negative
Control Antisense sequence ACGUGACACGUUCGGAGAAITIT
siRNA
Target DNA Sequence AATTCTCCGAACGT GTCACGT
(115)

Tabelle 9: Verwendete siRNA fiir die funktionellen Versuchsreihen

2.6.3. siRNA-Transfektion

Die Transfektion wurde nach Amaxa-Originalprotokoll durchgefihrt (4).
Amaxa-Transfektion - Laborprotokoll:
Ausgangsmaterial: K562-Zellen in Kultur (RPMI + 10% FCS + 1% P/S)

- 48 Stunden vor Versuchsbeginn K562-Zellen in serumfreiem Medium ausplatieren.

Vorbereiten der Transfektion:

- 12-Well-Platte: Je Probe ein Well mit 1ml Medium (RPMI + 10% FCS + 1% P/S) fiillen
und in den Brutschrank (37 °C, 5% CO.) stellen. Je Ansatz werden 4 Wells/Proben

bendtigt

- In 50ml-Falcon abgemessene Menge Kulturmedium im Brutschrank vorwarmen (je

Probe 500ul), siRNA auftauen

- Nucleofector-Solution auf Raumtemperatur aufwarmen lassen

- Zu 2,25ml Nucleofector Solution 0,5ml Supplement zugeben

Versuchsbeginn:

1. Zellen in der Neubauer-Kammer zahlen

2. In 5ml-Falcons Aliquots gleicher Zellzahl fur jede Probe anfertigen
Ideal fiir Transfektion: 1x10°%-5x10° Zellen je Probe.

3. Zentrifugieren (300 rpm, 5 Minuten), Uberstand abpipettieren

Folgende Schritte 4-9 fiir jede Probe einzeln nacheinander durchfiihren:

4. Pellet in 100ul Nucleofector-Solution resuspendieren und in 1,5ml Reaktionsgefale

Uberflihren
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5. Zu 100ul Zellsuspension (Zellen in Nucleofector-Solution):

- Probe 1: 4pl HBP1-siRNA [1ug/ul] HBP1-Transfektion

- Probe 2: 4pl ns-siRNA [1ug/ul] Kontrolle Transfektionseffekte
- Probe 3: 4pul pmaxGFP [0,5ug/ul] Transfektionskontrolle (pos)

- Probe 4: keine weitere Zugabe Negativkontrolle

6. Nach Zugabe von siRNA/GFP die Suspension in Amaxa-Kivette Uberflihren, Kiivette
mit blauem Deckel verschlieBen und in Nucleofector™ Il stellen
Nucleofection Programm T003 auswahlen und Reaktion starten
Nach erfolgter Elektroporation 500ul des vorgewarmten Mediums zugeben
Suspension mit Amaxa-Plastik-Pipette aus der Transfektions-Kivette in die
vorbereiteten Wells der 12-Well-Platte Gberflhren, Pipettierschema nach Abbildung 12.
10. Nach erfolgter Transfektion 12-Well-Platte in den Brutschrank (37°C, 5% CO,) stellen.

Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4

GFP

ns-siRNA
#1 + Kontrolle

Kontrolle

Negativ-
kontrolle

GFP

+ Kontrolle

ns-siRNA
Kontrolle

Negativ-
kontrolle

#2

Abbildung 12: Pipettierschema der siRNA-Versuche

Dargestellt sind zwei Versuchsansitze (#1 und #2). Die ns-siRNA-Probe (Probe
2) bildet eine negative Kontrolle fiir Transfektionseffekte im Vergleich zur
HBP1-Transfektion (Probe 1), die GFP-Probe (Probe 3) wird als positive
Versuchskontrolle mitgefiihrt. Probe 4 bildet die negative Versuchskontrolle.

2.6.4. Fluoreszenzmikroskopische GFP-Transfektionskontrolle
Nach 24 Stunden wurde die GFP-Anreicherung der GFP-transfizierten Kontrollprobe unter dem

Fluoreszenzmikroskop sowie durchflusszytometrisch am LSRII-Durchflusszytometer bestimmt.
Unter dem Fluoreszenzmikroskop kann die GFP-Fluoreszenz erkannt werden. Erfolgreich GFP-
transfizierte K562-Zellen zeigen eine grine Fluoreszenz. Im Vergleich mit der zugehérigen
lichtmikroskopischen Aufnahme kann die Transfektionseffizienz abgeschatzt werden, siehe
Abbildung 13. Quantitative Aussagen Uber die Transfektionseffizienz liefert die
Durchflusszytometrie
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oA
Abbildung 13: GFP-Transfektionskontrolle.
24 Stunden nach der Transfektion wurde in der GFP-transfizierten Probe die GFP-Fluoreszenz beurteilt.
Aufnahme A (Lichtmikroskop) zeigt das zugehorige Zellbild zur Fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme B.
Griin-fluoreszierende Zellen bedeuten eine erfolgreiche GFP-Transfektion.

2.7. Isolation hdmatopoetischer Progenitorzellen
aus humanem Knochenmark
Im Rahmen dieser Arbeit wurden hamatopoetische Progenitorzellen (Vorlauferzellen)

untersucht, die aus humaner Substantia spongiosa gewonnen wurden. Die Substantia
spongiosa (Spongiosa) bildet die innere Knochenschicht und weist eine schwammartige
Bélkchenstruktur auf. In den HohlrAumen zwischen den Knochenbélkchen befindet sich

Knochenmark mit hdmatopoetischen Vorlauferzellen (57).

2.7.1. Patientenauswahl
Voraussetzung fur die Auswahl der Patienten war, dass die Patienten weder an einer

héamatologischen Systemerkrankung noch einer onkologischen Erkrankung leiden und keine
Chemo- oder Strahlentherapie erhalten hatten. Ansonsten gab es flir die Patienten keine
besonderen Auswahlkriterien. Eine Einverstandniserklarung der Patienten wurde jeweils
eingeholt (siehe Vordrucke im Anhang), das zugehérige Votum der Ethikkommission der
Universitat Marburg zu ,Untersuchungen zur Biologie humaner hdmatopoetischer Stammzellen”
stammt vom 25.02.2005, Aktenzeichen 19/05.

2.7.2. Spongiosapraparation und Ficoll-Zellseparation
Durch Kooperation mit der orthopadischen Abteilung des Universitatsklinikums Marburg konnte

die Substantia spongiosa des Femurknochens verwendet werden, welche bei HUft-Prothese-
Operationen entnommen wurde. Um die Progenitorzellen aus der Spongiosa-Probe zu
gewinnen, wurden die Zellen in phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS) aus der Probe
geldst und nach der Ficoll-Standard-Methode aufgearbeitet (46;47).

Zunachst wurde das Spongiosa-Stiick im Probengeféa3 aus dem Operationssaal belassen, mit
PBS Uberschichtet und mit Hilfe einer Klemme zerstampft und zerkleinert. Dabei werden die
Knochenmarkzellen aus dem Markraum herausgeldst, die umgebende PBS-Lésung farbt sich
rot. Das rot gefarbte PBS wurde mit einer Pipette aus dem Probengefa3 abgenommen und Uber
ein 40um Zellsieb in ein 50ml Falcon Uberfiihrt. Dieser Vorgang wurde wiederholt bis der
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zerkleinerte Rest der Spongiosa-Probe weiB erschien. Das gefilterte Zell-PBS-Gemisch wurde
in einem neuen 50ml Falcon vorsichtig Gber 15ml Ficoll-Ldsung geschichtet und bei 800g 15
Minuten zentrifugiert. Die Zentrifuge durfte bei diesem Schritt nicht abgebremst werden (46;47).

Durch das Zentrifugieren werden die Knochenmark-

Zellen auf Grund unterschiedlicher Zelldichte
aufgeteilt. Es bildet sich eine untere Ficoll- und

obere Serum-PBS-Phase, dazwischen ein trib

erscheinender Zellring aus mononukledren Zellen Plasma
(Progenitorzellen und Lymphozyten). Erythrozyten > Mononukledre Zellen
und die meisten reifen Granulozyten sammeln sich Ficoll-Pague PLUS

als Pellet am Boden des Falcons, Thrombozyten ' Erythrozyten,
liegen auf dem Ring mononukleérer Zellen, siehe [etie. Granulozyten
Abbildung 14. Mit Hilfe einer Transferpipette wurde  Abbildung 14: Ficoll-Zellseparation.

) . . Der Zellring aus mononukleéren Zellen enthilt
der Zellring zwischen Ficoll und PBS abgenommen  Lymphozyten und Progenitorzellen.
und in ein 50ml Falcon Uberflhrt und 5 Minuten bei Modifiziert nach (47)

300g zentrifugiert.

Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberstand abgekippt und das entstandene Zellpellet zur
Auflésung restlicher Erythrozyten in 5ml Lysispuffer resuspendiert. Nach finfmindtiger Wartezeit
erfolgte ein erneuter Zentrifugationsschritt bei 300g fiir 5 Minuten. Der Uberstand wurde
verworfen, das Zellpellet in 15ml PBS resuspendiert und erneut 5 Minuten bei 300g
zentrifugiert.  Durch  diese  Waschschritte werden auch restliche  Thrombozyten
herausgewaschen und man erhédlt ein sauberes Zellpellet aus mononuklearen Zellen mit
enthaltenen hamatopoetischen Vorlauferzellen (46;47).

Dieses Pellet wurde nach Abkippen des Uberstandes in 10ml PBS resuspendiert und eine
Bestimmung der Zellzahl angeschlossen. Ab einer Zellmenge von 4-5 x 10’ Zellen in den 10ml
Zellsuspension konnte das Material weiter verwendet werden.

2.7.3. Separation der CD34+ Progenitorzellen

Die Separation in CD34-postitive Progenitorzellen erfolgte mit Hilfe magnetischer Microbeads
Uber MACS-Seperator-Saulen nach Originalprotokoll (94;95). Die magnetischen Beads sind
gekoppelt an Maus-lgG1-Antikdrper gegen humanes CD34-Oberflachenantigen auf
héamatopoetischen Progenitorzellen. MACS-Microbeads sind sehr kleine magnetische Partikel
im Durchmesser von 50 nm. Die Zellen werden durch diese Antikérper-gekoppelten Beads
magnetisch markiert. Durch die Microbeads wird die Stuktur, Funktion oder Aktivitat der Zelle
nicht beeinflusst, sie bestehen aus einer biologisch abbaubaren Matrix und missen daher nach
Beendigung der magnetischen Separation nicht abgewaschen werden (93). Da die
Separatorsaule in eine magnetische Halterung eingespannt ist, reichern sich die magnetisch
markierten CD34-positiven Zellen innerhalb dieser S&ule an und kdnnen anschlieBend
gesammelt werden (94;95). Fir die spatere Durchflusszytometrie wird ebenfalls ein CD34-
spezifischer Antikdrper verwendet, dieser bindet jedoch an ein anderes Epitop des CD34-
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Antigens. Fir die magnetische Separation wurde der Antikérper des CD34-Klons QBEND/10

verwendet und in der Durchflusszytometrie des Klons 8G12 (12;94).
Laborprotokoll (94,;95):
1. Materialvorbereitung: Ausgangsmaterial sind Spongiosa-Zellen in PBS

PBS-Zellsuspension zentrifugieren (300 rpm, 5 Min.)

Uberstand abkippen und Zellpellet in ~3ml MACS-Puffer resuspendieren
Zentrifugieren (300 rpm, 5 Min.), Uberstand abkippen

Zellpellet in 300ul MACS-Puffer resuspendieren

2. Markieren der CD34-positiven Progenitor-Zellen durch magnetische Beads:

Zu den 300pl der resuspendierten Zellen (steril unter Bench arbeiten):

+ 100ul FcR Blocking Reagent (bis 108 Zellen) um unspezifische Bindungen
zwischen CD34-Microbeads und Fc-Rezeptoren zu vermeiden

+ 100ul CD34 Microbeads

30 Minuten auf Eis inkubieren

3. Vorbereitung der Saulen:

MiniMACS Seperator-Saule in magnetische Halterung einspannen, 15ml Falcon
unterstellen und 500ul MACS-Puffer auf Saule geben

4. Magnetische Separation CD34-positiver Zellen:

Zu mit Beads markierten Zellen (500ul) ~3ml MACS-Puffer zugeben

Zentrifugieren (300 rpm, 5 Min.), Uberstand abpipettieren

Zellpellet in 500ul MACS-Puffer resuspendieren

Zellsuspension (500ul) auf die Saule geben und durchlaufen lassen

3 x 500ul MACS-Puffer auf die Saule geben (vor erneuter Fillung jeweils warten bis
vorherigen 500l komplett durchgelaufen sind). Die durchgelaufene Zellsuspension
bildet die CD34-negative Zellfraktion.

5. Sammeln der CD34-positiven Zellfraktion

Sé&ule vom Seperator nehmen und auf ein neues 15ml-Falcon setzen

1ml MACS-Puffer auf die Saule geben, sofort mit dem Kolben durch die Saule
driicken

Kolben wieder herausziehen, erneut 1ml MACS-Puffer zugeben und durchdriicken
(Vorgang 4-5 Mal wiederholen). Die durchgedriickte Zellsuspension bildet die
CD34-positive Zellenfraktion und reprasentiert hAmatopoetische Progenitorzellen.

AnschlieBend wurde die Zellzahl der CD34-positiven Progenitorzellen mit Hilfe der Neubauer-

Zahlkammer bestimmt. Ab einer Zellzahl von 5 x 10° Zellen konnten die Zellen fiir die

anschlieBende Progenitor-Sortierung vorbereitet werden.
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2.8. Durchflusszytometrie (Flowzytometrie)

2.8.1. Prinzip der Durchflusszytometrie
Hinter dem Prinzip der Durchflusszytometrie (Flowzytometrie) verbirgt sich das Messen von

Fluoreszenz verschiedener zellularer Bestandteile. Wéhrend eine Zellsuspension an einem
gebindelten Laserstrahl vorbei geleitet wird, werden durch den Laser Fluoreszenzsignale
ausgel6st. Diese Fluoreszenzsignale kénnen durch verschiedene Zellbestandteile erzeugt
werden oder von zugegebenen fluoreszierenden Markern ausgehen und werden von
spezifischen Fotodetektoren erkannt. Auf diese Weise werden zelluldre Parameter in
Fluoreszenz ausgedriickt. Die Fotodetektoren wandeln das emittierte Fluoreszenzlicht in
elektrische Signale um.

Einer der Detektoren registriert das Laserlicht, das durch die Zelloberflache seitlich abgelenkt
wird, das Seitwartsstreulicht (side scatter = SSC). Je rauer, starker granuliert oder irregularer
geformt eine Zelle ist, desto starker wird das einfallende Licht ablenkt. Der SSC macht eine
Aussage Uber die Granularitat der Zellen. Granulozyten generieren durch ihre unterschiedlich
geformten Zellkerne ein starkeres SSC-Signal als Lymphozyten, Erythrozyten oder
Progenitorzellen (siehe Abb.15). Fast in Linie des urspriinglichen Laserstrahls liegt ein Detektor
fir das Vorwartsstreulicht (forward scatter = FSC). Die Starke des FSC-Signals ist
hauptsachlich vom Volumen der Zellen abhangig und gibt daher eine Auskunft Gber die
ZellgroBe (51;143).
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Abbildung 15: Messung SSC gegen FSC. Hamatopoetische Progenitor- und reife Blutzellen.
Die Daten wurden aus CD34-vorsortierten Knochenmarkzellen akquiriert. Der linke Dotplot (Sample Progenitorzellen)
zeigt eine CD34+ Zellfraktion, der rechte Dotplot (Sample Reife Blutzellen) eine CD34- Population. Die Granulozyten
liefern auf Grund hoherer Kerngranularitit ein stidrkeres SSC-Signal als Progenitorzellen, Lymphozyten oder
Monozyten. Eigene Abbildungen, Prinzip nach (143).

Wahrend SSC und FSC das vom Laser ausgehende Licht registrieren, kénnen auch Detektoren
eingesetzt werden, die von fluoreszierenden Farbstoffen emittierte Fluoreszenz registrieren. Mit
Hilfe fluoreszierender spezifischer Antikdrper kénnen Antigene auf der Zelloberflache markiert

und in Fluoreszenzintensitat ausgedrickt werden. Der Fluoreszenzfarbstoff leuchtet auf, wenn
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dieser vom Laserstrahl des Durchflusszytometers getroffen wird, das Aufleuchten wird von den
Fotodetektoren erkannt.

Diese  Fotodetektoren erfassen jeweils das Fluoreszenzlicht eines definierten
Emissionsspektrums (Wellenlangenbereich). Den einzelnen Spekiren sind Fluoreszenz-
Detektionskanéle zugeordnet. Auf Grund der Spezifitdt der einzelnen Fotodetektoren fiir einen
bestimmten  Wellenlangenbereich  kénnen in  unterschiedlichen Fluoreszenzkanalen
verschiedene Parameter gleichzeitig gemessen werden. Beispielsweise ist Fluorescein
isothiocyanate (FITC) ein Fluoreszenzfarbstoff mit maximaler Emission bei 519nm. Das
Emissionsmaximum von Phycoerythrin (PE) liegt mit 578nm Uber dem von FITC, so dass diese
beiden Fluorochrome von unterschiedlichen Photodetektoren erkannt und in den zugehdérigen
Kanélen FL-1 fur FITC und FL-2 fur PE gleichzeitig gemessen werden kénnen (50)

2.8.2. Gating-Prinzip

Ein Gate beschreibt einen Bereich, in den Zellen nach definierten Fluoreszenzkriterien
eingeschlossen werden. Dadurch ist die Analyse in bestimmten Subpopulationen mdglich. Die
verwendeten Fluorochrome kdnnen in einzelnen Dotplots gegeneinander gemessen werden
und Zellen nach ihren Antigeneigenschaften in Gates gefasst werden. Die aquirierten Daten der
durch Gating selektierten Zellen kénnen nach weiteren Fluoreszenzeigenschaften untersucht
werden. Durch Kombination verschiedener Gates kann eine Zellsuspension multifaktoriell
untersucht werden (48).

2.8.3. Zellzyklus-Analyse
2.8.3.1. Zellzyklus und DNA-Gehalt

Fir die Zellzyklus-Analyse wird der DNA-Gehalt der Zelle durchflusszytometrisch bestimmt.
Anhand des DNA-Gehalts kann darauf geschlossen werden, in welcher Phase des Zellzyklus
sich die Zelle befindet. Zellen in der G1-Phase sind in der Vorbereitung flir die Synthese-Phase
(S). In der S-Phase findet die DNA-Replikation statt, der DNA-Gehalt der Zellen nimmt im Laufe
der fortschreitenden Synthese zu. In der G2-Phase ist diese DNA-Replikation abgeschlossen.
Die G2-Phase-Zellen weisen einen doppelten DNA-Gehalt auf und stehen kurz vor Eintritt in die
Mitose (M-Phase). In der M-Phase findet die Chromosomenkondensation und Vorbereitung der
mitotischen Teilung in zwei Tochterzellen statt (49;154) (siehe Abb.16, Teil 1).

Fir die durchflusszytometrische DNA-Analyse wurde das Fluorochrom Propidiumiodid (PI)
verwendet. Propidiumiodid wirkt als Nucleinsaureinterkalator in Ethanol-fixierten Zellen und
liefert Fluoreszenzsignale im Wellenldngenbereich von 600nm. Da Pl sowohl mit DNA als auch
RNA interagiert wurde zum Ausschluss von RNA bedingten Signalen ein RNAse Enzym flir den
RNA-Verdau zugegeben. Die im Durchflusszytometer registrierte Pl-Fluoreszenzintensitét ist
proportional zum DNA-Gehalt der Zelle, die histographische Auswertung liefert eine Zellzyklus-
Moment-Aufnahme der vorliegenden Zellsuspension (49) (siehe Abb.16, Teil 2).
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Teil 1:

Zellzyklus und DNA-Gehalt:

Zellen in Gl-Phase (weile Kreise) besitzen einen
einfachen, Zellen in G2/M-Phase (schwarze Kreise)
doppelten Chromosomensatz. Wéhrend der S-Phase
(graue Kreise) nimmt der DNA-Gehalt mit
fortlaufender Synthese kontinuierlich zu.

Teil 2:

Schema der flowzytometrischen Messung.

Der DNA-Gehalt wird mit Hilfe eines interkalierenden
Farbstoffs (Propidiumiodid, PI) in Fluoreszenz-
intensitdt gemessen und als Histogramm dargestellt.
Weille Kreise = Zellen mit einfachem DNA-Gehalt
der GIl-Phase; Schwarze Kreise = Zellen mit
doppeltem DNA-Gehalt der G2/M-Phase. Dazwischen
(grau) Zellen der S-Phase.

Number of cells

Q000000
e L

OO0

DNA content

Abbildung 16: Schematisch Darstellung der flowcytometrischen Zellzyklusanalyse, nach Gray aus (49).

2.8.3.2. Zellzyklus-Messung mit PI am LSR-II

Laborprotokoll: Zellzyklusanalyse, nach (23;36)

1. Ethanol-Fixierung der Zellen (70% Ethanol):

- Zellesuspension (ideal 10° Zellen) zentrifugieren (300 rpm, 5 Min.)

- Zellpellet in 500ul PBS resuspendieren

- 1ml eiskaltes Ethanol zugeben (70%)

- Ethanol-Zell-Gemisch Uiber Nacht bei -20°C inkubieren

2. Farbung mit Propidiumiodid (PI):

- Waschvorgang: zu in Ethanol fixierten Zellen 2ml PBS zugeben und zentrifugieren (300

rpm, 10 Min.)

- Uberstand abkippen, Zellpellet in 500ul PBS resuspendieren
- Zugeben von 10ul Propidiumjodid (Konzentration 200ug/ml)

- Zugeben von 20ul RNAse (Konzentration 10mg/ml)

- fdr 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren

- Zellen bis zur Messung bei 4°C lagern
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Far die Messung am LSR-II wurden die Daten in drei Stufen akquiriert. In einem ersten Dotplot
wurde im FSC-SSC ein Live-Gate gesetzt um apoptotische Zellen aus der Messung mdglichst
auszuschlieBen. Bei der Fixierung kénnen Dubletten entstehen. Um diese Dubletten aus der
Analyse ausschlieBen zu kdnnen, wird in einem zweiten Schritt die im PE-Kanal gemessene
Propidiumiodid-Fluoreszenz PE-A (A=Area, Oberflaiche) gegen PE-W (W=Width, Breite)
dargestellt. In der eigentlichen histographischen Zellzyklus-Analyse wird die Pl-Fluoreszenz
(PE-A) gegen die Zellzahl aufgetragen, siehe Abbildung 17.

% Eet’:‘; . File analyzed: CL 270607_U937 4h
= D?ng? Date analyzed: 27-Jun-2007
B Dip G2 Model: 1DAONn_DSD

[N Dips Analysis type: Manual analysis

Diploid: 100.00 %
Dip G1: 45.25 % at 60.55
Dip G2: 8.56 % at 121.09
Dip S:46.19 % G2/G1: 2.00
%CV: 4.53

Total S-Phase: 46.19 %
Total B.A.D.: 0.03 %

Number

? 7?0 1400 2100 2800
c;||11||||l||||11||||

Debris: 0.05 %

Aggregates: 0.15 %

Modeled events: 43691

All cycle events: 43604

Cycle events per channel: 708
RCS: 7.895

120

80
Channels (PE-A)

Abbildung 17: Histogramm der Zellzyklusanalyse zur Darstellung der Zellzyklusphasen
Die Statistik zeigt prozentual die Verteilung der Zellen iiber die einzelnen Phasen des Zellzyklus
(ModFit LT™), Der erste Peak beschreibt den Anteil der Zellen in der G1-Phase, der zweite Peak die
G2-Phase-Zellen. Die dazwischen liegende schraffierte Fldche markiert den S-Phase-Anteil.

2.8.4. Durchflusszytometrische GFP-Messung

Die durchfusszytometrische GFP-Messung diente der quantitativen Effizienzkontrolle der
siRNA-Versuche (24 Stunden nach der Transfektion). Fir die Auswertung am
Durchflusszytometer wurde die GFP-transfizierte Probe einmal mit PBS gewaschen und vor der
Messung in 2ml PBS aufgenommen. Die GFP-Fluoreszenz wird im FITC-Kanal gemessen. Die
statistische Auswertung liefert den prozentualen Anteil der transfizierten Zellen, siehe Abbildung
18. Als Negativ-Kontrolle wurden untransfizierte K562-Zellen gemessen (4;13).
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Abbildung 18:
Transfektionskontrolle 24
Stunden nach siRNA-
Transfektion:
Durchflusszytometrische
GFP-Messung am LSRII-
Durchflusszytometer.

Die GFP-Fluoreszenz wird
im FITC-Kanal registriert.

GFP-Transf. Tube_001:
Im ersten Dotplot (FSC-
SSC) werden die lebenden
Zellen im Gate P1
zusammengefasst. Im
zweiten Doplot wird die
FITC (GFP)-Fluoreszenz
gemessen. Der Bereich P2
(griin) beschreibt die Zellen,
bei denen eine GFP-
Fluoreszenz registriert wird.
Das Gate P3 (blau) fasst die
GFP-negativen Zellen.

Das Histogramm zeigt den
Anteil der GFP-positiv
gemessenen Zellen (griin).

Neg-Kontrolle Tube_001:
Eine untransfizierte Probe
zeigt im Bereich P2 sowie
im Histogramm keine GFP-
Fluoreszenz.

Die statistische Auswertung
(s.u.) liefert eine Aussage
iiber die Transfektions-
effizienz. In diesem Beispiel
wurden 77,5% der als
lebend detektierten Zellen
GFP-positiv registriert.

GFP-Transf. Tube_ 001 Neg.Kontrolle Tube_001
Population #Events WParent %Total Population #Events %Parent %Total
M A1 Events 10.000 100.0 W A Events 10.000 100,0
P1 5.808 85,1 68,1 P §.040 804 804
L= P2 5278 776 528 —@r2 23 03 02
F3 1.543 227 15,4 Wr: 8.021 o0 8 802
Experiment Mame: Translection K562 Experiment Name: Transfection K562
Specimen Mame:  GFP Transf Specimen Name:  neg Kontrolle
Tube Name: Tube_001 Tube Name: Tube_001
Record Date; 21.11.2007 11:18:58 Record Date: 21.11.2007 11:20:52
S0P Link $0P: Link
GuID: d28dad1b-Se80-426a-b130-348b1058e002 GUID: 46ed1e8e-5621-452f-hddf-3e5¢2a0b4 115
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2.9. Fluoreszenzaktivierte Zellsortierung

2.9.1. Zellsortierung anhand Antigenexpression
Die Zellsortierung fir diese Arbeit wurde in Zusammenarbeit mit dem Flow Cytometry Team der

Arbeitsgruppe (C.Brendel, M.Dohse, T.Volkmann) durchgefuhrt.

Die Fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (,Sorting“) ermdglicht es, Zellen anhand akquirierter
Fluoreszenzsignale nach festgelegten Fluoreszenz-Parametern sortieren und sammeln zu
kénnen (51). Eine CD34-positive Zellfraktion umfasst samtliche Progenitorzellen der
myeloischen und lymphatischen Reihe. Anhand ihrer Antigenexpression kénnen die CD34-
positiven Progenitorzellen weiter in die Subpopulationen der HSCs, CMPs und GMPs sortiert
werden, zur Hamatopoese siehe 1.3. Hdmatopoetische Progenitorzellen. Fiir die Sortierung
wurde ein CD34-Antikérper verwendet, der ein anderes Epitop des CD34-Antigens erkennt als
in der vorangegangenen magnetischen Separation, s.0. (12;94).

Fur die Lineage-Kombination wurden folgende acht Antigene gewéhlt, nach (11;22;90):

CD2: T-Zellen; CD3: T-Zellen; CD4: T-Zellen, Monozyten/Makrophagen; CD14:
Monozyten/Makrophagen, Granulozyten; CD15: Granulozyten; CD19: Reife B-Zellen;
Glyophorin A: Erythrozyten; CD56: NK-Zellen (59;88). Fir die Populationen der HSCs, CMPs
und GMPs wurde entsprechend der Antigenexpression folgende Sortierstrategie festgelegt,
siehe Tabelle 10 (22;90).

Population Oberflachenantigene

HSCs CD34+, lin-, CD38-

CMPs CD34+, lin-, CD38+, CD123+ CDA45-
GMPs CD34+, lin-, CD38+, CD123+ CD45+

Tabelle 10: Sortierstrategie nach Expressionsmuster der
Oberflichenantigene hiimatopoetischer Vorliduferzellen
(22;90)d}d}d}d}2)

Im Rahmen der Progenitor-Sortierung dieser Arbeit wurden antikérpergebunden finf
verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe verwendet: FITC, PE, APC, PE-Cy7, PerCP-Cy5.5, siehe
Tabelle 11. Die Fluoreszenzfarbstoffe sind an Maus-IgG-Antikdrper gekoppelt, die gegen
humane Oberflachenantigene gerichtet sind. Durch diese fluoreszierenden Maus-Antikdrper, die
spezifisch an die verschiedenen Oberflachenantigene der Progenitorzellen binden, kénnen

diese flowzytometrisch detektiert und anschlieBend sortiert werden (51).
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Ziel-Antigene Konjugierte Fluoreszenzfarbstoffe

mit Emissionsmaxima
PE-Cy7

CD34 Phycoerythrin und 785nm
Cyanine dye
PerCP-Cy5.5

CD38 Peridinin chlorophyll 695nm
Protein mit Cyanine dye
APC

CD45RA Allophycocyanin 660nm
PE

CD123 Phycoerythrin 578nm

IC_I;';CDS CD4,CD14 FITC S19nm

CD1,5,CD,19,CIE)56, G’Iyophorin A Fluorescein isothiocyanate

Tabelle 11: Fluoreszenzgekoppelte Maus-IgG-Antikorper gegen humane
Oberflichenantigene (10)d}d}d}d}5).

2.9.2. Antigen-Markierung mit fluoreszenzgekoppelten Antikorpern
Far die Zellsortierung wurde die CD34-positive Zellpopulation mit fluoreszenzgekoppelten

Antikdrpern markiert, nach (14).

Laborprotokoll:

Ausgangsmaterial: Zellsuspension CD34-positiver Zellen

CD34-positive Zellfraktion (in PBS) zentrifugieren (300 rpm, 5 Min.)
Uberstand abkippen und Zellpellet in 5ml PBS resuspendieren, in FACS-Réhrchen
dberflhren und erneut zentrifugieren (300 rpm, 5 Min.)
Uberstand abkippen, jedoch nicht abpipettieren: zuriickbleibenden Uberstand
(~100ul PBS) im FACS-Réhrchen belassen. Antikérper zugeben und das Zellpellet
mit den Antikdrpern in belassenem PBS-Uberstand resuspendieren
Antikérper: 2ul CD34 PE-Cy7

2ul CD38 PerCP-Cy5.5

2ul lin-FITC

2ul CD45RA-APC

2ul CD123-PE
Nach der Antikdrper-Zugabe die Zellsuspension gut vortexen, auf Eis stellen und fiir
15-30 Minuten im Dunklen inkubieren
Nach der Inkubationszeit zu der markierten Zellsuspension 2ml PBS zugeben und
zentrifugieren (300 rpm, 5 Min.). Nicht-gebundene Antikérper werden bei diesem
Vorgang weggewaschen.
Uberstand abkippen und sauber abpipettieren, Pellet in 300ul PBS resuspendieren
Die antikdrpergebundenen Zellen (300ul) fir den Sortiervorgang durch einen
Zellfilter in 1,5m| ReaktionsgefaBe Uberfuhren. Aus diesen 1,5ml ReaktionsgefaBBen
werden die Zellen durch das MoFlo-Zellsortiergerat heraussortiert.
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2.9.3. Sortierstrategie

Sortiert wird anhand der gesetzten Gates. Alle Zellen, die innerhalb eines Gates liegen werden
gesammelt, alle Zellen auBerhalb des Gates werden nicht weiter beachtet. Werden
verschiedene Gates hintereinander geschaltet, kénnen Subpopulationen unterschiedlicher
Charakteristika sortiert werden (51). Nach Manz (90) wurde fiir die Progenitorsortierung ein
mehrstufiges Gating-Schema festgelegt, nach dem die als CD34-positiv vorselektierten Zellen
sortiert wurden.

Die myeloischen Subpopulationen der HSCs, CMPs und GMPs liegen im Dotplot FSC (forward
scatter) gegen SSC (side scatter) alle im Bereich der Progenitorzellen. Fir diesen Bereich
wurde das Gate R1 definiert (siehe Abb. 19).

Entsprechend ihres Antigenprofils wurden fir die Sortierung der hamatopoetischen
Vorlauferzellen mehrere Gates hintereinander geschaltet (siehe Tabelle 12, Abb.19) (90). Die

einzelnen Zellpopulationen wurden in 200ul MACS-Puffer in 0,5ml RektionsgefaBen sortiert. —

. Antigen- Definierte
callgen e eigenschaften | Gates
Progenitorgate R1
HSC lin— R2 Tabelle 12:
CD38- _C D34+ R3 Zellpopulationen
Progenitorgate R1 hiimatopoetischer
lin— R2 Vorliuferzellen.
C M P CD38+ CD34+ R4 Die charakteristischen
Antigeneigenschaften sind
gtl‘?);i:] %?5524' 2? durch definierte Gates
I reprisentiert
lin— R2
GMP CD38+ CD34+ R4
CD45+ CD123+ R5
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A Abbildung 19: Sortierstrategie fiir hiimatopoetische Progenitorzellen:

Dotplot A: CD34+Zellen im SSC-FSC: Der mit R1 beschriebene Bereich umfasst
hidmatopoetische Progenitorzellen. Auf Grund geringer Kerngranularitit liefern
Progenitorzellen ein geringes SSC-Signal. Zellen innerhalb des R1-Gates wurden in die
weiterfilhrende Analyse einbezogen und anhand ihrer Antigenexpression in HSCs, CMPs
und GMPs sortiert.

Dotplot B-D: Sortieren in HSCs, CMPs und GMPs: Die Gates fiir das Sortieren der
Progenitorzellen aus R1 (Dotplot A) in die himatopoetische Subpolulationen (HSC, CMP,
GMP) wurden nach dem unterschiedlichen Anigenexpressions-Profil der Populationen
definiert. HSC: lin- (R2), CD38- CD34+ (R3); CMP: lin- (R2), CD38+ CD34+ (R4),
CD45RA- CD123+ (R6); GMP: lin- (R2), CD38+ CD34+ (R4), CD45RA+ CD123+ (RS).
Die mit R7 gegatete Zellpopulation bildet die MEPs (Megacaryozyte/Erythrozyte
Progenitors), sie waren jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht von Interesse.
Zusammengestellte Grafik aus eigenen Daten, Gating-Prinzip nach (90).
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relative HBP1-Expression

3. Ergebnisse

3.1. HBP1-Screening in verschiedenen Zelllinien

Screening #1-A: HBP1-Expression in verschiedenen Zelllinien
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Abbildung 20: Grafische Darstellung der relativen HBP1-Expression in verschiedenen Zelllinien (Screening #1-A).

Die relative HBP1-Expression wurde aus den ermittelten PCR-Werten berechnet (jeweils Dreifach-Bestimmungen), siehe auch Rohdaten Anhang 1. Fiir die Kalibrator-Probe (NB4, AML)
wurde rel. HBP1 = 1 gesetzt (schraffierte Sdule). Neben NB4 sind die weiteren AML-Zelllinien als schwarze Séulen dargestellt. HBP1 ist in verschiedenen Zelllinien unterschiedlich exprimiert,
jedoch wurde auf eine Subgruppen-Analyse oder zytogenetische Korrelation verzichtet, da sich die quantitative PCR fiir eine Analyse der HBP1-Expression in den verschiedenen Zelllinien als
nicht geeignete Methode erwiesen hat (4.1. HBPI in verschiedenen Zelllinien).



relative HBP1-Expression

In unterschiedlichen AML-, CML- und Lymphom-Zelllinien wurde die HBP1-Expression durch
quantitative PCR bestimmt (Abb. 20, Rohdaten siehe Anhang 1). Ziel der Versuche war es, eine
unterschiedliche HBP1-Expression mit molekularen oder zytogenetischen Aberrationen
korrelieren zu kénnen. Fir die Berechnung der relativen HBP1-Expression wurden Cr-Werte
ausgeschlossen, die in der Dreifachbestimmung >1 Ci-Wert von den beiden anderen
Messwerten abwichen (zur Berechnung siehe 2.5.3. Relative Quantifizierung). Die CML-Linien
(K562 und Lama) zeigten im Vergleich zu AML- oder Lymphomlinien eine sehr hohe HBP1-
Expression. Die Lymphomlinien (Jurkat, SSK41, SU-DHL4, Karpas, U937) zeigten tendentiell
eine geringere HBP1-Expression als die Zelllinien myeloischer Herkunft. Die HBP1-Level der
AML-Proben (NB4, HL60, KG1a, ME-1, MV4-11, Kasumi, Oci-AML3) variierten (kritische
Diskussion der Ergebnisse siehe 4.1. HBP1 in verschiedenen Zelllinien).

Da Werte und Verhaltnisse der relativen HBP1-Expression nicht bestéatigt werden konnte, wurde
auf eine weitere Analyse sowie Korrelation der HBP1-Werte mit bestimmten Karyotypen
verzichtet. Die Aussagekraft der PCR-Daten wurde vor allem dadurch in Frage gestellt, dass
selbst innerhalb einer Zelllinie starke Schwankungen auffielen (vergleiche NB4#1 und NB4#2,
U937#1 und U937#2 im Screening #1-B in Abbildung 21.). Fir das Screening #1-B wurde
jeweils eine andere cDNA verwendet als im Screening #1-A, fir die Ansatze #1 und #2 der
Zelllinien NB4 bzw. U937 wurden Proben aus jeweils zwei verschiedenen Kulturansatzen
verwendet (4.1. HBP1 in verschiedenen Zelllinien).

Auf Grund dieser Ergebnisse wurde die Hypothese aufgestellt, die HBP1-Expression kénnte mit
bestimmten  Zellzyklus-Phasen korrelieren und die relative HBP1-Expression in

Zellkulturexperimenten je nach dem Entnahmezeitpunkt der RNA variieren.

Screening #1-B

HBP1 in verschiedenen Zelllinien
2,00 - 1,89

1,58

1,00

0,64
0,49 042 046

0,35

I I I I 0o

o [ [

NB4 #1 NB4 #2 KGta K562 Kasumi MV4-1 OCFAML  SSK41 Karpas U937#1 U937 #2

Abbildung 21: Screening #1-B: HBP1 in verschiedenen Zelllinien.

Grafische Darstellung der relativen HBP1-Expresssion. Die HBP1-Expression wurde aus den ermittelten PCR-Daten
berechnet (jeweils Dreifach-Bestimmungen). Fiir die Kalibrator-Probe (NB4, AML) wurde rel. HBP1 = 1 gesetzt
(schraffierte Sdule). Die neben der NB4-Kalibrator-Probe analysierten AML-Zelllinien wurden als schwarze Séulen
dargestellt. Fiir die einzelnen Zelllinien ergaben sich jeweils andere Werte und Verhiltnisse der HBP1-Expression als
im Screening #1-A. Auffallend sind v.a. die Schwankungen innerhalb einer Zellinie (NB4, U937)
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3.2. HBP1 und Zellzyklus
3.2.1. HBP1-Expression in U937-Zellen nach Serumentzug

Das Zellzyklus-Experiment wurde von uns vor dem Hintergrund der Ergebnisse aus dem
Zelllinien-Screening etabliert. Es sollte in diesem Versuchsmodell die Hypothese geprift werden
ob die HBP1-Expression mit bestimmten Zellzyklus-Phasen korreliert (sieche auch 2.1.3.
Versuchs-Etablierung zur Analyse der Zellzykluskorrelation, 4.2. HBP1 und Zellzyklus).
Nachdem die U937-Zellen (iber einen definierten Zeitraum in FCS-freiem Medium gehalten
wurden (serumfreies Intervall = Serumentzug), wurde den Zellen zur Stunde 0 FCS zugegeben
und die HBP1-Expression in bestimmten Intervallabstdénden bestimmt. Das Experiment lieferte
eindriickliche Ergebnisse, die sich in den verschiedenen Versuchsansatzen bestatigen lieBen.

HBP1-Expresssion in U937-Zellen nach Serumentzug
Zugabe von FCS-haltigem Medium zur Stunde 0

FGS
\%

3 - B #A-1 48h Serumentzug
[ #B-1 72h Serumentzug
Validierung:
#B-2 72h Serumentzug
2

relative HBP 1-Expression

Serumentzug ‘ J
. -at N
4h 8h

-2 -1 Stunde 0 12h 24h 48h
+FCS

B #A-1 Serumentzug 48h 2,38 0,22 0,10 0,07 0,06 0,05

[ #B-1 Serumentzug 72h 2,83 0,47 0,33 0,16 0,26 0,65

#B-2 Serumentzug 72h 1,28 0,21 0,30 0,19 0,45 1,26

Abbildung 22: HBP1-Expression in U937-Zellen nach Serumentzug drei verschiedener Ansizte.
Die Zellen wurden iiber einen definierten Zeiraum in FCS-freiem Medium gehalten (serumfreies Intervall =
Serumentzug). Nach Ablauf des serumfreien Intervalls wurde zur Stunde O FCS zugegeben und gleichzeitig die
HBP1-Expression mit quantitativer PCR ermittelt (qQPCR-Rohdaten siehe Anhang 2) Zu den nachfolgend
aufgefiihrten Zeitpunkten (4h, 8h, 12h, 24h, 48h nach Serumzugabe) wurde jeweils die HBP1-Expression
bestimmt. Alle drei Ansitze zeigten einen deutlichen Expressionsabfall nach Serumzugabe.
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Alle drei Versuchansétze zeigten im Vergleich zur Kalibrator-Probe eine HBP1-Uberexpression
nach Ablauf des serumfreien Intervalls (48 bzw. 72 Stunden). Die Probe fir den Wert zur
Stunde 0 wurde entnommen kurz bevor FCS zugegeben wurde. Mit FCS-Zugabe wurde in allen
drei Anséatzen eine starke Abnahme der HBP1-Expression festgestellt. Nach vier Stunden war
die relative HBP1-Expression auf 9,24% des 0-Stunden-Wertes im Ansatz #A-1, 16,61% im
Ansatz #B-1 und 16,41% im Ansatz #B-2 abgefallen (siehe Abbildung 22, Rohdaten Anhang 2).
In den Messreihen der beiden Ansédtze #B-1 und B#-2 ist zu erkennen, dass die HBP1-
Expression nach Erreichen der minimalen Werte wieder anstieg und im Ansatz #B-2 fast wieder
die Hohe des 0-Stunden-Wertes erreichte.

3.2.2. Zellzyklus-Korrelation

Durchflusszytometrisch wurde der Anteil der Zellen bestimmt (Verteilungsraten in Prozent), der
sich zum Zeitpunkt der Probenentnahme in der G1-, S- und G2-Phase des Zellzyklus befand.
Es wurde untersucht ob sich die Anderung der HBP1-Expression mit einem bestimmten
Zellzyklus-Verhalten assoziieren lasst. Die Prozentwerte wurden mit ModFit LT™ aus den am
LSRII-Durchflusszytometer aquirierten Daten ermittelt. Abbildung 23 zeigt die Histogramme der
Zellzyklus-Analyse des Versuchsansatzes #A-1.

Um die Proliferationsphasen mit den Zellzyklus-inaktiven Phasen vergleichen zu kénnen, wurde
ein G2-S-Phase-Index aus den ermittelten Daten errechnet und mit dem G1-Phase-Anteil
verglichen. Da in der Messung nicht zwischen GO und G1 Phase differenziert wurde, umfasst
der G1-Anteil sowohl die in GO- als auch in G1-Phase befindlichen Zellen (siehe Tabelle 13,
Abbildung 24.

Im Gegensatz zur eindeutigen Entwicklung der HBP1-Expression, sind die ermittelten
Zellzyklus-Daten weniger eindriicklich. Die Phasenverteilung der U937-Zellen zeigte fir die
gemessenen Zellphasen einen biphasischen Verlauf, wobei sich der G0/G1-Anteil jeweils
gegenldufig zum G2/S-Anteil verhielt. Nach Serumzugabe stieg der G2/S-Anteil zunachst an,
fiel danach jedoch wieder ab um nach Erreichen eines minimalen G2/S-Anteils von 41,01% zur
Stunde 24 wieder in Richtung des Ausgangswertes anzusteigen. Der G0/G1-Anteil verhielt sich
reziprok. Nach Serumzugabe fiel der Prozentsatz zunachst ab und stieg bis zum Erreichen des
Maximalwertes von 58,99% zur Stunde 24 an und fiel danach erneut ab. Diese Beobachtungen
legten die Vermutung nahe, dass das Serumentzugsintervall zu kurz und damit der Anteil der
sich in GO/G1-Phase befindlichen Zellen zu gering war um ein eindeutiges Zellzyklus-Verhalten
analysieren zu kénnen.

Mit dem Ziel den Anteil der nach Serumentzug in G1-Phase befindlichen Zellen zu erhéhen und
aussagekraftigere Zellzyklus-Daten zu erhalten, wurde das Serumentzugsintervall fir die
Anséatze #B-1 und #B-2 von 48 auf 72 Stunden erhéht. Der Prozentsatz der G1-Phase-Zellen
war nach 72-Stunden Serumentzug deutlich erhéht (72,18% zur Stunde 0 im Ansatz #B-1, siehe
Anhang 3 und Anhang 4), jedoch konnte auch in diesen Versuchreihen das Zellzyklus-

Verhalten der U937-Zellen nicht mit der Entwicklung der HBP1-Expression korreliert werden.
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Analysis type: Manual analysis

Diploid: 100.00 %
Dip G1: 45.25 % at 60.55
Dip G2: 8.56 % at 121.09
Dip S:46.19 % G2/G1:2.00
%CV: 4.53

Total S-Phase: 46.19 %
Total B.A.D.: 0.03 %
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File analyzed: CL 270607_U937 48h

Date analyzed: 27-Jun-2007
Model: 1DAOn_DSD
Analysis type: Manual analysis

Diploid: 100.00 %
Dip G1: 52.02 % at 106.99
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Abbildung 23: Zellzyklus-Analyse (ModFit LT™-Auswertung). Die Zellzyklusphasen wurde zur Stunde 0, sowie
4, 8, 12, 24 und 48 Stunden nach Serumzugabe gemessen. Zuvor wurden die U937-Zellen iiber 48 Stunden in
serumfreiem Medium gehalten (Ansatz A#-1).

In jedem Histogramm beschreibt der erste Peak den Anteil der in der G1-Phase befindlichen Zellen (registriert zw. 60
und 110 PE-A-Aktivitit). Der zweite Peak (registriert zw. 120 und 215 PE-A-Aktivitit) beschreibt den Anteil der in
G2-Phase befindlichen Zellen. Die dazwischen liegende schraffierte Flache zeigt den S-Phase-Anteil. Fiir die spitere
Auswerung wurden die Proliferationsphasen S und G2 als ,,G2-S-Index“ zusammengefasst und dem Anteil der
Zellzyklus-inaktiven G1-Phase gegeniibergestellt.
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Korrelation Zellzyklus & HBP1-Expression
Ansatz #A-1: 48h Serumentzug

Siugggo Stunde 4 Stunde 8 Stunde 12 Stunde 24 Stunde 48
% % % % % %
G0/G1 49,62 | GO/G1 45,25 | GO/G1 4861 | GO/G1 50,78 | GO/G1 58,99 | GO/G1 52,02
G2/S 50,38 | G2/S 54,75 | G2/S 51,39 | G2/S 4922 | G2/S 41,01 | G2/S 47,98
HBP1: 2,38 HBP1: 0,22 HBP1: 0,1 HBP1: 0,07 HBP1: 0,06 HBP1: 0,05

Tabelle 13: Zellzyklus und HBP1-Expression, Ansatz #A-1. Fiir jeden Messzeitpunkt sind die Zahlen aufgelistet, die
in der ModFit LT™-Analyse fiir die prozentuale Verteilung der Zellen auf die einzelnen Zellphasen ermittelt
wurden. Die G2- und S-Phase wurden als G2-S-Index zusammengefasst (Proliferationsphasen). Da in der Messung
nicht zwischen GO und G1-Phase differenziert wurde, umfasst der gemessene G1-Anteil sowohl GO als auch G1. In
der letzten Zeile sind die Werte der relativen HBP1-Expression aufgefiihrt, die durch qPCR bestimmt wurden.

HBP1-Expression in U937-Zellen nach 48h Serumentzug
Zugabe von FCS-haltigem Medium zur Stunde 0

relative HBP1-Expression
”

Serumentzug
0 ‘ — — Zeit
-1 -2 Stunde 0 4 8 12 24 48 (Stunden)
+FCS
Zellzyklus-Phasen U937-Zellen nach 48h Serumentzug
Zugabe von FCS-haltigem Medium zur Stunde 0
80,0% -
60,0% - i :
40,0% -
20,0% - Serumentzug
0,0% ‘ ‘ _
-1 2 Stunde0 4 8 12 24 Zeit
+ FCS (Stunden)
—8— GO0 + G1-Phase —0—G2 + S-Phase
Abbildung 24: HBPI1-Expression (oberer Teil der Abbildung) und zugehorige Zellzyklusphasen

(unterer Teil der Abbildung) zur Stunde 0, sowie nach 4, 8, 12, 24 und 48 Stunden nach Serumzugabe. Die U937-
Zellen wurden 48 Stunden in FCS-freiem Medium gehalten (Ansatz #A-1), zur Stunde 0 wurde FCS-haltiges
Medium zugegeben. Die sehr eindeutige Entwicklung der HBP1-Expression konnte nicht mit den gemessenen
Zellzyklusphasen assoziiert werden.
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Proliferationsverhalten U937 nach 72 Stunden Serumentzug
Zugabe von FCS-haltigem Medium zur Stunde 0

15 i

’/o/‘b"/‘/

Zellen/ml *1076

Serumentzug
0 Zeit
i i Stunde 0 (Stunden)
2 1 + FCS 4 8 12 24 48
—o—#B-1 B - - 0,86 1,13 1,08 1,16 1,79
—eo—#B-2 _ 0,61 0,84 1,06 1,01 1,22 1,70

Abbildung 25: Proliferationsverhalten nach Serumentzug. Die dargestellten Zahlen sind jeweils
Mittelwerte einer Dreifachbestimmung. Nach 72 Stunden Serumentzug wurde zur Stunde 0, sowie 4, 8, 12,
24, 48 nach FCS-Zugabe die Zellzahl bestimmt. Beide Ansitze zeigen einen Proliferationsanstieg.

In den Anséatzen #B-1 und #B-2 wurde die Zellzahl jeweils in Dreifachbestimmung ermittelt. Fir
die grafische Darstellung (Abb.25) wurden jeweils Mittelwerte berechnet. In der Analyse des
Proliferationsverhaltens zeigte sich ein Wachstumsanstieg Uber den Beobachtungszeitraum von
48 Stunden nach Ablauf des Serumentzugsintervalls, doch auch das Proliferationsverhalten

kann nicht mit der Entwicklung der HBP1-Expression korreliert werden.

3.3. Funktionelle Effekte durch reduzierte HBP1-Expression

In drei Ansatzen wurde HBP1 in K562-Zellen durch siRNAs ausgeschaltet und die Effekte auf
die Expression der Zielgene des der Wnt-B-Catenin-Signalweges cMyc und Cyclin D1
beobachtet. In quantitativer PCR wurde zunachst die relative HBP1-Expression ermittelt und
dadurch die HBP1-Transfektions-Effizienz beurteilt. Im zweiten Schritt wurde die relative
Expression der beiden Gene (cMyc, Cyclin D1) ebenfalls mit quantitativer PCR bestimmt. In
allen drei Ansatzen zeigte sich ein vergleichbarer und effizienter Rickgang der HBP1-
Expression in der transfizierten Probe. Jedoch konnten in der Zielgenanalyse keine Ergebnisse
erzielt werden, die auf die HBP1-siRNA-Transfektion zurlickzufihren wéren. Weder fir die
cMyc-Expression noch fir Cyclin D1 konnte ein Expressionsverhalten gezeigt werden, das mit
der HBP1-Herunterregulation assoziiert werden kénnte (siehe Daten Anhang 5).

Auf die Darstellung der Ergebnisse wurde verzichtet, da sie keine eindeutige Interpretation
zulassen. In der Diksussion folgt eine methodische Fehlerdiskussion.
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3.4. HBP1 in hamatopoetischen Progenitorzellen

Im Zentrum dieser Arbeit stehen die Ergebnisse der Versuche mit humanen hamatopoetischen
Vorlauferzellen. Die Zellsortierung wurde in Zusammenarbeit mit dem Flow Cytometry Team der
Arbeitsgruppe (C.Brendel, M.Dohse, T.Volkmann) durchgefthrt. Abbildung 26 zeigt die mit
Durchflusszytometrie ermittelten Daten wahrend eines Sortiervorgangs (zur Sortierstrategie
siehe auch 2.9.3. Sortierstrategie). Je nach Population wurden in einem Versuch zwischen 4000
und 30000 Zellen gewonnen. In den durchflusszytometrisch sortierten Progenitorpopulationen
der HSCs (hematopoietic stem cells), CMPs (common myeloid progenitors) und GMPs
(granulocyte/macrophage progenitors) wurde die relative HBP1-Expression durch quantitative
PCR bestimmt (zur Berechnung siehe 2.5.3. Relative Quantifizierung).

Da mit einer sehr geringen cDNA-Menge gearbeitet werden musste, war in der quantitativen
PCR erst nach hoher Zyklenzahl mit einem exponentiellen Fluoreszenzanstieg zu rechnen.
Proben, die keine adaquate Dreifachbestimmung aufzeigten, wurden nicht in die Auswertung
einbezogen. In acht von zehn Fé&llen konnte ausreichend Zellmaterial sortiert werden.
Insgesamt wurde die HBP1-Expression in den Populationen der HSCs, CMPs und GMPs von

acht Patienten mit gesundem Knochenmark durch quantitative PCR untersucht..

In Abbildung 27 ist die ermittelte relative HBP1-Expression in den HSCs, CMPs und GMPs
graphisch dargestellt (Rohdaten siehe Anhang 6). Eine genaue Auswertung mit Statistik liefert
Abbildung 28. Die HSCs reprasentieren undifferenzierte Stammzellen, die sich in alle bekannten
Blutzelllinien entwickeln kénnen. Die aus den HSCs entstehenden CMPs markieren den Beginn
der myeloischen Hamatopoese (Myelopoese). Im Verlauf der Myelopoese sind die CMPs und
die sich aus ihnen entwickelnden GMPs zunehmend granulozytar differenzierte Zellen (siehe
auch 1.3.1. Stamm- und Vorlduferzellen der Himatopoese).

Die Stammzellpopulation der HSCs zeigte im Vergleich zu den weiter differenzierten
Progenitorpopulationen eine sehr hohe HBP1-Expression. Ausgehend von dieser hohen HBP1-
Expression in den HSCs fielen die Expressionslevel im Laufe der weiteren Differenzierung
deutlich ab. Differenzierungsgrad der hdmatopoetischen Progenitorzellen und HBP1-Expression
ergaben eine reziproke Korrelation. In der Population der CMPs war die HBP1-Expression
signifikant reduziert (p=0.017) und fiel in den GMPs weiter ab. Auf Grund dieser Daten ist von
einer spezifischen Expression des HBP1-Proteins in hamatopoetischen Stammzellen

auszugehen.
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Abbildung 26: Akquirierte Daten der Durchflusszytometrie fiir die sequenzielle Sortierung in die
hématopoetischen Populationen der HSCs, CMPs und GMPs. Fiir den Sortiervorgang wurden die Gates
(R1-R7) der einzelnen DotPlots (A-D) kombiniert.

Im Dotplot A wurde Forward-Scatter (FSC) gegen Side-Scatter (SSC) gemessen, R1 beschreibt den Bereich der
Progenitorzellen. Dotplot B (FL1 = lin-FITC gegen FSC) beschreibt mit R2 die Lin-negative Zellen. Im dritten
Fenster (Dotplot C) wurde FL3 = CD38-PerCP-Cy5.5 gegen FLS5 = CD34-PE-Cy7 gemessen und vierten Fenster
(Dotplot D) FL8 = CD45RA-APC gegen FL2 = CD123-PE messen. Fiir die Progenitorpopulationen wurden
folgende Gate-Kombinationen festgelegt: HSCs (R1, R2, R3), CMPs (R1, R2, R4, R6) und GMPs (R1, R2, R4,
RS5). R7 wurde nicht beriicksichtigt. Zur Sortierstrategie siehe auch 2.9.3. Sortierstrategie.

Im vorliegenden Beispiel (Sort 27.04.07 — Patient 2) wurden fiir die HSCs ~13000 Zellen, fiir die CMPs ~4000
Zellen und fiir die GMP ~ 14000 sortiert. In den Legenden ist die prozentuale Verteilung der Zellen auf die

einzelnen Gates angegeben.
In Zusammenarbeit mit C.Brendel, M.Dohse, T.Volkmann
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Abbildung 27: Relative HBP1-Expression in sortierten hiimatopoetischen Progenitorzellen.

Die Daten stammen aus sortierten Progenitorzellen acht verschiedener Patienten. Dargestellt ist fiir jeden Patienten die
HBP1-Expression in den HSCs, CMPs und GMPs. In sieben von acht Féllen wurde die hochste HBP1-Expression in der
Population der HSCs (hematopoietic stem cells) gemessen. In den CMPs und GMPs wurde eine deutlich reduzierte
HBP1-Expression registriert. Von den HSCs iiber die CMPs bis zu den GMPs zeigte sich in der HBP1-Expression eine
fallende Tendenz. Als Kalibrator (rel. HBP1 = 1) diente die Zelllinie NB4 (schraffierte Séule). Rohdaten im Anhang 6.
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Abbildung 28: Relative HBP1-Expression in hiimatopoetischen Progenitorzellen (n=8). Es zeigte sich
eine hohe HBP1-Expression in himatopoetischen Stammzellen (HSCs) sowie fallende Expressionslevel im
Laufe der myeloischen Differenzierung. Der Expressionsabfall von den HSCs zu den CMPs ist statistisch
signifikant (p=0.017). Von den CMPs zu den GMPs zeigte sich ebenfalls ein Expressionsabfall. NB4-cDNA
wurde als Kalibrator verwendet (rel. HBP1 = 1). Auswertung und Statistik mit GraphPad Prism Version 5,
San Diego California USA.

3.5. HBP1-Expression in AML-Erstdiagnosen
3.5.1. HBP1-Screening (qPCR)

Parallel zu den Zellkulturversuchen wurde die HBP1-Expression bei Patienten mit akuter
myeloischer Leuk&mie (AML) untersucht. Es wurden Knochenmarkzellen von 114 Patienten mit
AML-Erstdiagnose auf HBP1 mittels quantitativer PCR gescreent. AML-Subtyp und klinische
Daten waren nicht bekannt und nicht zugénglich. Als Ausgangsmaterial dienten cDNA-Proben
aus Knochenmark-Zellen von AML-Patienten der AG llimer der Medizinischen Klinik | des
Universitatsklinikums Carl Gustav Carus der Technischen Universitat Dresden. Von Herrn Dr.
llimer wurden AML-Proben a 5ul cDNA zur Verfligung gestellt. Fir den Readout wurden die
Proben 1:1 mit 5ul RNAse-freiem H,O verdiinnt. Die HBP1-Expression wurde mittels
quantitativer PCR bestimmt. In insgesamt sechs PCR-Laufen wurden alle AML-Proben
untersucht, die HBP1-Expression wurde jeweils durch Zweifach-Bestimmung ermittelt (zur

Berechnung siehe 2.5.3. Relative Quantifizierung).
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3.5.2. Korrelation mit klinischen Daten
Die Ergebnisse dieses Genscreenings wurden von der Studienzentrale der Deutschen

Studieninitiative Leukdmie (DSIL) des Dresdener Universitatsklinikums mit klinischen Daten
korreliert. 95 Patienten mit vollstindigem Datensatz wurden in die Analyse (Analysesoftware
SPSS Statistics 17.0) eingeschlossen. Fir die statistische Analyse wurde die mediane relative
HBP1-Expression bestimmt. Patienten mit einer relativen HBP1-Expression oberhalb des
Medians (high-HBP1, 44 Patienten, rel. HBP1>0,12) wurden mit Patienten verglichen, deren
HBP1-Expression unterhalb des Medians (low-HBP1, 51 Patienten, rel.HBP1< 0,12) lagen.

Die Analyse ergab keine signifikanten Ergebnisse. Das Outcome war fir die Patientengruppe
mit einer HBP1-Expression unterhalb des Medians schlechter, jedoch nicht von statistischer
Relevanz (siehe Abbildung 29, Kaplan-Meier-Statistik). Fir 46 Patienten lag ein aberranter
Karyotyp vor, jedoch auch die Korrelation mit Karyotypen lieB keinen statistisch signifikanten
Zusammenhang zwischen HBP1-Expression und Karyotyp erkennen, siehe Tabelle 14
(Originaldaten der Studienzentrale Dresden).
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Abbildung 29: Uberlebenskurven der auf HBP1 gescreenten AML-Patienten (Originaldaten der Studienzentrale
Dresden, Kaplan-Meier-Statistik). Gesamtiiberleben (oben) und rezidivfreies Uberleben (unten). Es wurden Patienten mit

niedriger HBP1-Expression (die rel. HBP1-Expression lag unterhalb der medianen HBP1-Expression =

low-HBP1)

verglichen mit Patienten mit einer hohen HBP1-Expression (die rel. HBP1-Expression lag oberhalb der medianen HBP1-
Expression = high-HBP1). Es konnte ein leichter Uberlebensvorteil fiir Patienten der high-HBP1-Gruppe (griine Kurve)
gegeniiber der Patientengruppe low-HBP1 (blaue Kurve), jedoch nicht von statistischer Relevanz.



Korrelation AML-Karyotyp und HBP1-Expression
- Originaldaten der Studienzentrale Dresden -

K HBP1-Expression
e low-HBP1 | high-HBP1 | Gesamt
Aberrations- 1821 Anzahl 4 3 7
fruppe Verteilung innerhalb
der Aberrationsgruppe 87.1% 42,9%
Anteil von allen Patienten -
mit aberrantem Karyotyp 14.8% 15.8%
inv16 Anzahl 12 7 19
Verteilung innerhalb
der Aberrationsgruppe 63,2% 36,8%
Anteil von allen Patienten
mit aberrantem Karyotyp 44.4% 36.8%
Dels Anzahl 3 ] 1
Verteilung innerhalb
der Aberrationsgruppe 75,0% 25,0%
Anteil von allen Patienten
mit aberrantem Karyotyp 11.1% 53%
Mo7 Anzahl 4 3 -
Verteilung innerhalb
der Aberrationsgruppe 57,1% 42.9%
Anteil von allen Patienten
mit aberrantem Karyotyp 14.8% 15,8%
Del7 Anzahl 2 2 1
Verteilung innerhalb . .
der Aberrationsgruppe 90.0% 50.0%
Anteil von allen Patienten
mit aberrantem Karyotyp 7.4% 10,5%
Moand Anzahl 2 0 2
Verteilung innerhalb
der Aberrationsgruppe 100,0% 0%
Anteil von allen Patienten
mit aberrantem Karyotyp 7.4% 0%
Invaq Anzahl 0 1 ]
Verteilung innerhalb
der Aberrationsgruppe 0% 100.0%
Anteil von allen Patienten 5
mit aberrantem Karyotyp 0% 5.3%
Trig Anzahl 3 1 i
Verteilung innerhalb
der Aberrationsgruppe 75.0% 25,0%
Anteil von allen Patienten
mit aberrantem Karyotyp 1.1% 5,3%
Tri11 Anzahl 0 1 ]
Verteilung innerhalb
der Aberrationsgruppe 0% 100,0%
Anteil von allen Patienten
mit aberrantem Karyotyp 0% 5,3%
Tri13 Anzahil 2 0 5
Verteilung innerhalb
der Aberrationsgruppe 100,0% 0%
Anteil von allen Patienten
mit aberrantem Karyotyp 7.4% 0%
Tri2q Anzahl 1 1 2
Verteilung innerhalb
der Aberrationsgruppe 50,0% 50,0%
Anteil von allen Patienten
mit aberrantem Karyotyp 3.7% 5,3%

Prozentsdtze und Gesamtwerte beruhen auf den Befragten.
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Fortsetzung: Korrelation AML—I(aryEr?p und Ei-IEEPl-Expression

- Originaldaten der Studienzenfrale Dresden -
HBP1-Expression
Karyotyp low-HBP1 | high-HBP1 | Gesamt
Aberrations-  Tri22 Anzahl ] 3 8
gruppe Verteilung innerhalb
der Aberrationsgruppe 62,5% 37.5%
Anteil von allen Patienten c
mit aberrantem Karyotyp 18,5% 15.8%
t911 Anzahl 0 1 1
Verteilung innerhalb
der Aberrationsgruppe 0% 100,0%
Anteil von allen Patienten z
mit aberrantem Karyotyp 0% 9,3%
komplex  Anzahl a 3 T
Verteilung innerhalb
der Aberrationsgruppe 72,7% 27,3%
Anteil von allen Patienten
mit aberrantem Karyotyp 23,6% 15.8%
MoY Anzahl 0 1 1
Verteilung innerhalb
der Aberrationsgruppe 0% 100,0%
Anteil von allen Patienten E
mit aberrantem Karyotyp 0% 5.3%
abni1ig Anzahl 1 2 3
Verteilung innerhalb
der Aberrationsgruppe 33.3% 66.7%
Anteil von allen Patienten
mit aberrantem Karyotyp 3.7% 10.5%
abnl12p Anzanl 3 0 3
Verteilung innerhalb
der Aberrationsgruppe 100,0% 0%
Anteil von allen Patienten
mit aberrantem Karyotyp 11,1% 0%
Gesamt Anzahl 27 19 45

Prozentsdtze und Gesamtwerie beruhen auf den Befragten.
a. Dichotomie-Gruppe tabellarisch dargestellt bel Wert 1.

Tabelle 14: Karyotypen der auf HBP1 gescreenten AML Patienten. Es ist kein statistisch signifikanter Trend zu
erkennen. Insgesamt war ein aberranter Karyotyp von 46 Patienten bekannt. In der Tabelle ist jeweils die genetische
Aberration angegeben, sowie die Anzahl der Patienten, deren Karyotyp die jeweilige Mutation aufwies. Innerhalb
einer Aberrations-Gruppe (z.B. t821) ist jeweils in Prozent angegeben wie sich die Patienten mit diesem Karyotypen
auf die Gruppen low-HBP1 und high-HBP1 verteilten. Die Prozentangabe ,,Anteil von allen Patienten mit aberrantem
Karyotyp* beschreibt den Anteil der Patienten mit einem bestimmten Karyotyp von allen Patienten mit low-HBP1-
Expression bzw. den Anteil der Patienten mit bestimmtem Karyotyp von allen Patienten mit high-HBP1-Expression.

Fir die Differnezierung low-HBP1 und high-HBP1 wurde die mediane HBP1-Expression gewihlt
(low-HBP1 = rel. HBP1 < Median; high-HBP1 = rel. HBP1 > Median). Median: rel. HBP1 = 0,12
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4. Diskussion

4.1. HBP1 in verschiedenen Zelllinien

Die Analyse der HBP1-Expression in Zelllinien stellte sich als schwierig heraus. Fir die AML-
Zelllinien ergaben sich unterschiedlich starke HBP1-Expressionen. Tendenziell zeigten die
Zelllinien lymphatischer Herkunft (Jurkat, SU-DHL, SSK41, Karpas, U937) eine geringere
HBP1-Expression als die myeloischen Zelllinien. Diese Tendenz bestatigt die Vermutung HBP1
kénne in die Regulation der myeloischen Differenzierung einbezogen sein (84;158). Nach ihrer
HBP1-Expression kénnen die AML-Zelllinien in die folgende Reihenfolge gebracht werden
(Screening #1-A). HL60 Zellen zeigten die geringste, Oci-AML3-Zellen die héchste HBP1-
Expression:

HL60 NB4 KG1a ME-1 MV4-11 Kasumi OCI-AML3
1 2 3 4 5 6 7

Im Screening #1-B ergab sich anhand der HBP1-Expression fir die AML-Linien eine andere
Reihenfolge. NB4#2 zeigte die geringste, NB4#1 die hochste HBP1-Expression:

NB4#2 MV4-11 OCI-AML3 KG1a Kasumi NB4i#1
1 2 3 4 5 6

Wahrend fir die CML-Proben (K562, Lama) in beiden PCR-Laufen eine sehr hohe relative
HBP1-Expression auffiel, zeigte die Expressionsanalyse in den mitgefihrten Lymphomzelllinien
(Jurkat, SU-DHL, SSK41, Karpas, U937) ein ahnlich schwankendes Verhalten wie in den AML-
Proben. Die Schwankungen kdnnen nicht dadurch begriindet werden, dass die beiden PCR-
Laufe untereinander nicht vergleichbar seien, da auch innerhalb der Zelllinien (siehe NB4) eines
PCR-Laufes starke Schwankungen auffielen. Fir die Versuchsreihen wurde jeweils eine andere
cDNA verwendet, so dass die Ursache fir die Schwankungen im Zusammenhang mit der
cDNA-Synthese gesucht werden muss.

Am stérksten fielen Schwankungen der Zelllinie U937 (histiozytdres Lymphom) auf. Von allen
analysierten Proben wurde fiir U937-Zellen im Screening #1-A die geringste HBP1-Expression
nachgewiesen. Im Screening #1-B wurden zwei U937-Proben mitgefuhrt, die aus
unterschiedlichen Kulturflaschen entnommen und deren cDNA im gleichen Versuchsansatz
synthetisiert wurde. Die Probe U937#1 zeigte eine sehr geringe HBP1-Expression, die Probe
U937#2 dagegen zeigte die héchste relative HBP1-Expression von allen im Screening #1-B
analysierten Proben.

Diese Beobachtungen zeigen, dass das Screening von Zellkulturproben nicht die geeignete
Methode ist um eine Aussage zwischen HBP1-Expression und AML-Entitét treffen zu kdnnen.

Daher wurde auf eine weitere Analyse verzichtet. Auf Grund dieser Ergebnisse wurde die

61



Hypothese aufgestellt, dass die HBP1-Expression mit bestimmten Zellzyklusphasen korreliert
und im Zellkulturscreening vom Zeitpunkt der Probenentnahme abhangt.

4.2. HBP1 und Zellzyklus

Aus den Versuchen zur HBP1-Expression nach Serumentzug und Zellzykluskorrelation sind
folgende Ergebnisse zu diskutieren:

1. Nach Ablauf des serumfreien Intervalls ist HBP1 stark exprimiert

2. Nach Serumzugabe ist ein rasanter Abfall mit anschlieBend moderatem Wiederanstieg
der HBP1-Expression zu beobachten

3. Die HBP1-Expression kann nicht mit den gemessenen Zellzyklus-Phasen korreliert

werden

In diesem Versuchsansatz sollte die Hyptothese Uberprift werden, ob die HBP1-Expression mit
bestimmten Zellzyklus-Phasen korreliert. U937-Zellen wurden gewahlt, da in dieser Zelllinie die
starksten Schwankungen im Zell-Screening aufgefallen waren (siehe 3.1. HBP1-Screening in
verschiedenen Zelllinien und 4.1. HBP1 in verschiedenen Zelllinien). Foetales Kalberserum
(FCS = foetal calf serum) enthalt Wachstumsfaktoren und wird Zellen als Nahrlésung
zugegeben um die Zellzyklus-Progression aufrecht zu halten (103). Durch Serumentzug sollte in
den U397-Zellen durch Wegnahme der Wachstumsfaktoren ein Wachstumsarrest erreicht
werden.

Die hohe HPB1-Expression koénnte eine Antwort auf die zellaren Stressbedingung unter
Serumentzug sein. HBP1 ist in verschiedene Mechanismen der addquaten Stressregulation
(p38-MAP-Kinase, ROS-Regulation) beteiligt (17;156;159). Jedoch konnten wir ebenfalls
zeigen, dass HBP1 in hAmatopoetischen Stammzellen hoch exprimiert ist (siehe 3.4. HBP1 in
hdmatopoetischen Progenitorzellen). Also sind die Ergebnisse unseres Serumentzugsmodells
auch im Hinblick auf Stammzell-assoziierte Eigenschaften zu interpretieren. Es ist bekannt,
dass in Zellkulturexperimenten durch Serumentzug der zellulare Ruhestatus der Quiescence
induziert werden kann. Quiescence ist definiert als reversibler Wachstums- und
Proliferationsarrest (27) und zahlt zu den Stammzellcharakteristika. Dies ist im Hinblick auf die
nachfolgende Diskussion zu HBP1 in hdmatopoetischen Stammzellen interessant (4.4. HPB1 in
hdmatopoetischen Progenitorzellen). Es ist ein besonderes Merkmal der hamatopoetischen
Stammzellen, dass sich die Zellen im Quiescence-Status befinden und auf Anreiz schnell von
diesem Ruhestatus auf Proliferation und Differenzierung umschalten kdnnen (relative
Quiescence) (7;151). Quiescence ist der Gegenspieler zur Proliferation und definiert als
reversibler Wachstums- und Proliferationsarrest. Er entspricht der G0-Phase des Zellzyklus.
Von der Senescence, definiert als dauerhafter Wachstumsarrest (27), unterscheidet sich der
Quiescence-Status durch seine Reversibilitdt. Unter Serumentzugsbedingungen wurden

verschiedene Genscreenings durchgefihrt, um Quiescence-induzierende Mechanismen
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aufzudecken (19;33;86). Die durchgefiihrte Versuchsreihe mit Serumentzug stellt somit ein
Quiescence-induzierendes Modell dar.

Unter diesen Voraussetzungen ist die von uns beobachtete hohe HBP1-Expression nach Ablauf
des serumfreien Intervalls interpretierbar. Die hohe HBP1-Expression kdnnte auf die induzierte
Quiescence zurlick zu flihren sein. Serumzugabe wirkt als Proliferationsanreiz,
serumentzogene Zellen verlassen den Quiescence-Status mit dem Moment der Serumzugabe
(19). Nach Zugabe von FCS konnten wir in den serumentzogenen Zellen eine starke
Herunterregulation der HBP1-Expression beobachten — das Abfallen der HBP1-Expression
kénnte mit FCS-induzierter Aufhebung der Quiescence assoziiert sein.

Der langsame Wiederanstieg ist nicht eindeutig zu interpretieren. Es ist jedoch durchaus
denkbar, dass die HBP1-Konzentration bis auf minimale Expression sinkt bis die Zellen die
Quiescence verlassen haben und sich schlieBlich eine Verteilung unter Normal-Bedingungen

einstellt.

Die Ergebnisse der Zellzyklus-Analyse lassen keine eindeutige Interpretation zu. Es ist
durchaus denkbar, dass der Beobachtungzeitraum zu kurz war oder die Versuchsbedingungen
mit Serumentzug durch 0%-FCS-Zusatz nicht optimal waren, um ein eindeutiges Zellzyklus-
Verhalten beobachten zu kénnen. Festzuhalten bleibt, dass den sehr eindeutigen Ergebnissen
der HBP1-Expression keine der gemessenen Zellzyklus-Phasen zuzuordnen ist und auch eine
Assoziation mit der G1-Phase nicht zu erkennen ist. Eine denkbare Interpretation ist, dass eine
Korrelation mit der nicht gemessenen GO-Phase der Quiescence besteht. Diese Interpretation

wirde einen weiteren Baustein zur HBP1-Quiescence Hypothese liefern.

In unserer Serumentzugsreihe wurde die Hypothese bestatigt, dass die HBP1-Expression vom
Zeitpunkt der Probenentnahme abhéangig ist. Die Ergebnisse bekraftigen die in 4.4. HPB1 in
hdmatopoetischen Progenitorzellen vorgestellte Hypothese, dass HBP1 in molekulare
Mechanismen hamatopoetischer Stammzellen integriert ist — und riickt die Quiescence-

Regulation hdmatopoetischer Stammzellen in den Fokus.

4.3. Funktionelle Effekte durch reduzierte HBP1-Expression

HBP1 besitzt suppressive Wirkung auf die Wnt-B-Catenin-Signalkaskade (71;104;124). In
unseren Versuchen sollte die Interaktion zwischen HBP1 und der Wnt-B-Catenin-Signalkaskade
in leukdmischen Zellen analysiert werden. Durch siRNA-Transfektion wurde die HBP1-
Expression reduziert und die Auswirkungen der reduzierten HBP1-Expression auf die Wnt-B-
Catenin-Signalkaskade beobachtet. Fur die Versuchsreihe wurden K562-Zellen gewéhlt, da sie
im HBP1-Screening durch konstant hohe HBP1-Expression aufgefallen waren. Auch von
anderen Arbeitsgruppen wurden K562-Zellen fir HBP1-Versuche verwendet (158).

Das erwartete Ergebnis mit Anstieg der beiden Wnt-B-Catenin-Zielgene Cyclin D1 und cMyc in
der mit HBP1-siRNA transfizierten Probe konnte jedoch nicht gezeigt werden. Die

Expressionsanalyse der Zielgene zeigte in allen drei Anséatzen ein unterschiedliches Verhalten.
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Diese Beobachtungen lassen darauf schlieBen, dass unser Versuchsmodell nicht effizient
genug war, um eine Wnt-suppressive HBP1-Wirkung zu analysieren. Ein mdglicher Hinweis
dafiir ist die in unseren Versuchen fehlende Wnt-Aktivierung. In anderen Arbeitsgruppen
wurden mit HBP1-siRNA transfizierte Zellen gleichzeitig mit einem sogenannten TOPFLASH-
Reporter transfiziert. Diese TOPFLASH-Transfektion aktiviert die Wnt-B-Catenin-Signalkaskade
(71;124). Es ist denkbar, dass die HBP1 Wirkung bei fehlender Wnt-Aktivierung zu gering ist,
um im Gegensatz zu transfizierten Zellen mit HBP1-Uberexpression (158) einen suppressiven
HBP1-Effekt auf Cyclin D1 und cMyc sehen zu kénnen.

Auffallend war die Beobachtung, dass HBP1 in der mit Nonsense-siRNA transfizierten Probe
deutlich héher war als in der untransfizierten Kontroll-Probe. Fir dieses Phédmonen ist keine
eindeutige Erklarung zu finden, es lasst jedoch darauf schlieBen, dass eventuelle
Transfektionseffekte oder die siRNA selbst die HBP1-Expression beeinflussen und somit eine
eindeutige Transfektionsanalyse nicht méglich war.

Diese Ausflihrungen zeigen, dass die von uns erzielten Ergebnisse keine Interpretation zur
HBP1-Wnt-Interaktion in leukdmischen Zellen =zulassen und eine Modifikation des

Versuchsmodells erforderlich ist.
4.4. HPB1 in hamatopoetischen Progenitorzellen

In den Versuchen mit sortierten hamatopoetischen Progenitorpopulationen wurden
verschiedene Beobachtungen gemacht:

1. Das HMG-Box-Protein HBP1 ist in der Population der hdmatopoetischen Stammzellen
(HSCs) stark exprimiert.

2. In der aus den HSCs hervorgehenden Population der myeloischen Vorlauferzellen
(CMPs) ist ein deutlicher Abfall der HBP1-Expression zu erkennen.

3. In den Progenitorpopulationen zeigt sich eine fallende Tendenz der HBP1-Expression
von den HSCs Uber die CMPs zu den GMPs.

4.4.1. These: HBP1 ist an der Regulation zentraler
Stammzelleigenschaften beteiligt

Da wir in der durchflusszytometrisch sortierten humanen HSC-Population eine hohe HBP1-
Expression zeigen konnten, ist davon auszugehen, dass HBP1 in hdmatopoetischen Zellen
stammzellspezifisch exprimiert wird. Wir postulieren, dass das HMG-Box-Protein HBP1 in die
Regulation zentraler Stammzelleigenschaften integriert ist. FUr verschiedene Eigenschaften des
HBP1-Proteins und HBP1-assoziierte Signalwege ist eine Stammzellspezifitat belegt.
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4.4.1.1. HSC-Spezifitit der p38-MAP-Kinase

Eine Schlisselrolle kommt dabei dem p38-MAP-Kinase-Signalweg zu. Unsere Ergebnisse mit
hoher HBP1-Expression in den hdmatopoetischen Stammzellen kdnnen durch Kenntnisse zum
p38-MAP-Kinase-Signalweg ergénzt werden. Es wurde gezeigt, dass die p38-MAP-Kinase in
héamatopoetischen Zellen stammzellspezifisch aktiviert wird (62). Da HBP1 als Zielgen der p38-
MAP-Kinase in diesen Signalweg integriert ist (146;156;159), kann auch fir HBP1 eine
stammzellspezifische Aktivitat gefordert werden.

Vor allem unter Stressbedingungen durch Sauerstoffradikale (reactive oxygen species = ROS)
zeigen HSCs eine hohe p38-MAP-Kinase-Aktivitat (62;65). Jedoch auch im ROS-armen Milieu
der sogenannten Stammzellnische zeigen HSCs p38-MAP-Kinase-Aktivitat (65). Als Nische
werden Zellen bezeichnet, die die Stammzellen umgeben und die Stammzelleigenschaften der
Selbsterneuerung, Pluripotenz und relativen Quiescence regulieren (127). Hamatopoetische
Stammzellen sind im Knochenmark von einer Nische aus Osteoblasten umgeben (7;91). Diese
Nische aus Osteoblasten stellt die sauerstoffirmste Region des Knochenmarks dar (7;65). Es
wird davon ausgegangen, dass die p38-MAP-Kinase in Abhé&ngigkeit von den &uBeren
Bedingungen (ROS-Status) eine unterschiedliche Rolle spielt und im ROS-armen Milieu fir die
Repopulationsfahigkeit der Stammzellen essentiell ist (65). HBP1 kdnnte in diese Mechanismen

integriert sein.

4.4.1.2. Reaktive Sauerstoffradikale in himatopoetischen Stammzellen

Stammzellnische und ROS-Bedingungen bieten einen weiteren Anhaltpunkt fir die
Interpretation der hohen HBP1-Expression in den HSCs. Nach aktuellem Wissensstand werden
Stammzelleigenschaften durch die Stammzell-Nische aufrecht erhalten (7;91). Das
sauerstoffarme Milieu der Nische schitzt die Zellen vor oxidativem Stress durch
Sauerstoffradikale (ROS) (7;65). Es ist bekannt, dass eine adaquate Steuerung der ROS-
Konzentration fir die Stammzelleigenschaften der HSCs sowie den Erhalt einer effektiven
Hamatopoese von Bedeutung ist. Derzeit gibt es jedoch wenige Kenntnisse Uber zugrunde
liegende molekulare Mechanismen (96;147;148).

Fehlregulationen der Stressantwort mit konsekutiv erhéhtem ROS-Spiegel fliihren dazu, dass
héamatopoetische Stammzellen nicht mehr in der Lage sind, den Quiescence-Status aufrecht zu
erhalten und die Fahigkeit der Selbsterneuerung verlieren. In Transplantationsversuchen mit
Mausen wurden Knochenmarkversagen und schlechtere Uberlebensraten fiir Mause gezeigt, in
deren Stammzelltransplantat eine ROS-Dysregulation vorlag (61;62;96;148).

HBP1 ist an der Regulation der intrazellularen ROS-Konzentration beteiligt (17). Reaktive
Sauerstoffradikale werden von der NADPH-Oxidase (NOX) aus Sauerstoffmolekllen generiert.
Es gibt verschiedene Oxidase-Isoformen (NOX1-5) (78). In hdmatopoetischen Stammzellen
kommen multiple Isoformen der NADPH-Oxidase vor und zeigen eine geringe jedoch
konstitutive Aktivitdt (105;106). Mit Fluoreszenz-Mikroskopie konnte die Co-Expression von
CD34-Oberflachenantigenen und der NOX2 nachgewiesen werden (43). Interessanterweise
interagiert HBP1 genau mit dieser NOX2 (17). Die DNA-bindende Doméane (HMG-Box) des
HBP1-Proteins bindet an den Promotor der p47phox-Untereinheit und unterdriickt die
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Transkription des p47phox Genes. Es resultiert eine verminderte ROS-Produktion. Vor diesem
Hintergrund kann die Regulation des ROS-Status zum Schutz stammzellspezifischer
Eigenschaften eine weitere Begrindung liefern flr die von uns gezeigte hohe HBP1-Expression
in den HSCs

4.4.2. These: HBP1 ist an myeloischer Differenzierung beteiligt

CMPs (common myeloid progenitors) und GMPs (granulocyte/macrophage progenitors)
markieren den Beginn der terminalen Differenzierung hdmatopoetischer Progenitorzellen. In der
Annahme, dass HBP1 an der Regulation zentraler Stammzelleigenschaften beteiligt ist, wird die
in unseren Versuchen gezeigte HBP1-Herunterregulation in den Progenitorpopulationen der
CMPs und GMPs erklarbar. Jedoch ist davon auszugehen, dass HBP1 auch in den
Progenitorpopulationen eine Rolle spielt. In der vorgestellten Versuchsreihe dieser Arbeit wurde
in den Progenitorpopulationen ebenfalls eine HBP1-Expression festgestellt, wobei von den
CMPs zu den GMPs eine fallende Tendenz der Genexpression zu erkennen war.

4.4.2.1. Der Wnt-B-Catenin-Signalweg in physiologischer Himatopoese

Einen Ansatzpunkt liefert die HBP1-Interaktion mit dem Whnt-B-Catenin-Signalweg. In der
aktuellen Literatur wird der Wnt-B-Catenin-Kaskade eine entscheidende Rolle in der Regulation
von Proliferation und Differenzierung hamatopoetischer Zellen zugeschrieben (66;72;130;155).
Experimente mit sortierten Maus-Knochenmark-Zellen zeigten, dass eine erhéhte Wnt-B-
Catenin Aktivitdt zu volligem Versagen der granulozytdren Differenzierung flhrt. Im
Knochenmark mit B-Catenin-liberexprimierenden Zellen konnten weder Granulozyten noch
GMPs nachgewiesen werden, dagegen jedoch eine erhdhte Anzahl erythrozytérer
Vorlauferzellen (72). Demnach lenkt eine erhéhte Wnt-B-Catenin-Aktivitat die hAmatopoetische
Entwicklung in Richtung der erythrozytdren Reihe und weg von der granulozytaren
Differenzierung. Eine &hnliche Interpretation liefern Ergebnisse aus B-Catenin-Knockout-
Experimenten. Mause, in denen B-Catenin ausgeschaltet wurde, zeigten in den untersuchten
Populationen eine vollkommen normale Hamatopoese. Es wurde eine normale Anzahl von
neutrophilen Granulozyten und Monozyten sowie B- und T-Lymphozyten nachgewiesen (66).
Fir die granulozyare Differenzierung scheint eine geringe Whnt-B-Catenin-Aktivitdt von
entscheidender Bedeutung — vor allem auf Héhe der CMPs, da hier zwischen granulozytérer
und erythrozytarer Differenzierung entschieden wird. HBP1 kdnnte mit negativer Wirkung auf
den Wnt-B-Catenin-Signalweg (71;104;124) an dieser Regulation der Granulopoese beteiligt
sein. Die Wnt-suppresive Wirkung des HBP1 Preoteins kénnte demnach eine Erklarung sein fir
die von uns beobachtete tendenziell héhere HBP1-Expression in CMPs gegenliber den GMPs,
siehe Abbildung 30.
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4.4.2.2. Reaktive Sauerstoffradikale in der Hamatopoese

Ein weiterer Zusammenhang zwischen hamatopoetischer Differenzierung und der von uns
beobachteten HBP1-Herunterregulation im Laufe der Granulopoese besteht erneut in der
Steuerung der Konzentration reaktiver Sauerstoffradikale (ROS) in hdmatopoetischen Zellen.
Auf dem Weg aus der sauerstoffarmen Knochenmarknische in die periphere Blutbahn gelangen
hamatopoetische  Zellen in zunehmend  sauerstoffreichere Regionen (106).
In den ruhenden hamatopoetischen Stammzellen der Knochenmarknische wird die intrazellulare
ROS-Konzentration gering gehalten. Dagegen weisen Stammzellen ansteigende intrazellulére
ROS-Konzentrationen auf, wenn der Beginn der Differenzierung bevor steht. In
héamatopoetischen Progenitorzellen mit einer hohen ROS-Konzentration wird eine Entwicklung
zu Gunsten der myeloischen Differenzierung beschrieben (65). Fir verschiedene Krankheiten
myeloischer Entitat (Myelodysplastisches Syndrom, CML, AML) wurde ein Zusammenhang
zwischen der Krankheitsprogression und erhéhtem ROS-Spiegel gesehen (118;1283). Es wurde
die These aufgestellt, dass bei AML-Patienten mit FLT3-ITD-Mutation die Aggressivitat und die
schlechte Prognose der Erkrankgung auf erhdhte intrazellulare ROS-Konzentrationen zuriick zu
fuhren ist (122).

Diese Fakten verdeutlichen, dass reaktive Sauerstoffradikale an myeloischer Differenzierung
beteiligt sind. Logische Konsequenz ist, dass Regulationsmechanismen, die die ROS-
Konzentration senken, in hAmatopoetischen Zellen der myeloischen Linie weniger aktiv sind als
in den Stammzellen. HBP1 - als Negativ-Regulator des intrazellularen ROS-Spiegels (17) -
sollte demnach in CMPs und GMPs weniger aktiv sein als in hdmatopoetischen Stammzellen.
Die von uns beobachtete fallende Tenzdenz mit der héchsten HBP1-Expression in den HSC
und der niedrigsten HBP1-Konzentration in den GMPs bestéatigt diese Forderung.
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4.5. HBP1-Expression in Patienten mit AML—-Erstdiagnose
(Dresdener Studienzentrale)

Das vorgestellte HBP1-Screening in cDNA-Proben aus Knochenmarkzellen von Patienten mit
AML-Erstdiagnose (Deutsche Studieninitiative Leukamie (DSIL), Dresden) lieferte keine
statistisch signifikanten Ergebnisse. Zwar wurden geringe Unterschiede mit schlechterem
Outcome (Gesamtiiberleben und rezidivireies Uberleben) im Patientenkollektiv mit niedriger
HBP1-Expression gezeigt, jedoch nicht von statistischer Relevanz.

Dies muss nicht bedeuten, dass kein Zusammenhang zwischen HBP1-Expression und dem
Verlauf einer akuten myeloischen Leukdmie besteht. Insgesamt war das Patientenkollektiv mit
95 Fallen nicht sehr groB flr eine statistische Analyse. In Studien mit derartiger Fallzahl fallen
nur Ergebnisse von sehr hoher Signifikanz ins Gewicht. Es kdnnte sein, dass eine grdBere
Fallzahl nétig ist, um eindeutige Uberlebensunterschiede nachweisen zu kénnen. Jedoch muss
die Komplexitat in der Pathogenese der AML beriicksichtigt werden. Fir das Entstehen einer
akuten myeloischen Leukamie eine Vielzahl genetischer Aberrationen und Mutationen bekannt
(45;68;119;131;131). Eine Assoziation mit bestimmten AML-Subtypen ist denkbar. In der von
uns durchgefihrten Korrelation mit AML-Karyotypen wurden keine eindeutigen Ergebnisse
erzielt. Jedoch war das Patientenkollektiv der einzelnen Subgruppen zu klein, um genauere
Aussagen Uber einen pathogenetischen HBP1-assoziierten Effekt in einzelnen Gruppen treffen
zu konnen. In einer Studie unserer Arbeitsgruppe mit einer gréBeren Fallzahl (n=40) konnte
eine hohe HBP1-Expression fir AML-Patienten mit -7/del7q im Vergleich zu AML-Patienten mit
normalem Karyotyp gezeigt werden (nicht veréffentlicht).

Interessant wéare eine HBP1-Mutationsanalyse. Bei einem HBP1-Screening in Proben von
Patientinnen mit invasiv duktalem Mamma-Karzinom (IDC) wurde gezeigt, dass HBP1-
Mutationen ausschlieBlich mit dem IDC und nicht mit den weniger aggressiven Formen DCIS
(duktales Carcinoma in situ), ADH (atypische duktale Hyperplasie) und LCIS (lobulares
Carcinoma in situ) korrelieren — die reine Expressions-Analysen dagegen lieB nur vermuten,
dass HBP1 in der Pathogenese des IDC eine Rolle spielt (104). Vielleicht gilt das auch im Falle
der AML?

In den von uns vorgestellten Daten zur HBP1-Expression in normalen h&matopoetischen
Progenitorzellen (siehe 3.4. HBP1 in hdmatopoetischen Progenitorzellen und 4.4. HPB1 in
hdmatopoetischen Progenitorzellen) zeigte sich, dass die HBP1-Expression je nach
Progenitorpopulation variiert. Vor diesem Hintergrund erscheint eine rein quantitative
Expressionanalyse in AML-Proben unterschiedlicher Entitdt als nicht ausreichend. Vielleicht
macht sich ein HBP1-assoziierter Effekt auch eher in klinischen Daten wie
Therapievertraglichkeit oder hamatopoetischer Repopulationsfahigkeit nach
Stammzelltransplantation oder Chemotherapie bemerkbar. Derart qualitative Analysen kénnten
interessante Ergebnisse liefern und Anreiz fur weitere Experimente zu HBP1 und seiner Rolle in

der Leukdmogenese geben.
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Fazit — Schlussfolgerung

Die vorgestellten Versuche zeigen, dass HBP1 an der Aufrechterhaltung einer physiologischen
Hamatopoese und Regulation myeloischer Differenzierung beteiligt ist. Die eingangs
formulierten Fragestellungen kénnen folgendermaBen beantwortet werden:

1. Die Analyse der HBP1-Expression in verschiedenen leukdmischen Zelllinien hat sich
nicht als die richtige Methode erwiesen um eine Korrelation zwischen HBP1-Expression
und AML-Entitdten herzustellen, da die HBP1-Expression vom Zeitpunkt der

Probenentnahme abhangt.

2. Es konnte gezeigt werden, dass die HBP1-Expression nach Serumentzug
Uberexprimiert ist und nach Zugabe von Wachstumsfaktoren rasant abféllt. Die HBP1-
Expression konnte keiner der gemessen Zellzyklusphasen G1-, S- oder G2-Phase
zugeordnet werden. Jedoch wird angenommen, dass die HBP1-Expression mit dem
Quiescence-Status (GO) der Zellen korreliert. Diese Ergebnisse lassen die Hypothese
zu, dass HBP1 an der Regulation des Quiescence-Status hdmatopoetischer Zellen
beteiligt ist.

3. Die funktionellen Versuche zu HBP1 und Interaktionen mit dem Wnt-B-Catenin-
Signalweg zeigten nicht die erwarteten Ergebnisse. Jedoch sind diese Daten auf Grund
der verwendeten Methodik nicht aussagekraftig.

4. Es wurde Dbestatigt, dass die HBP1-Expression in den verschiedenen
Progenitorpopulationen (HSCs, CMPs, GMPs) unterschiedlich ausfallt. Im Vergleich zu
den Progenitorpopulationen konnten wir eine signifikant héhere HBP1-Expression in
den undifferenzierten hamatopoetischen Stammzellen nachweisen (p= 0,017).
Ausgehend von den HSCs fiel die HBP1-Expression im Laufe der myeloischen
Differenzierung ab. In den GMPs wurde HBP1 am wenigsten exprimiert. Wir
postulieren, dass HBP1 an der Regulation stammzellspezifischer Eigenschaften
beteiligt ist. In den Progenitorpopulationen (CMPs und GMPs) wird HBP1 eine andere
Funktion zugeschrieben. Bekannte HBP1-Charakteristika lassen die These zu, dass
HBP1 in myeloische Differenzierungsprozesse einbezogen ist. Schon in friiheren
Arbeiten wurde vermutet, HBP1 kénnte eine entscheidende Rolle in der Expression
gewebsspezifischer Gene wahrend myeloischer Differenzierungsprozesse spielen und
die Notwendigkeit unterstrichen, die HBP1-Expression in hamatopoetischen
Progenitorzellen zu untersuchen (84). Demnach sind die Ergebnisse dieser Arbeit ein
zentraler Baustein in der Diskussion zum Stellenwert des HMG-Box-Proteins HBP1 in

der physiologischen Hamatopoese.

5. Im Screening von AML-Erstdiagnosen konnte auf Grund zu kleiner Fallzahl keine
Relation mit bestimmten Karyotypen bei AML-Patienten von statistischer Relevanz
gezeigt werden. Zwar konnte ein Uberlebensvorteil fiir Patienten mit hoher HBP1-
Expression in Gesamt- und rezidivfreiem Uberleben gezeigt werden, jedoch waren die

Analysen nicht statistisch signifikant.
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HBP1 ist in den verschiedenen Entwicklungsstadien der physiologischen Myelopoese
unterschiedlich aktiv und lasst auf unterschiedliche Funktion in Abh&ngigkeit von &uBerem
Milieu (z.B. Stammzellnische) und Gewebetyp (Stammzellen, Progenitorzellen) schlieBen.
Funktionelle Interaktionen des HMG-Box-Proteins HBP1 sind sehr komplex. Neben der von uns
geforderten Beteiligung an der Regulation zentraler Stammzelleigenschaften wie der
Quiescence ist HBP1 in Seneszenz-Mechanismen (156;162) und verschiedene
Differenzierungsvorgange  (71;80-82;84;104;124;132-134;137;144;159;163)  integriert. In
Abhangigkeit von den Stimuli des umgebenden Zellmilieus scheint HBP1 in unterschiedlichen
Signalwegen aktiv zu sein und in dualer Funktion sowohl an der Regulation einer adaquaten
Antwort auf zellulare Stressoren mit Aufrechterhaltung der Quiescence als auch an der

Regulation zellularer Differenzierung beteiligt zu sein.

Es sollten funktionelle HBP1-Versuche zu Wnt-B-Catenin-Interaktionen durchgefliihrt werden.
Interessant wéren Versuche mit HBP1-Knockoutmdusen und Beobachtung der
Repopulationsfahigkeit der HSCs nach Knochenmarktransplantation — &hnlich friiheren
p21°P"a_versuchen (28) oder eine Co-Expressionsanalyse von p21°**" ynd HBP1.

HBP1 ist ein interessantes Protein, diese Arbeit unterstreicht seine vielseitigen Interaktionen.
Die Beteiligung an der Regulation zentraler Stammzelleigenschaften wie der Quiescence und
die Integration in myeloische Differenzierungsprozesse erklaren HBP1 zu einem geeigneten
Kandidaten fir ein Tumorsuppressorgen, dessen Funktionsausfall oder Mutation am

Entstehungsprozess der AML beteiligt sein kénnte.
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Anhang

1. Daten-Anhang

qPCR: HBP1 in verschiedenen Zelllinien (Screening #1-A) 290307
Probe Cr B-Actin e An  CrHBP1 eRe ACr  AAG éj;r';'g:;;;‘
NB4 15,69 15,91 25,82 25,64 9,73 0,00 1,00
16,14 25,46
15,91 24;0+
HL60 14,71 14,58 25,37 25,35 10,77 1,04 0,49
14,58 25,33
14,45 32,24
KGla 16,25 16,66 25,81 25,69 9,03 0,70 1,62
16,63 25,43
17,09 25,82
K562 16,46 16,43 21,94 21,91 5,49 -4,24 18,90
16,46 21,75
16,36 22,05
Kasumi 17,18 16,67 23,25 24,04 7,37 -2,36 5,13
16,51 23,83
16,33 24,25
ME-1 15,10 15,22 23,61 23,41 8,19 -1,54 2,90
15,36 23,36
15,21 23,27
MV4-11 17,88 17,96 25,65 25,57 7,60 -2,13 4,36
18,09 27403
17,92 25,48
OCI-AML3 15,11 15,13 22,20 22,13 7,00 -2,73 6,63
14,95 20;63
15,34 22,06
THP1 16,63 16,75 24,62 24,91 8,16 -1,57 2,96
16,54 25,26
17,08 24,85
Jurkat 17,04 16,86 24,72 24,85 7,98 -1,74 3,35
16,77 25,12
16,78 24,70
SSK41 17,00 16,98 26,43 26,89 9,92 0,19 0,88
16,96 27,10
16,97 27,15
SU-DHL4 15,00 14,88 25,65 25,27 10,39 0,67 0,63
14,87 2513
14,76 25,03
Karpas 15,73 15,73 24,29 24,24 8,52 -1,21 2,31
15,69 23,82
15,76 24,62
U937 16,84 16,74 27,99 28,39 11,65 1,92 0,26
16,72 28,30
16,67 28,88
Lama 17,86 18,02 23,88 24,04 6,03 -3,70 13,00
17,87 24,46
18,32 23,79
NTC 45,00 45,00 45,00 45,00 0,00 0,00 0,00
45,00 45,00
45,00 45,00

Anhang 1: Rohdaten der quantitativen PCR auf HBP1 in verschiedenen Zelllinien (Screening #1-A).

Die relative HBP1-Expression (letzte Spalte) wurde aus den ermittelten Cr-Werten berechnet (Berechnung siehe
Methoden Kapitel 5.3. Relative Quantifizierung. Wegen zu starker Schwankungen (>1Cr-Wert) aus der Berechnung
ausgeschlossene Werte sind als durchgestrichene Zahlenwerte aufgefiihrt.
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HBP1-Expression in U937-Zellen: 48h Serumentzug, Ansatz#A-1 05 07 07

Probe CTaActin  MiteWern  crpgpy  Mittemer ACT AACT éig:ggn
NB4-Kalibrator 17,78 18,75 24,69 24,29 5,55 0,00 1,00
19,01 23,96
18,48 24,22
Stunde 0 17,29 17,39 21,97 21,68 4,29 -1,25 2,38
+FCS 17,17 21,47
17,70 21,60
4h 16,16 15,64 23,52 23,36 7,72 2,18 0,22
15,48 23,14
15,28 23,42
8h 14,81 15,04 23,67 23,97 8,93 3,38 0,10
15,08 2468
15,22 24,26
12h 16,97 17,11 26,30 26,56 9,44 3,90 0,07
16,89 26,81
17,48 28,86
24h 15,89 15,78 26,35 25,34 9,56 4,01 0,06
15,90 25,46
15,54 25,21
48h 15,13 15,15 25,24 24,89 9,75 4,20 0,05
15,16 27,08
24,54
NTC 45,00 45,00 45,00 45,00 0,00 0,00 0,00
45,00 45,00
45,00 45,00
HBP1-Expression in U937-Zellen: 72h Serumentzug, Ansatz #B-1 0109 07
Probe CT B-Actin c’;’#“[‘;"‘f;:; CT HBP1 "éﬁf}‘é";’f ACT AACT éig:ggn
NB4-Kalibrator 17,30 17,46 24,03 23,62 6,16 0,00 1,00
17,61 23,20
Stunde 0 19,66 19,97 24,16 24,62 4,66 -1,50 2,83
+FCS 20,00 24,82
20,24 24,89
4h 17,28 17,24 24,71 24,50 7,26 1,10 0,47
17,10 24,80
17,33 23,98
8h 15,40 15,88 23,45 23,63 7,75 1,59 0,33
16,09 23,62
16,15 23,83
12h 1656 15,24 23,98 24,07 8,84 2,68 0,16
15,46 24,05
15,01 24,19
24h 15,24 15,24 23,73 23,35 8,12 1,96 0,26
15,19 23,30
15,28 23,03
48h 15,16 14,91 21,39 21,69 6,78 0,62 0,65
14,71 22,10
14,86 21,59
NTC 45,00 45,00 45,00 45,00 0,00 0,00 0,00
45,00 45,00
45,00 45,00
HBP1-Expression in U937-Zellen: 72h Serumentzug, Ansatz#B-2 02 09 07
Probe CTBActin ~ MeWwert — grygpy  Hitemert ACT AACT Erf';;rszstJn
NB4-Kalibrator 18,03 17,73 24,35 24,52 6,79 0,00 1,00
17,33 24,70
17,84 24,51
Stunde 0 17,03 16,81 23,51 23,25 6,43 -0,35 1,28
+FCS 16,69 23,13
16,72 23,10
4h 16,40 16,55 26,06 25,60 9,05 2,27 0,21
16,86 25,52
16,39 25,23
8h 15,55 15,61 2494 24,11 8,50 1,72 0,30
15,51 24,31
15,76 23,91
12h 17,34 17,52 26,45 26,70 9,18 2,39 0,19
17,88 27,25
17,34 26,40
24h 15,76 15,73 24.84 23,69 7,95 1,17 0,45
15,53 23,88
15,91 23,49
48h 16,47 16,72 23,32 23,18 6,46 -0,33 1,26
16,58 24,09
17,11 23,03
NTC 45,00 45,00 45,00 45,00 0,00 0,00 0,00
45,00 45,00
45,00

Anhang 2: Relative HBP1-Expression in U937-Zellen nach Serumentzug (Rohdaten der gPCR)

Die Relative HBP1-Expression (letzte Spalte) wird aus den ermittelten Cr-Werten errechnet. Schwankende Werte
(>1Cr-Wert) wurden aus der Berechnung ausgeschlossen (gestrichene Werte), zur Berechnung siche Methoden
Kapitel 5.3. Relative Quantifizierung.




Korrelation Zellzyklus & HBP1-Expression (qPCR 01-09-07)
Ansatz #B-1: 72h Serumentzug

S:-ugggo Stunde 4 Stunde 8 Stunde 12 Stunde 24 Stunde 48
% % % % % %
G0/G1 72,18 | GO/G1 72,99 | GO/G1 71,75 | GO/G1 85,13 | GO/G1 54,22 | GO/G1 60,19
G2/S 2782 | G2/S 27,001 | G2/S 28,25 | G2/S 1487 | G2/S 45,78 | G2/S 39,81
HBP1: 2,83 HBP1: 0,47 HBP1: 0,33 HBP1: 0,16 HBP1: 0,26 HBP1: 0,65

Anhang 3: Zellzyklus und HBP1-Expression, Ansatz #B-1. Fiir jeden Messzeitpunkt sind die Zahlen aufgelistet,
die in der ModFit LT™-Analyse fiir die prozentuale Verteilung der Zellen auf die einzelnen Zellphasen ermittelt
wurden. Die G2- und S-Phase wurden als G2-S-Index zusammengefasst (Proliferationsphasen). Da in der Messung
nicht zwischen GO und G1-Phase differenziert wurde, umfasst der gemessene G1-Anteil sowohl GO als auch G1. In
der letzten Zeile sind die Werte der relativen HBP1-Expression aufgefiihrt, die durch qPCR bestimmt wurden

HBP1-Expression in U937-Zellen nach 72h Serumentzug
Zugabe von FCS-haltigem Medium zur Stunde 0

o= 3
o
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2
2 2
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I 1 4
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2
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< g
Q
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Anhang 4: Korrelation HBP1 und Zellzyklus: HBP1-Expression (oberer Teil der Abbildung) und zugehorige
Zellzyklusphasen (unterer Teil der Abbildung) zur Stunde 0, sowie nach 4, 8, 12, 24 und 48 Stunden nach
Serumzugabe. Die U937-Zellen wurden 72 Stunden in FCS-freiem Medium gehalten (Ansatz #B-1), zur Stunde 0
wurde FCS-haltiges Medium zugegeben. Die sehr eindeutige Entwicklung der HBP1-Expression konnte nicht mit
den gemessenen Zellzyklusphasen assoziiert werden.



siRNA-Transfektion in K562-Zellen
Korrelation Gen-Expression Ansatz #A

m HBP1
5 6,00 — 8 cMYC *1072
3 5,00 ] @ CyclinD1 *101
o -
i 4,00
5
& 3,00
2 2,00
L: 1,00
[s¥]
R S ||
e HBP1 -  nonsense K562
siRNA siRNA untransfizi
m HBP1 0,29 2,77 1,00
o cMYC *1072 0,92 5,69 3,65
0 CyclinD1 *10M 5,30 4,35 2,25
siRNA-Transfektion in K562-Zellen
Korrelation Gen-Expression Ansatz #B
m HBP1
c 6,00 o cMYC*1072
o
% 5,00 @ CyclinD1 *10*M
S 4,00 —
i}
I 3,00
3
° 2,00
=
o 0,00 _l [ | _l J (|
HBP1 - nonsense K562
siRNA siRNA  untransfizi
m HBP1 0,20 0,48 0,42
o cMYC *1072 5,02 3,66 1,62
o CyclinD1 *10M 0,51 0,56 0,32
siRNA-Transfektion in K562-Zellen
Korrelation Gen-Expression Ansatz #C
m HBP1
S 4,00 @ cMYC *10"2
w —
B @ CyclinD1 *107
S 3,00
>
i
5
& 2,00
° _
B
o 1,00
[sy]
9 J
0700 _-l . [ —
HBP1 - nonsense K562
siRNA siRNA untransfizi
m HBP1 0,04 0,40 0,14
o cMYC *1072 1,55 3,64 1,69
0 CyclinD1 *107M 0,43 0,25 0,13

Anhang 5: HBP1-siRNA-Transfektion: Gemeinsame Darstellung der HBP1-, cMyc- und Cyclin
D1-Expression. Ergebnisse der siRNA-Versuche, geordnet nach Versuchsansitzen (#A, #B, #C). In
keinem Versuchsansatz konnte ein eindeutiger Zusammenhang zwischen HBP1-Herunterregulation
und der Genexpression von cMyc oder Cyclin D1 gezeigt werden.
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Anhang 6: Relative HBP1-Expression in sortierten himatopoetischen Progenitorzellen (PCR-Daten).
Die relative HBP1-Expression (letzte Spalte) wurde aus den gemessenen Cp-Werten errechnet (Zur Berechnung siehe
Methoden Kapitel 5.3. Relative Quantifizierung). Stark schwankenden Werte mit Abweichung >1Cr-Wert wurden aus der
Berechung ausgeschlossen (gestrichene Zahlenwerte). In Proben mit Ct = 45,00 konnte HBP1 nicht nachgewiesen
werden, die entsprechenden Werte sind mit ,,!!* gekennzeichent. Als Kalibrator (re. HBP1 = 1) diente die Zelllinie NB4.

gPCR hBP1 Sortiere hamatopoetische Progenitorzellen (Sort 13.04.07 - Patient 1) 20 06 07
Probe CTB-Actin  JHielvert — crhgpy  Miltelwert ACT AACT éi;rggzlh
16,91 16,89 25,60 26,00 9,11 0,00 1,00
NB4 Kalibrator 16,70 26,29
17,05 26,10
HSC 24,43 24,27 33,50 33,73 9,46 0,35 0,78
23,95 33,62
24,42 34,06
CMP 22,55 22,87 35,56 35,44 12,57 3,46 0,09
23,09 34:29
22,97 35,32
GMP 24,21 24,42 37,45 36,99 12,57 3,46 0,09
24,43 37,02
24,62 36,51
gPCR hBP1 Sortiere hamatopoetische Progenitorzellen (Sort 27.04.07 - Patient 2) 20 06 07
Probe CTa-Actn  JISWer  crhgpy  Miltelert ACT AACT é‘f(grg'z;;;]
16,91 16,89 25,60 26,00 9,11 0,00 1,00
NB4 Kalibrator 16,70 26,29
17,05 26,10
HSC 27,82 27,46 28,59 30,66 3,20 -5,91 60,13
27,23 30,42
27,33 30,90
CMP 27,07 27,20 37,43 37,28 10,08 0,97 0,51
27,28 37,41
27,26 37,00
GMP 22,47 22,67 34,48 34,40 11,73 2,62 0,16
23,02 34,52
22,53 34,20
gPCR hBP1 Sortiere hamatopoetische Progenitorzellen (Sort 15.06.07 - Patient 3) 20 06 07
Probe CTa-Actn  JISWer  crhgpy  Miltelert ACT AACT éi:{;:é‘:;;;}
16,91 16,89 25,60 26,00 9,11 0,00 1,00
NB4 Kalibrator 16,70 26,29
17,05 26,10
HSC 25,22 25,18 34,66 34,90 9,72 0,61 0,66
25,09 34,06
25,24 35,14
CMP 24,98 24,62 35,48 35,66 11,04 1,93 0,26
24,50 35,84
24,39 36.51
GMP 23,62 23,51 35,19 34,99 11,48 2,36 0,19
23,12 34,09
23,79 34,78
NTC 45,00 45,00 45,00 45,00 0,00 0,00 0,00
45,00 45,00
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gPCR hBP1 Sortiere hdmatopoetische Progenitorzellen (Sort 24.07.08 - Patient 4) 2108 07

Probe CTB-Actin  JHelvert = crpgpy  Miltelwert ACT AACT éi;rggzlh
16,92 17,04 24,08 24,00 6,96 0,00 1,00
NB4 Kalibrator 17,05 23,92
17,16 2734
HSC 22,17 21,92 29,38 29,90 7,98 1,03 0,49
21,73 30,16
21,86 30,17
CMP 31,01 31,13 45,00 !! 41,93 10,80 3,85 0,07
31,01 45,00 !t
31,37 35,80 !!
GMP 32,64 32,30 45,00 !! 45,00 12,70 5,75 0,02
31,73 45,00 !t
32,52 45,00 !t
NTC 45,00 45,00 45,00 45,00 0,00 0,00 0,00
45,00 45,00
qPCR hBP1 Sortiere hamatopoetische Progenitorzellen (Sort 09.08.07 - Patient 5) 27 08 07
Probe CTB-Actn  JMUSWerl - crhgpy  Miltewert ACT AACT éi;rre‘zzl;]
17,24 17,77 23,83 24,08 6,32 0,00 1,00
NB4 Kalibrator 1918 24,19
18,29 24,23
HSC 24.73 23,24 32,80 32,57 9,34 3,02 0,12
23,04 32,78
23,43 32,13
CMP 24,74 24,87 34,16 34,01 9,14 2,82 0,14
24,99 34,06
24,89 33,81
GMP 30,94 31,06 45,00 1! 45,00 13,94 7,62 0,01
30,91 45,00 !
31,34 45,00 !
NTC 45,00 45,00 45,00 45,00 0,00 0,00 0,00
45,00 45,00
gPCR hBP1 Sortiere hamatopoetische Progenitorzellen (Sort 13.08.07 - Patient 6) 22 08 07
Probe CTo-Actn  JISWer  crpgpy  Miltelert ACT AACT é‘f(grg'z;;;]
16,65 16,48 24,48 24,69 8,21 0,00 1,00
NB4 Kalibrator 16,32 24,54
16,47 25,06
HSC 24,62 24,82 35,32 33,84 9,02 0,81 0,57
24,66 34,15
25,17 33,53
CMP 23,57 23,78 35,08 34,71 10,93 2,72 0,15
23,84 34,34
23,93 35.87
GMP 21,68 21,93 33,15 34,32 12,39 4,17 0,06
21,80 34,32
22,31 34,31
NTC 45,00 45,00 45,00 45,00 0,00 0,00 0,00
45,00 45,00
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qPCR hBP1 Sortiere hamatopoetische Progenitorzellen (Sort 14.08.07 - Patient 7) 24 08 07
Probe CTB-Actin  JHelwert = crpgpy  Miltelwert ACT AACT éi;rg'zz;;]
16,93 16,83 23,13 23,76 6,93 0,00 1,00
NB4 Kalibrator 16,74 24,01
16,82 24,14
GMP 22,36 22,07 30,93 30,78 8,71 1,78 0,29
21,61 30,57
22,23 30,84
HSC 32,41 32,81 40,18 I 40,94 8,13 1,20 0,44
34:64 45,00 !!
33,21 37,63 11
CMP 24,64 24,45 34,82 36,75 12,29 5,36 0,02
24,24 37,18
24,48 36,31
NTC 45,00 45,00 45,00 45,00 0,00 0,00 0,00
45,00 45,00
qPCR hBP1 Sortiere hamatopoetische Progenitorzellen (Sort: 28.08.07 - Patient 8) 0109 07
Probe CTB-Actin  JHelvert = crhgpy  Miltelwert ACT AACT éi;rg'zz;;]
NB4 Kalibrator 17,30 17,46 24,03 23,62 6,16 0,00 1,00
17,61 23,20
HSC 23,39 23,79 30,26 30,35 6,56 0,40 0,76
24,18 30,11
25:77 30,67
CMP 25,50 25,93 33,66 33,85 7,92 1,76 0,30
26,05 33.0+
26,25 34,04
GMP 21,67 21,34 29,28 29,39 8,05 1,89 0,27
21,15 29,16
21,20 29,74
NTC 45,00 45,00 45,00 45,00 0,00 0,00 0,00
45,00 45,00
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2. Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Beschreibung

ADH Atypische duktale Hyperplasie (Mamma)
AML Akute myeloische Leuk&mie

APC Allophycocyanin

APL Akute Promyelozytenleukdmie
ARA-C Cytosin-Arabinosid

ATRA All-trans-Retinolsdure

CD Cluster of Differentiation

cDNA Complementary DNA

CIP CDK-Interacting protein 1

CML Chronisch myeloische Leukdmie
CMP Common myeloid progenitor

CR Complete remission

Cr-Wert Threshold-Cycle

dATP Desoxyadenosin-Triphosphat

DCIS Duktales Carcinoma in situ

dCTP Desoxycytosin-Triphosphat

dGTP Desoxyguanosin-Triphosphat

Dmp1 Cyclin D binding myb-like protein 1
dTTP Desoxythymidin-Triphosphat

EGCG Epigallocatechin-Gallate

FAB French-American-British

FACS Fluorescence activated cell sorting
FCS Foetal Calf Serum

FITC Fluorescein isothiocyanate

FSC Forward Scatter

GFP Green Fluorescent Protein

GMP Granulocyte/macrophage progenitor
HBP1 HMG-Box containing Protein 1
HBP1 HMG-Box containing Protein 1
HMG-Box High-Mobililty-Group

HSC Hematopoietic stem cell

IDC Invasives duktales Karzinom (Mamma)
LCIS Lobul&res carcinoma in situ (Mamma)
LCR Locus control regions

Lin Lineage

MEP Megakaryocyte/erythrocyte progenitor
MPO Myeloperoxidase

NTC Non-Template-Controle

P/S Penicillin/Streptomycin

PBS Phosphate Buffered Saline

PCR Polymerase Chain Reaction

PE Phycoerythrin

PE-A PE-Area

PE-Cy7 Phycoerythrin - Cyanine dye
PerCP-Cy5.5 | Peridinin chlorophyll Protein - Cyanine dye
PEV Position effect variegation

PE-W PE-Width

Pl Propidiumiodid

qPCR Quantitative PCR

RB Retinoblastoma Protein

RNA Ribonucleic acid, Ribonukleinsaure
ROS Reaktive oxygen species

RT Reverse Transkriptase

shRNA Short hairpin RNAs

siRNA Small interfering RNA

SSC Side Scatter

TAE-Puffer TRIS Acetate-EDTA-Puffer

Waf Wildtype p53-activated fragment 1
WHO World Health Organization
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Tabelle 10:

h&matopoetischer Vorlauferzellen

Tabelle 11:
Tabelle 12:
Tabelle 13:
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5. Geriiteliste

Auswertung Zellzyklus und HBP1-Expression, Ansatz #A-1

Sortierstrategie nach Expressionsmuster der Oberflachenantigene

Fluoreszenzgekoppelte Maus-1gG-Antikdrper gegen humane Oberflachenantigene
Zellpopulationen hamatopoetischer Vorlduferzellen (Antigeneigenschaften, Gatedefinition)

Karyotypen der auf HBP1 gescreenten AML Patienten (Dresden)

Durchflusszytometer

BD LSR Il (BD Biosiences)

Elektrophoresekammer

Horizontal Gel Electrophoresis System Horizon® 11.14 (Biometra)

Heizblock

Eppendorf ThermoStat plus (Eppendorf)

Microzentrifuge

Eppendorf Microcentrifuge 5417R (Eppendorf)

Nucleofector

Nucleofector™ |l (Amaxa)

PCR-Cycler GeneAmp PCR-System 9600 (Applied Biosystems)
Photometer Pharmacia GeneQuant || RNA / DNA Calculator (Pharmacia)
qPCR-Cylcer ABI-Prism 7700 Sequence Detector (Applied Biosystem)
ThermoMACS ThermoMACS 130-091-136 (Miltenyi Biotec)

Wasserbad Haake E15 (Thermo-Haake)

Zellsortierung Cytomation MoFlo™ XDP Cell Sorter (Beckman Coulter)
Zentrifuge Eppendorf Centrifuge 5810R (Eppendorf)

6. Verwendete Reagenzien

Bezeichnung

Firma und Katalog-Nr.

6-Well-Platten

6-Well-Platten fiir Zellkultur

Greiner Bio-one 657160

96-Well-Platten gPCR

PP-PCR-Platte, 96 WELL fur Abi

Greiner Bio-one 652260

Agarose

UltraPure Agarose

Invitrogen 15510027

Antik6rper
Flowzytometrie

CD34 PE-Cy7 (Mouse IgG)

BD Biosciences 348811

PerCp-Cy5.5 anti-human CD38 (MouselgG)

BD Pharmingen™ 551400

APC anti-human CD45RA (Mouse IgG)

BD Pharmingen™ 550855

PE anti-human CDw123 IL-3Ra (Mouse IgG)

BD Pharmingen™ 555644

CD2 FITC (Mouse IgG)

BD Biosiences 347404

CD3 FITC (Mouse IgG)

BD Biosciences 345763

CD4 FITC (Mouse IgG)

BD Biosciences 345768

CD14 FITC (Mouse IgG)

BD Biosciences 345784

CD15 FITC (Mouse IgG)

BD Biosciences 332778

BD Biosciences 345776

(
CD19 FITC (Mouse IgG)
CD56 FITC (Mous IgG)

BD Biosciences 345811

Glyophorin A FITC (Mouse IgG)

DAKO JC159

BSA Albumin from bovine serum Sigma-Aldrich A4503
CD34 MicroBead Kit
CD34-Beads - CD34 MicroBeads Miltenyi Biotec 130-046-702

- FcR Blocking Reagent

cDNA-Kit Miltenyi

UMACS One-step cDNA Kit:
- Oligo (dT) MicroBeads

- Lysis/Binding Buffer

- Wash Buffer

- Lyophilized Enzyme Mix

- Resuspension Buffer

- Equilibration/Wash Buffer

Miltenyi Biotec 130-091-902
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- cDNA Release Solution
- cDNA Elution Buffer

- UIMACS Sealing Solution
- Columns

- LysateClear Columns

cDNA-Synthese

Omniscript RT Kit

Qiagen 205113

cDNA-Synthese

QuantiTect Reverse Transcription Kit

Qiagen 205311

DNA-Polymersase

AmpliTag® DNA Polymerase, with Buffer |

Applied Biosystems
N808-0166

Ethidium Bromide

Ethidium Bromide Solution,
Molecular Grade

Promega H5041

FACS-Ro6hrchen

5 ml polystyrene round bottom tube

BD Falcon™ 352052

Polypropylen Réhrchen

Greiner Bio-one

Falcons -10mi - 188271
- 50ml - 210261
. R PAA Laboratories GmbH
FCS Foetal Bovine Serum Category "EU A15-043 (2007)
Ficoll Ficoll-Paque™ PLUS GE Healthcare 17-1440-03
auf 10ml H2O:
Gelladepuffer 4g Sucrose Fluka 84100
500u! Bromophenol blue-Xylenecyanol Fluka 18047
CELLSTAR® Standard Zellkultur Flasche Greiner Bio-one:
- klein (50ml) - 690160
Kulturflaschen - mittlere (250 ml) - 660160
- groB (550 ml) - 658170

Kulturmedium

RPMI 1640 Medium (1X), liquid

Invitrogen 21875-034

Lysispuffer

auf 100ml H20:
8,02g Ammoniumchlorid
1g Kaliumhydrogencarbonat

Carl Roth K298.1
Merck 104852

0,037g EDTA Sigma-Aldrich E9884

PBS BIOCHROM AG - L1825
MACS-Puffer 0,5% BSA Sigma-Aldrich A4503
2mM EDTA Sigma-Aldrich ED2SS

Nonsense siRNA

Negative Control siRNA (5 nmol)

Qiagen 1022076

P/S

Penicillin/Streptomycin
(100x Concentrate)

PAA Laboratories GmbH
P11-010

PBS

PBS Phosphate Buffered Saline Dulbecco
(1x), ohne Ca2+/Mg2+

BIOCHROM AG - L1825

PCR-ReaktionsgefaBe

PCR-SoftTubes, einzeln (0,2 ml)

Biozym 711008

Pipette, mit Spitze

Greiner Bio-one:

Pinetten -5ml - 606180
p -10ml - 607180
-25ml - 760180
Pipettenspitzen (ohne Filter) ] ]
-10 pl - Greiner Bio-one 771291
-200 pl - Gilson, F161930
- 1000 pl - Gilson, F161670
Pipettenspitzen Micro-Filterspitzen Greiner Bio-one
-10 pl - 771288
-20ul - 774288
-200 ul - 739288
- 1000u - 740288
Propidiumjodid Propidium lodide Sigma-Aldrich P-4170
ReagiergefaB fur Mikrolitersysteme
. .. -0,5ml - Eppendorf 0030121023
Reaktionsgefafe -1,5ml - Sarstedt 72.690
-2,0ml - Sarstedt 72.695

RNAse-Inhibitor

Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor

Promega N2511

RNA-Extraktions-Kit

RNeasy Mini Kit (250)

- RNeasy-mini Spin Colums (Saulen)
- Auffangbehélter (2ml)

- Buffer RLT

- Buffer RW1

- Buffer RPE

Qiagen 74106
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- RNAse-freies Wasser

Saulen und Kolben
(Magnetic Separation)

MS-Colums
- Colums and Plungers

Miltenyii Biotec 130-041-201

Shredder (RNA)

QlAshredder

Qiagen 79656

siRNA HBP1

Hs_HBP1_1 HP siRNA

Qiagen S100434280

B-Mercaptoethanol

2-Mercaptoethanol 299.0%

Sigma-Aldrich M6250

SybrGreen |

QuantiTect SYBR Green PCR Kit

Qiagen 204145

TAE-Puffer

TRIS Acetate-EDTA buffer

Sigma-Aldrich T 9650

Transfections-Kit

Cell Line Nucleofector Kit V:

- Plastic pipettes

- Certified cuvettes

- pmaxGFP

- Supplement

- Cell Line Nucleofector Solution V

Amaxa Biosystems
VCA-1003

Transferpipette Transferpipetten - 3,5ml Sarstedt 86.1171.001
Tryptanblau Tryptanblau 50ml Fluka 2007867

Zellfilter (MoFlo) Filcons 30um, Syringe fitting Guenter Keul GmbH 030-33
Zellsieb

(Spongiosapraparation)

Zellsieb - 4pm

BD Falcon 352340
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7. Einwilligungserklirung zur ,,Untersuchungen zur Biologie humaner himatopoetischer Stammzellen‘

KLINIKUM

der Philipps-Universitat Marburg

Klinik fur Hamatologie, Onkologie
und Immunologie

Anstall des offentlichen Rechts, Sitz Marburg Direktor: Prof. Dr. A. Neubauer

Hausanschrift: Baldingerstraie, 35043 Marburg
Postanschrift: 35033 Marburg

Telefon: (06421) 28-66272 / 28- 66273
Telefax: 7 (06421) 28-66358

Email: neubauer@mailer.uni-marburg.de
Internet: www‘med.un]rmarburg de

Bearbeiter: Dr. med. Brendel

Patienteninformation

Untersuchung der Eigenschaften humaner hiimatopoietischer Stammzellen

Sehr geehrte Patientin, schr geehrter Patient,
wir mochten Sie um die Teilnahme an der o.g. Untersuchung bitten.

Wie sie vielleicht wis
zu verstehen, ist es 1

0 ist Leukimie (Blutkrebs) eine hiufige Erkrankung. Um diese besser
tig, auch gesunde Blut- und Knochemarksstammzellen vergleichend zu
betrachten. Wir untersuchen daher die Eigenschaften gesunder Blutstammzellen bei gesunden
Erwachsenen. Insbesondere sehr [riihe Vorlauferzellen der Blutbildung sollen von uns
genauer hinsichtlich ihres biologischen Verhaltens untersucht werden.

Die Blutstammzellen leben als ,,Knochenmark® in den Hohlrdumen zwischen
Knochenbilckehen aller groBen Knochen des Menschen. Bei einer Hiiftoperation mit
prothetischem Hiiftersatz wird ein wenig Knochensubstanz aus dem Oberschenkelknochen
entfernt, um dem Zement Halt zu verschaffen. Dies wird im Allgemeinen, genau wie der
entfe=ate Hiiltkopf selbst, verworfen.

Wir mochten Sie bitten, uns ein wenige Millimeter grofies Fragment von dem bei der
Hiiftoperation entfernten Knochen aus den Oberschenkelknochen oder Hiiftkopf zur
Verfugung zu stellen, um damit Untersuchungen an gesunden Blutstammzellen durchfiihren
zu kénnen.

Das Knochenmarksfragment erhdlt beim Eintreffen im Labor eine Probenummer, der Ihr
Name, ihr Alter und das Eingangsdatum zugeordnet ist. Alle weiteren Untersuchungen
werden anhand der anonymisierten Probenummer durchgefihrt.

Durch [hre Teilnahme an dem Studienprojekt wird ein besseres Verstindnis biologischer
Vorginge bei Blutstammzellen erzielt .Sie konnen tiber Ihre Teilnahme an der Untersuchung
selbstverstindlich frei entscheiden und Ihre Einwilligung jederzeit ohne Angabe von Griinden
widerrufen bzw. zurtickzichen. Im Falle einer Ablehnung werden Ihnen beziiglich Ihrer
weiteren Behandlung natiirlich keine Nachteile entstehen.

KLINIKUM

der Philipps-Universitat Marburg

Klinik fir Hamatologie, Onkologie
und Immunologie

Anstalt des offentlichen Rechts, Sitz Marburg Direktor: Prof. Dr. A. Neubauer

Hausanschrilt:  Baldingerslrale, 35043 Marburg
Postanschrift: 35033 Marburg

Telefon: (06421) 28-66272 / 28- 66273
Telefax: (06421) 28-66358

Email neubauér@man!er uni-marburg.de
Internet: www.med.uni-marburg.de

Bearbeiter: Dr. med. Brendel

EBinwilligungserklarung
Untersuchung der Eigenschaften humaner hiimatopoietischer Stammzellen
.............................................................. bin tiber Wesen, Bedeutung und Tragweite der

0.g. Studic aufgeklirt worden und habe die Patienteninformation gelesen und verstanden. Alle

Fragen zu dieser vorgeschenen Studie wurden von Herrn/Frau Dr. med.

zu meiner Zulriedenheit beantwortet.

Ich hatte gentigend Zeit [ir meine Entscheidung und bin bereit, cin bei der Operation
anfallende Knochenfragment {tir die Untersuchung von Blutstammzellen zur Verfligung zu
stellen. Ieh bin mit der im Rahmen der Studie erforderlichen Aulzeichnuhg von

Krankheitsdaten entsprechend der Patienteninformation einverstanden.

Ich weil3, dass ich jederzeit und ohne Angaben von Griinden meine Einwilligung zur
Teilnahme an dieser Studie widerrufen kann, ohne dass mir daraus Nachteile erwachsen.

Eine Ausfertigung des Aulklirungs-/Informationsblatts und der Einwilligungserklarung habe

N

ich erhalten.

Marburg, den

(Unterschrilt des Patienten)

(Unterschrift des Arztes)
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