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1 Einleitung

1.1  Akute myeloische Leukimie
1.1.1 Epidemiologie

Die akute myeloische Leukdmie (AML) ist eine maligne Neoplasie myeloischer Vorlduferzel-
len, bei der es zu einer ungehemmten klonalen Proliferation und fehlenden Ausdifferenzie-
rung in reife Blutzellen kommt. Die entstehenden Blasten verdringen das normale hdmatopo-
etische Zellspektrum und werden ins periphere Blut ausgeschwemmt (Estey und Dohner
2006). Laut Definition der World Health Organization (WHO) liegt eine Leukdmie vor, wenn
iiber 20% Blasten im Knochenmark oder peripheren Blut nachgewiesen werden konnen oder
unabhéngig von der Blastenzahl einer der folgenden Karyotypen vorliegt: t(8;21)(q22;q22),
inv(16)(p13g22), t(16;16)(p13;922) und t(15;17)(q22;q12) (Vardiman et al. 2009). Die AML
gehort mit einer jahrlichen Inzidenz von 4,0 auf 100.000 Personen zu den selteneren Erkran-
kungen. Die Inzidenz nimmt jedoch mit dem Alter zu. Mit einem durchschnittlichen Alter von
69 Jahren bei Erstdiagnose sind vorwiegend iltere Menschen betroffen (Juliusson et al. 2009;
Smith et al. 2011). Mit den heutigen Therapiemoglichkeiten betrdgt die durchschnittliche Re-
missionsrate fiir unter 60-Jahrige 72% (> 60-Jahrige 50%). Diese Remissionen bleiben bei 30-
40% der Patienten 4-5 Jahre bestehen (> 60-Jahrige 15%) (Krug et al. 2011).

1.1.2 Pathogenese

Die AML wird durch molekulare Aberrationen kritischer Gene in klonal expandierenden leu-
kdmischen Stammzellen begriindet. Charakteristisch sind neben zytogenetischen auch ver-
schiedene molekulare Veranderungen, die das Therapieansprechen und die Prognose wesent-
lich bestimmen (Valk et al. 2004). Von den Mutationen sind Gene, die eine zentrale Funktion
in der Myelopoese spielen, betroffen, z.B. RUNX1, CEBP/a oder andere. Dem ,,Two Hit Mo-
del* von Gilliland zufolge (s. Abb. 1) entsteht die Leukdmie durch eine Klasse I und eine
Klasse II Mutation. Durch die Klasse I Mutation, z.B. in einem Gen fiir einen Tyrosinkinase-
Rezeptor, kommt es zu einer iiberschieBenden Proliferation des malignen Klons. Die Klasse 11
Mutation bewirkt eine Blockade der Differenzierung und verhindert die Apoptose. Uber die
Bildung von Fusionsproteinen (z.B.Promyelocytic leukemia protein (PML)/Retinoic acid re-
ceptor (RAR)) oder die Mutation von Transkriptionsfaktoren wird die Differenzierung hima-

topoetischer Stammzellen inhibiert (Greenblatt et al. 2014).



Klasse 2 Mutation
beeintrichtigt
hématopoetische

Klasse 1 Mutation
vermehrte
Proliferation und

Differenzierung
und Apoptose z.B.
AMLI1/ETO und
PML/RAR

besseres
Uberleben z.B.
FLT3-Mutation

Abbildung 1: Model nach Gilliland.

Durch die Klasse-I-Mutationen kommt es zur ungehemmten Proliferation (Beispiel: FMS-like tyrosine kinase 3
(FLT3)) Klasse-II-Mutationen fiihren zu einem Differenzierungsblock (Beispiele: PML/RAR, Acute myeloid
Leukemia 1 (AMLI1)/ Eight-Twenty One Oncoprotein (ETO)). Abbildung modifiziert nach (Kelly et al. 2002).

1.1.3 Diagnostik, Klassifikation und Prognose

AML-Patienten prasentieren sich klinisch mit unspezifischen Symptomen, weshalb bei einem
auffilligen Blutbild (Granulozytopenie, Andmie, Thrombozytopenie) hidmatoonkologische
Erkrankungen differentialdiagnostisch immer in Betracht gezogen werden miissen. Erhirtet
sich der Verdacht der Leukédmie, wird eine Knochenmarkpunktion (Knochenmarkzytologie/-
zytochemie und — biopsie) durchgefiihrt (Dohner et al. 2010). Die Identifizierung der Sub-
gruppe erfolgt mittels Immunphénotypisierung, Zytogenetik und Molekulardiagnostik. Die
Klassifikation der AML dient der Einteilung in Risikogruppen zur Einschiitzung der Prognose
und als Hilfe zur Therapieentscheidung. Zusitzlich zu den zytogenetischen Verdnderungen ist
das Alter bei der Erstdiagnose ein wichtiger Prognosefaktor (Krug et al. 2011). Seit 1976 er-
folgt die Klassifikation durch die French American British Association (FAB-Association).
Die FAB-Einteilung der Leukidmien basiert auf zytomorphologischen Kriterien, die oftmals
mit bestimmten Karyotypen assoziiert sind (Bennett et al. 1976). Die seit 1995 existierende
und zuletzt 2008 aktualisierte WHO-Klassifikation (Vardiman 2010) erweitert die Einteilung
durch zytogenetische und molekulare Kriterien, die aufgrund der genetischen Variabilitit der
AML notwenidig sind (Harris et al. 1999; Vardiman et al. 2002). Diese AML-Subgruppen
konnen in Risikogruppen aufgeteilt werden, die eine Prognose iiber die durchschnittliche
Uberlebenszeit und Rezidivrate erlauben. Die Hochrisiko-Gruppe ist definiert durch einen
komplexen Karyotyp oder Aberrationen der Chromosomen 3, 5 oder 7; wobei ein komplexer

Karyotyp, einer AML mit mehr als drei zytogenetischen Aberrationen entspricht (Breems et
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al. 2008; Byrd et al. 2002). In dieser Hochrisiko-Gruppe liegt das 3-Jahres-Uberleben bei 12%
(Patel et al. 2012). Patienten der Intermediérrisiko-Gruppe besitzen hiufig einen normalen
Karyotyp und weisen ein 3-Jahres-Uberleben von 42% auf (Patel et al. 2012). Die beste Prog-
nose mit einer kompletten Remission in 95% der Fille und einem 2-Jahres-Uberleben von
86% haben Patienten mit t(15;17) Translokationen (Niedrigrisiko-Gruppe, Lo-Coco et al.
2013). Patienten mit t(8;21) und inv(16) zeigen mit einer Heilungsrate von 59% ebenfalls eine
gute Prognose und werden daher auch zur Niedrigrisiko-Gruppe gezihlt. Das Gesamt 3-
Jahres-Uberleben der Niedrigrisikogruppe liegt bei 64% (Patel et al. 2012). Auch bestimmte
Mutationen spielen eine prognostische Rolle. Bei Patienten mit normalen Karyotyp sind hiu-
fig FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT3)-, Mixed-lineage leukemia (MLL)-, sowie Nucleophos-
min (NPM1)- und CCAAT/enhancer binding protein alpha (CEBPA )-Gene betroffen. Wihrend
Mutationen der NPM1- und CEBPA-Gene prognostisch giinstig sind, sind FLT3- und MLL-

Mutationen mit einer schlechten Prognose assoziiert (Schlenk et al. 2008; Patel et al. 2012).
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Abbildung 2: Einteilung in die Risikogruppen.
Die Einteilung in die Risikogruppen erfolgt anhand der Zytogenetik (Patel et al. 2012).

1.1.4 Chemotherapie

Klassischerweise erfolgt die Therapie in zwei Phasen. Mit der Induktionstherapie soll zu-
nichst eine komplette Remission erreicht werden (Stone et al. 2004). Hierfiir wird iiblicher-
weise ein Anthrazyklin (Idarubicin, Daunorubicin) mit Cytosin-Arabinosid (Ara-C) kombi-
niert (Tallman et al. 2005). Bei der kompletten Remission werden weniger als 5% Blasten im
Knochenmark, keine malignen Blasten, sowie mehr als 1.000 Neutrophile und 100.000
Thrombozyten im peripheren Blut nachgewiesen (Cheson et al. 2004). Bei einer kompletten
Remission sind die Chancen einer kurativen Therapie erhoht (Cheson et al. 2004). Die an-
schlieBende Postremissionstherapie (Konsolidierungstherapie) dient dem Erhalt der komplet-

ten Remission. Ohne eine Postremissionstherapie ist ein Rezidiv sehr wahrscheinlich. Die
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Postremissionstherapie besteht aus einer Hochdosistherapie mit Ara-C, einer intensiven Che-
motherapie oder einer autologen oder allogenen Stammzelltransplantation (Tallman et al.
2005; Mayer et al. 1994). Die Wahl der Therapie ist abhingig von der Risikoeinteilung und
dem Allgemeinzustand des Patienten (Alter und Komorbiditit) (Dohner et al. 2010). Befindet
sich der Patient in einem sehr schlechten Allgemeinzustand und fehlen ihm die Reserven, die
neutropene Phase einer solchen Chemotherapie durchzustehen, kann eine palliative Therapie
(,,Best supportive Care*) indiziert sein (Estey 2000). Zur Steigerung der Spezifitit und Effek-
tivitdt der AML-Therapie ist die Aufkldrung der Pathogenese erforderlich. Auf der Basis der
Erkenntnisse zur Pathogenese der Akuten Promyelozyten Leukdmie (APL) konnten erhebli-
che Fortschritte im Therapieregime erzielt werden. Die APL ist ein heute gut therapierbarer
Subtyp der AML und durch die t(15;17)(q22;q11.2) Translokation mit Expression des
PML/RAR Fusionsprodukt charakterisiert (Kalantry et al. 1997). Das Fusionsprodukt fiihrt zu
einer Blockade der durch physiologische Retinsdurekonzentrationen ausgelosten Differenzie-
rung. Mit Hilfe des Vitamin A-Derivat All-Trans-Retinsdure (ATRA) lédsst sich die Differen-
zierung der Promyeolzyten induzieren (Pandolfi 2001). Daher wird die APL mit ATRA in
Kombination mit einer Chemotherapie (z.B. Anthracyclin oder Arsen) therapiert (Lo-Coco et
al. 2013; Sanz et al. 2004). Mit dem aktuell angewandten Therapieregime wird in 95% der
APL-Fille eine komplette Remission und ein 2-Jahres-Uberleben von 86% erreicht (Lo-Coco
et al. 2013). Ein mdgliches, neues Therapeutikum ist der Histon Deacetylase Komplex
(HDAC)-Inhibitor, Valproinsdure (VPA). Die verianderte HDAC-Funktion bewirkt eine ver-
mehrte Deacetylierung der Histone und somit die Inhibition der Tumorsuppressoren und der
Zelldifferenzierung (Kuendgen et al. 2004). VPA fiihrt zu einer Hyperacetylierung der Histone
und induziert die Differenzierung und Apoptose der betroffenen Zellen (Géttlicher et al.
2001). ATRA verstirkt den positiven Effekt von VPA auf die Differenzierung. Die kombinier-
te Therapie aus VPA/ATRA stellt eine mogliche Alternative, insbesondere fiir Patienten mit
Komorbidititen, hohem Alter und/ oder schlechtem Allgemeinzustand dar (Ritter et al. 2006;
Kuendgen et al. 2004). Bisher zeigte eine VPA/ATRA-Therapie in unterschiedlichen Studien
unterschiedliche Erfolge (Kuendgen et al. 2004), was auf das unterschiedliche

Therapieansprechen verschiedener Patientengruppen zuriickgefiihrt wird (Bug et al. 2005).



1.2  Das Onkogen SKI
1.2.1 Aufbau des SKI-Proteins

SKI wurde als transformierendes Protein im Sloan-Kettering Virus von Vogeln identifiziert.
Eine Uberexpression von SKI induziert die Transformation der Fibroblasten von Hiihneremb-
ryos (Stavenzer et al. 1981). Das Amino-(N)-terminale Ende besteht aus einer Dachshund-
Homology-Domine (DHD), welche die SKI-Genfamilie definiert (Wilson et al. 2004). Die
Oberfliche der SKI-DHD unterscheidet sich von der DNA-bindenden Oberfliache anderer
Dachshund-Proteine. Daher wird angenommen, dass c-SKI iiber seine DHD priferentiell an
Proteine statt an DNA bindet (Wilson et al. 2004). Ein weiterer Bestandteil des N-terminalen
Endes ist die SAND (benannt nach den Proteinen Sp100, AIRE-1, NucP41/75, DEAF-1)-
Domine, die wahrscheinlich ebenfalls der Proteininteraktion dient (Wu et al. 2002). Das Car-
boxy-(C)-terminale Ende von SKI unterscheidet sich von dem der anderen Mitglieder der SKI
Genfamilie. Es besteht aus fiinf Tandem-Wiederholungen mit je 25 Aminosiduren sowie einer
Leucin-Zipper-dhnlichen Struktur. Es wird angenommen, dass dieser Teil von SKI zur Bil-
dung von Homodimeren und Heterodimeren mit seinen engsten Verwandten SKl-related no-
vel Protein (SnoN) genutzt wird (Stavenzer et al. 1981; Bonnon und Atanasoski 2012). SKI

kann nur in Anwesenheit seiner zelluldren Partner an DNA binden (Bonnon 2012).

1.2.2 Regulation und Interaktion mit nukledren Proteinen

SKI interagiert als Bestandteil verschiedener Signalkaskaden mit multiplen Bindungspartnern
und wird in einigen Tumorzellen vermehrt exprimiert (Bonnon 2012). Die AG Neubauer
konnte eine Uberexpression von SKI in der prognostisch ungiinstigen AML-Konstellation
-7/del7q nachweisen (Ritter et al. 2006). Die mogliche Ursache fiir die erhohte Expression
von SKI konnte ein Verlust von micro-Ribonukleinsdure-29a (miRNA29a) sein, welche auf
dem Chromosom 7q32 lokalisiert ist. Beim Karyotyp -7/del7q ist die miRNA29a Bildung
reduziert, wiahrend SKI vermehrt synthetisiert wird (Teichler et al. 2011; Ritter et al. 2006).
Auch in AML-Patientenproben korreliert die Bildung von SKI und miRNA29a invers. SKI
nimmt {iber verschiedene Bindungspartner Einfluss auf die, fiir die Myelopoese wichtige,
Transkriptionsfaktoren. Die Erkenntnis, dass mit Retinsdure behandelte Mause einen dhnli-
chen Phénotyp aufweisen wie ski-/- fiihrte zu der Annahme, dass SKI die RARa induzierte
Transkription supprimiert (Dahl et al 1998). Der nukledre Hormonrezeptor RARa induziert
die Zelldifferenzierung. In Abwesenheit von Retinsdure rekrutiert RARa den N-CoR-SMRT-

Sin3a-HDAC-Komplex und hemmt gemeinsam mit diesen Korepressoren die Transkription
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seiner Zielgene. Physiologische Mengen von Retinsdure fithren zur Auflosung des Komplexes
und zur Induktion der Differenzierung (Pandolfi 2001). In Forschungsarbeiten der AG
Neubauer konnte nachgewiesen werden, dass SKI den RARa inhibiert und dadurch die Tran-
skription seiner Zielgene inhibiert. Dafiir rekrutiert SKI den Nuclear Receptor Co-Repressor
(N-CoR) und den Silencing mediator for RAR und Thyroid Receptors (TR) (SMRT), Sin3a
und HDAC Komplex (s. Abb 3) (Nomura et al. 1999). N-CoR bindet an die Liganden-
bindende Domine von RARa und inhibiert so die entsprechende Signalkaskade durch Kom-
petition (Horlein et al. 1995). Zudem zeigten AML-Subgruppen mit einer geringeren SKI
Expression tendenziell einen besseren Therapieerfolg unter ATRA als AML-Subgruppen mit
einer stirkeren SKI Expression (Teichler et al. 2008). Dariiber hinaus bindet und antagonisiert
SKI den Transkriptionsfaktor PU.1 (Ueki et al. 2008). Es wird angenommen, dass PU.1 we-
sentlich an der Entscheidung beteiligt ist, in welche Zelle eine hamatopoetische Stammzelle
differenziert. Der Verlust von PU.1 in Miusen fithrt zum Verlust von myeloischen Zellen
(Vangala et al. 2003). Diese Befunde deuten darauf hin, dass SKI eine entscheidende Rolle in
der Pathogenese der AML spielt.

ATRA

°® |—VPA
@

RARa

RARE > Zielgene

Abbildung 3: Schematische Darstellung der SKI-Interaktion mit RARa.
SKI rekrutiert den N-CoR, HDAC Komplex und inhibiert den nukleédren Rezeptor RARa. Der Komplex verhin-
dert die Bindung des Liganden an RARa und damit die Induktion zur Transkription der Zielgene. Rote Linien =

Inhibition, schwarze Linien = Induktion.

1.3  Der Transkriptionsfaktor GFI-1
1.3.1 Aufbau von GFI-1

Ein weiterer fiir die AML bedeutsamer Transkriptionsfaktor ist Growth Factor Independent-1
(GFI-1). Der GFI-1- Lokus wurde bei der Suche nach Proto-Onkogenen fiir ein Interleukin-
(IL-2)-2 unabhingiges T-Zelllymphomwachstum entdeckt (Gilks et al. 1993). Dazu wurden
doppelttransgene Miuse (Prim-1/L-myc) mit dem nicht akut transformierenden Molony

murine Leukemia Virus (MoMuLV) infiziert. Bei der Indentifizierung der Integrationsstellen
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des Provirus wurde der GFI-1-Lokus gefunden (Schmidt et al. 1996). Bei GFI-1 handelt es
sich um einen Transkriptionsrepressor, der im Zellkern lokalisiert ist. Das N-terminale Ende
besteht aus 20 Aminoséduren und wird als SNAG-Domine bezeichnet. Diese kann mit Protei-
nen interagieren und eine Modifikation der Histone bewirken. Am C-terminalen Ende befin-
den sich sechs C2H2-Zink-Finger, von denen drei bis fiinf sequenzspezifisch DNA binden
konnen (Zweidler-Mckay et al. 1996; Grimes et al. 1996). Der dazwischenliegenden Interme-
diirdomine werden Aufgaben im Rahmen der Transkriptionsregulation, des Ribonukleinséu-

re-(RNA)-Splicing und der Proteinmodifikation zugewiesen (Fiolka et al. 2006).

1.3.2 Reaktion und Interaktion mit nukledren Proteinen

GFI-1 ist an der Entwicklung und Funktion himatopoetischer Stammzellen, B- und T- Zellen,
dendritischen Zellen, sowie Granulozyten, aber auch an der Entwicklung von Innenohr-, Lun-
gen- und Darmzellen beteiligt (Shroyer et al. 2005; Jin et al. 2006). Aufgrund seiner wichti-
gen Rolle bei der Differenzierung myeloider Zellen fiihrt der Verlust von GFI-1 zu einer aus-
geprigten Neutropenie und zur Akkumulation monozytdrer Zellen (Zeng et al. 2004).
Patienten mit kongenitaler Neutropenie konnen zudem Mutationen im GFI-1 Gen aufweisen
(Karsunky et al. 2002). GFI-1 interagiert mit multiplen fiir die Myelopoese wichtigen Tran-
skriptionsfaktoren (Van der Meer et al. 2010). Ein wichtiger Interaktionspartner von GFI-1 ist
sein Paralog GFI-1b. Die SNAG und Zink-Finger-Doménen von GFI-1 und GFI-1b weisen
89% Ahnlichkeit auf, wihrend die Intermediirdomine sich lediglich zu 35% dhneln (Fiolka et
al. 2006). Beide Transkriptionsfaktoren haben dhnliche molekulare Effekte, wirken aber in
spezifischen Geweben. In gfi-1 -/- Miusen wurde die gfi-1 Genregion durch die fiir gfi-1b-
kodierende Sequenz ersetzt. Die hdamatopoetischen Phénotypen waren in den Méusen nahezu
nicht beeintréachtigt, die Tiere litten aber u.a. an Horverlust (Laurent et al. 2009). Zudem kon-
nen GFI-1 und GFI-1b ihre Synthese gegenseitig regulieren und sind auch zur Autoregulation
in der Lage (Huang et al. 2007; Vassen et al. 2005; Montoya-Durango et al. 2008). Weiterhin
ist GFI-1 ebenfalls ein direkter Bindungspartner fiir den Transkriptionsfaktor PU.1 (Dahl et al.
2007, s. Kap. 1.2.2.). PU.I interagiert wiederum mit dem Interferon consensus sequence-
binding protein (ICSBP, auch Interferon regulatory factor 8 (IRFS)), welches die Makropha-
gendifferenzierung induziert. Eine potenzielle Interaktion zwischen PU.1 und dem ICSBP ist
interesant, weil icsbp -/- Miéuse gehiuft chronische myeloische Leukdmien (CML) entwickeln
und weil in AML- und CML-Patienten die Produktion von ICSBP niedriger ist (Dror et al.

2007). Eine Interaktion zwischen beiden Transkriptionsfaktoren konnte die tumorsupprimie-
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rende Aktivitit von ICSBP in myeloiden Zellen erkldaren (Schmidt et al. 2004; Huang et al.
2007; Dror et al. 2007). AuBerdem bindet GFI-1 an das ETO. Der Korepressor ETO intera-
giert z.B. mit Sin3a, N-Cor und dem HDAC-Komplex. Gemeinsam mit AMLI1 (auch bekannt
als runt-related transkription factor 1 (RUNXT1)) bildetet er das Fusionsprodukt AMLI1/ETO
welches mit der Chromosomentranslokation t(8;21) assoziiert ist. AMLI1 induziert durch di-
rekte DNA-Bindung die Myelozytendifferenzierung, welche jedoch durch Bildung des Fusi-
onsproduktes inhibiert wird. GFI-1 assoziiert auch mit dem Fusionsprodukt AML1/ETO
(McGhee et al. 2003). Zusammenfassend beschreiben diese Erkenntnisse wie GFI-1 mit Hilfe
seiner Bindungspartner Einfluss auf die Himatopoese nimmt, und bestdtigen, dass GFI-1 wie

das Onkogen SKI ein wichtiger Bestandteil der Pathogenese der AML ist.

\ Differenzierung myeloider

/\ Vorlauferzellen

Abbildung 4: Vereinfachte Darstellung von GFI-1 wund seinen Interaktionspartnern.
Dargestellt ist die Interaktion mit PU.1 und ETO. GFI-1 antagonisiert PU.1 und inhibiert die Makrophagendiffe-
renzierung, sowie die Differenzierung myeloider Vorlduferzellen (Dahl et al. 2007). Das Fusionsprodukt
AMLI/ETO fiihrt zum Differenzierungsblock myeloider Vorlduferzellen. GFI-1 interagiert mit AMLI/ETO.
Weiterhin ist eine Interaktion zwischen ETO und dem HDAC-Komplex, sowie GFI-1 und dem HDAC Komplex
beschrieben. Eine Blockade der Differenzierung iiber den HDAC-Komplex wird angenommen. ETO interagiert

mit Sin3a und N-COR (McGhee et al. 2003). Rote Linien = Inhibition, schwarze Linien = Induktion.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Das steigende Wissen iiber Onkogene und Transkriptionsfaktoren als Regulatoren der Hima-
topoese geht mit einem zunehmenden Verstdndnis der komplexen Pathogenese der AML ein-
her. Ziel der vorliegenden Arbeit war es die Rolle von SKI und GFI-1 im komplexen Zusam-
menspiel der Transkriptionsfaktoren bei einer AML zu analysieren. Basierend auf der
Annahme, dass SKI und GFI-1 dieselben Zielgene aufweisen (Velu et al. 2008), untersucht

diese Arbeit eine mogliche Interaktion des Onkogens SKI als Korepressor fiir GFI-1.
Dazu sollten zunichst Proben von AML-Patienten beziiglich

e ciner potenziellen Korrelation zwischen SKI/GFI-1 Expression und Uberleben der Pati-

enten

e ciner potenziellen Korrelation zwischen SKI/GFI-1 Expression und der Zugehorigkeit

zu einer Risikogruppe
¢ und einer potenziellen Korrelation zwischen der SKI und GFI-1 Expression

untersucht werden. Weiterhin sollten in HL60- und U937 Zellen, deren SKI Expression supp-
rimiert wurde, die GFI-1, PU.I und ICSBP Expression analysiert werden, um eine mogliche

Interaktion von SKI als Korepressor fiir GFI-1 zu evaluieren.
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3 Patienten, Material und Methoden

3.1 Patienten

Im Rahmen der Dissertation wurden 71 Proben aus Knochenmark oder peripheren Blut von
Patienten mit AML der Universitétsklinik Marburg gewonnen. Die Patienten gaben ihr Ein-
verstdndnis, dass diese Proben fiir Forschungszwecke verwendet werden diirfen. Zudem ver-
fiigt die AG Neubauer iiber ein Ethikkomissionsvotum zur Nutzung dieser Patientenproben
fiir Forschungszwecke. Die Proben dieser Patienten wurden anhand ihrer Karyotypen und
zytogenetischen Eigenschaften in die Risikogruppen Hoch-, Intermedidr- und Niedrigrisiko
eingeteilt (s. Abb. 2) (Dohner et al. 2010). Aus der Patiententabelle mit anonymisierten Daten
(s. Tab. 1) gehen, sofern die Daten vorhanden waren, die Anzahl der Blasten, die Karyotypen,
das Geburtsdatum der Patienten, das Datum der Erstdiagnose, sowie das Datum der Proben-

entnahme, der Verlauf und der Todeszeitpunkt hervor.
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Tabelle 1: Patiententabelle. Die Tabelle beinhaltet das Ausmaf} der SKI und GFI RNA Expression, die Anzahl der Blasten, die Karyotypen, das Geburtsdatum der Patienten, das

Datum der Erstdiagnose, sowie das Datum der Probenentnahme, der Verlauf und der Todeszeitpunkt der 71 Patienten.

*Survival counted from Date of Sample Removal to Date of De: 01.07.2010

) . Datum . Leuko- - lebend=1
F;iel:: Risiko g:nr Es;(klr Alter Probenent- Er:::'s': BI::::" Karyotyp Mutation N:::T zyten :;t:::TEgc;ll Verlauf und Therapie l::e.;-l:l:‘n
Y P P nahme 9 [G/1] 9 tot=0
1.- 3. Induktion: Ara C und Daunorubicin; 1.- 3.
Konsolidation: Ara C; 2009 Rezidiv;
2 niedrig | 5,54] 0,02 74 18.06.2008 | 2008/06 87% Translokation (8;21) KM 21 4,61 Hydroxycarbamidtherapie; PXD101-Studie Arm B: 336 0
PXD101 und Idarubicin; 2. Zyklus PXD101-Studie;
verstorben
. . 1. Zyklus: Ara C und Daunorubicin und Vesanoid; 2.
3 niedrig | 2,73]| 0,03 49 18.08.2008 | 2008/08 93% 46><Y,t(15,17)(qi]2.q12)[16]46><Y[ KM 2,66 8,46 Zyklus: Ara C und Daunorubicin; CR (Complete 682 1
Remission); follow-up 20.09.2010
AML 2003 Studie Arm B; 1. Zyklus: Ara C und
4 | niedrig [1.19] 0.06| 52 09.03.2009 | 2009/03 | 13% 46XY, normaler Karyotyp NeM1 | kM | 546 58,8 Daunorubicin; CR; 2. Zyklus: Ara C und 479 1
Daunorubicin, Konditionierung; Allogene
Stammzelltransplantation; follow-up 23.08.2010
AML 2003 Studie Arm A; 1. und 2. Induktion: Ara C
R ® und Daunorubicin; CR; 1. und 2. Konsolidierung: HD
5 niedrig | 3,54| 0,16 24 27.04.2009 | 2009/05 13% 46XY, normaler Karyotyp NPM1 KM 2,9 39 (Hochdosis)-Ara C; 3. Konsolidierung: Ara C; follow- 430 1
up 16.08.2010
46XY, inv(16;16)(13p;22q)16 von AML 2003 Studie Arm B; 1. und 2. Induktion: Ara C
6* niedrig | 3,81] 0,14 56 30.05.2006 | 2006/05 50% 25 Metaphasen; Trisomie KM und Daunorubicin; 1.- 3. Konsolidierung: Ara C; CR
22(47XY) 2009
AML 2003 Studie Arm A; 1. und 2. Induktion: Ara C
und Daunorubicin; 1.- 3. Konsolidierung: HD-Ara C;
. . Rezidiv; Chemo mit IDA-FLAG; Konditionierung;
7 niedrig | 2,35| 0,11 52 20.09.2006 | 2006/00 | 63% 46XY[6]’46XY":3‘;'(16)(p13q22)[1 pB 50,7 18,2 Allogene Stammzelltransplantation; Rezidiv; 1. 1380 1
Zyklus: IDA-FLAG; CR; Ara C, Mitoxantron und
Methotrexat; Konditionierung; 2. Allogene
Stammzelltransplantation; follow-up 12.08.10
— . 1. und 2. Zyklus IDA-FLAG (reduzierte Dosis); 1.- 3.
o
8 niedrig | 0,97] 0,05 63 17.11.2006 | 2006/11 51% Inversion 16 pB 51,8 723 Konsolidierung: Ara C; follow-up 03.08.2010 1322 1
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Datum Leuko- -
i i ia- - - - lebend=1
:iet: Risiko g:nr Esxklr Alter Probenent- Er:‘:;: BI:::" Karyotyp Mutation M:: zyten :I‘;;:";g;] Verlauf und Therapie l::?;el::
v pr| =xP nahme 9 L i 9 tot=0
9 06| 061 80% KM AML 2003 Studie Arm C; 1. und 2. Induktion: Ara C
und Daunorubicin; 1. Konsolidierung: MAC
I (Methotrexat/Actinomycin-D/ Cyclophosphamid), Ara
niedrig 40 16.04.2007 | 2007/04 46XX NPM1 15,6 179 C und Mitoxantron; 2. und 3. Konsolidierung: HD- 1172 1
Ara C; CR; peristierende Remission (2008); follow-
up 26.07.2010
SORAML Studie; Ara C und Daunorubicin und
- o ;
10 niedrig | 1,78] 0,08 71 06.07.2007 | 2007/07 59% NPM1 KM 1,52 206 Sorafenib: CR 2007: verstorben 239 0
11 niedrig | 0,38] 0,18 69 21.04.2008 | 2008/04 72% 46XY, normaler Karyotyp NPM1 pB 246 45,2 Induktion: Ara C und Daunorubicin; verstorben 0 0
12 1,39] 0,22 KM
t(8;21) (922; g22) / AML1-ETO
positiv
(zuséatzlich Trisomie 5 in 5
niedrig 32 19.08.2004 | 2004/08 | 65% | Metaphasen und Verdopplung Am 05.05.2010 letzte follow-up Untersuchung nach 2142 1
5 Jahren
des aberranten
Chromosomensatzes in 4
Metaphasen)
13 o 1,34] 0,29 pB . .
niedrig 91 16.08.2005 | 2005/08 88% 233 91 Zytoreduktiontherapie; verstorben 13 0
14 2,75] 03 pB
AIDA 2000-Studie; Induktion: ATRA und ldarubicin;
. . 1. Konsolidierung: ATRA und Daunorubicin; 2.
o . .
niedrig 44 07.04.2006 | 2006/04 68% 46XX, 1(15;17)(q22;921) 35 180 Konsolidierung: Mitoxantron: CR 2010: follow-up 1546 1
13.07.2010
AML-Studie 2003; 1. und 2. Induktion: Ara C und
Daunorubicin; 1. Konsolidierung: HD-Ara C und
{5 niedrig | 0,19] 0,08 61 25.08.2008 | 2008/08 5% 46XX [11] NPM1 pB Mitoxantron; 2. Konsolidierung: Ara C und mAMSA; 675 1
CR; letzte Vorstellung am 31.05.2010, follow-up
30.08.2010
AML 2003 Studie Arm C; 1. und 2. Induktion: Ara C
- und Daunorubicin; 1. und 3. Konsolidierung: HD-Ara
16 niedrig | 0,35] 0,05 46 08.08.2008 | 2008/08 46XY, normaler Karyotyp NPM1 pB 150 C und Mitoxantron: 2. Konsolidierung: HD-Ara C 692 1
und mAMSA,; CR 03/2010; follw-up am 21.09.2010
AML 2003 Studie Arm D; 1. und 2. Induktion: Ara C
17 | niedrig | 0.97| 0.2 59 02.06.2008 | 200805 | 17% 47XX, +4[4]:46XX[20] NPM1 kM | 124 W) (DENRERISETE GRS . MEnSEEEE AR CUE] | gp 0

Mitoxantron; 2. Konsolidierung: Ara C und mAMSA;
verstorben
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- - Datum . Leuko- - lebend=1
:iel: Risiko g:nr Es;(klr Alter Probenent- Er::dslz BI:::_:" Karyotyp Mutation M:: zyten :h;‘:‘"EZ‘/)I] Verlauf und Therapie L::?;':‘:;"

y P P nahme g e/ yt g tot=0
19 mittleres | 5,94 0,21 83 25.11.2005 | 2005/11 84% 46XY, normaler Karyotyp KM 82,7 Ara-C; verstorben 20 0
20 | mittieres | 2,43] 0,37| 61 28.12.2005 | 2005112 | 82% Trisomie 13 KM | 21,2 T ] 2, (VTR A1 & (T BV AT e 248 0

Konsolidierung: HD-Ara C; verstorben
AMLSG 06-04 Studie Arm A; 1. und 2. Induktion:
21 | mittieres | 0,84| 0,06 72 17.01.2006 | 2006/01 | 70% 46XX KM 20 Ara C und ATRA; 1. Konsolidierung: Ara C und 568 0
Mitoxantron; 2. Konsolidierung: Etoposid, Idarubicin
und ATRA,; Rezidiv; IDA-FLAG; verstorben
AML 2003 Studie Arm A; 1. und 2. Induktion: Ara C
. S und Daunorubicin; 1.- 3. Konsolidierung: Ara C; CR;
22 mittleres | 1,31] 0,22 63 07.02.2006 2004/07 10% 46XY, normaler Karyotyp KM 54 Rezidiv; IDA-FLAG; Konditionierung; Allogene 1605 1
Stammzelltransplantation; follow-up 04.10.10
23* mittleres | 0,44 0,29 76 18.04.2006 | 2006/04 98% 46XY, normaler Karyotyp pB 56,5 27 Lost to follow-up
AML 2003 Studie; 1. und 2. Induktion: Ara C und
Daunorubicin; 1. Konsolidierung: Ara C und
Mitoxantron; CR; 2. Konsolidierungen: Ara C und
24 mittleres | 4,14| 0,52 24 15.05.2006 | 2006/05 50% 46XY, normaler Karyotyp KM 1,54 74 mAMSA,; 3. Konsolidierung: HD-Ara C; Rezidiv; Ida- 1508 1
FLAG; Konditionierung; Allogene
Stammzelltransplantation; Ara C und VPA ; 1.
Zyklus: Ara C; follow-up 13.09.2010
CMML mit Ubergang in
25 mittleres | 0,63] 0,14 75 26.06.2006 | 2006/06 | 18-20% | sekundare AML 46XY, normaler KM 40 1 Hydroxycarbamidtherapie; verstorben 121 0
Karyotyp
1. und 2. Induktion: Ara C und Daunorubicin; 1. und
26 mittleres | 2,62 0,75 57 23.08.2006 | 2006/05 90% 46XX [25] KM 2. Zyklus: IDA-FLAG; Konditionierung; Allogene 218 0
Stammzelltransplantations; verstorben
27 | mittieres | 3,34] 0,06| 55 31.08.2006 | 2006/08 | 8% 46XX KM | 147 00,8 | AML 2003 Studie Am D; 1. und 2. Induktion: Ara C | 5 1
und Daunorubicin; follow-up Ende Juli
5 MDS RAEBII; Konditionierung; Allogene
-B9
28 mittleres | 1,37] 0,14 66 26.10.2006 | 2006/10 4-6% 46XY, normaler Karyotyp KM 3,39 Stammzelltransplantation: follow-up 20.07.2010 1344 1
AML 2003 Studie Arm A; 1. und 2. Induktion: Ara C
29 mittleres | 1,16] 0,1 63 21.12.2006 | 2006/12 30% 46, XX (26) KM 52,2 156 und Daunorubicin; 1.- 3. Konsolidierung: Ara C; CR; 1288 1

follow-up 02.09.2010
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Datum

Leuko-

i i ia- - - - U lebend=1
Ziel: Risiko EG):”r ESxklr Alter Probenent- Er::.:: BI::::" Karyotyp Mutation M::T zyten :htrezn;(l?/)l] Verlauf und Therapie l’::?:ienn
Y pr| Exp nahme 9 e |? 9 tot=0
30* | mittieres | 0,5 | 0,15 78 17.04.2007 | 2004/04 | 50-60% 46XY, normaler Karyotyp kM | 175 507 (FEIERREER Gl mﬁfﬁrea; IRetiliep (LoD
31 mittleres | 1,62| 0,65 77 02.06.2008 | 2008/05 65% 46XY, normaler Karyotyp KM 262 Ara C und Daunorubicin; verstorben 8 0
1. und 2. Induktion: Ara C und Idarubicin; 1. und 2.
DTFLd, Konsolidierung: Ara C; Konditionierung; Allogene
32 mittleres | 2,19| 0,97 64 16.03.2007 | 2007/03 45XY FLT3-LM, KM >20 9: - . 9; 9 443 0
LAIP Stammzelltransplantation; Rezidiv; Ara C und
Nexavar; verstorben
33" 043] 0,61 KM SORAML Studie; 1. und 2. Induktion: Ara C und
Daunorubicin; 1. und 2. Konsolidierung: HD-Ara C;
mittleres 69 12.04.2007 | 2007/04 | 80-90% 46XY, del(7)(q21 q36) [20] 593 105 CR; CMML; Rezidiv; Ara C und Idarubicin;
Remission/MDS; 4. Zyklus mit Azacitidin, Lost to
follow-up
2007/06 N . ion-
35* | mittieres | 3.2 | 0,15 61 19.06.2007 17% Trisomie 8 KM AML 2003 Studie Arm D; 1. und 2. Induktion: Ara G
und Daunorubicin, Lost to follow-up
SORAML Studie; 1. und 2. Induktion: Ara C und
36 | mittleres | 0,69| 0,83 25 14.08.2009 | 2009/08 | 82% 46XY, del(6)(q13923)[3] km | 4,36 172 (CETRERTENE Wh) (HECEE) SCREIEER (et 321 1
! ’ o ° ! ’ Konsolidierung: Ara C und Placebo/ Sorafenib; CR;
follow-up 07.10.10
SORAML Studie; 1. und 2. Induktion: Ara C und
Daunorubicin und Placebo/Sorafenib; 1. und 2.
) o ;
37 mittleres | 1,05] 5,31 48 11.11.2009 | 2009/11 90% 46XY, normaler Karyotyp NPM1 KM 4,02 6,19 Konsolidierung: Ara C und Placebo/ Sorafenibs; 232 1
follow-up 19.08.10
1. und 2. Induktion: Ara C und Daunorubicin; 1.
38 mittleres | 3,29] 0,55 67 07.01.2010 | 2010/01 65% 46XY, normaler Karyotyp KM 39,5 40,4 Konsolidierung: Ara C; CR; 2. Konsolidierung: HD- 175 1
Ara C; follow-up 16.06.2010
SORAML Studie; 1. und 2. Induktion: Ara C und
39 mittleres | 2,53] 0,32 61 18.01.2010 2010/01 15% 47XY,+idic(15)(q11)[20] pB 39,8 823 Daunorubicin; Ausschluss aus Studie; 1.- 3. 164 1
Konsolidierung: HD- Ara C; follow-up 19.08.10
L ATXxE)nue SORAML Studie; 1. und 2. Induktion: Ara C und
ISh(ETOXS, 47X, +8{1}nuc Daunorubicin und Studienmedikation; CR; 1. und 2
40 mittleres | 1,69 0,38 55 12.02.2010 | 2010/02 0% ish(ETOx3, KM 3,9 186 -~ K SRS 139 1
Konsolidierung: Ara C ohne Studienmedikation;
AML 1x2)[4/100)/46XX[29]
! N follow-up 02.08.2010
Trisonomie 8
. NPM1,
41* mittleres | 3,9 | 0,35 39 01.04.2010 | 2010/03 16-25% 46XX [20] FIt3-ITD KM 18,6 112 Lost to follow-up
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" . Datum . Leuko- o lebend=1
':f]et:: Risiko S):"r Esxklr Alter Probenent- Er::)dsl:- BI::::H- Karyotyp Mutation N:_?;T- zyten ::t::]n;g;i Verlauf und Therapie Lil:::et:‘n
d P P nahme 9 [G/1] 9 tot=0
. AML 2003 Studie Arm A; 1. und 2. Induktion: Ara C
42 hoch |7,14| 04 36 19.02.2008 | 2008/02 | 90% 4%?(’2(’362139)"\23(;%1;3 pB 113 108 und Daunorubicin; CR; Konditionierung; Allogene 863 1
(p13;623q23)( 1201 Stammzelltransplantation; follow-up 30.08.10
46-48XY,
der(3)t(3;15)(927;924),10,
43 hoch 2,69] 0,21 72 15.01.2008 | 2008/01 50-60% der(11)t(11;20)(q22;?),- KM 0,28 6 1. Induktion: Ara C; verstorben 37 0
18,del(18) (q12),
der(20)t(11;20),+22[cp19]
46XY t(10;11)(p12:923),der(13) AML '2003 StuFile Arm D; 1. und 2. |ndL.lk'tIOn
(reduzierte Dosis): Ara C und Daunorubicin; 1.
1(13:17)(q34:12)[18] Zyklus: Fludarabin, Ara C und mAmsa;
44 hoch |2,42] 0,67 59 16.07.2008 | 2008/07 84% 52XY,+4,+6,(10;11)(p12;923), KM 82,9 128 oy ’ o 370 0
der(13)t(13;17)(q34:q12),+21,+2 Kondltlonle‘ru‘ng, Allogene Stammzelltransplantation;
2121 Rezidiv; MTX intrathekal;  Ara C und
Dexamethason; 4 Zyklen mit Vidaza; verstorben
AML 2003 Studie Arm B; 1. und 2. Induktion: Ara C
und Daunorubicin; 1. Zyklus: Fludarabin, Ara C und
mAmsa; Konditionierung; Allogene
45 hoch 0,42] 0,72 46 23.02.2009 | 2009/02 62% 46XY,1(3;3)(921;26)[20] KM 13 131 Stammzeltransplantation; Rezidiv; Vidazatherapie; 343 0
Fludarabin und Ara C Therapie; Konditionierung; 2.
Allogene Stammzelltransplantation; Rezidiv;
Palliativtherapie mit Hydroxyurea; verstorben
AML 2003 Studie Arm B; 1. und 2. Induktion: Ara C
46 hoch | 1,55] 0,39 56 30.05.2006 | 2006/05 | 20% 46XY, normaler Karyotyp  NPM1, FLT] KM 48 40 TS (DTN . (et T DA (6 1493 1
Konditionierung; Allogene Stammzelltransplantion;
follow-up 08/2010
47 3,03] 0,08 KM
AMLSG 06-04 Studie; 1. Induktion: Ara C, Idarubicin
und ATRA; 2. Induktion: Ara C und Idarubicin;1.
Konsolidierung: Ara C und Mitoxantron; Persistenz;
hoch 64 19.07.2006 | 2006/06 90% 46XX,-5,+mar[17] 21,2 2. Konsolidierung: Etoposid und Idarubicin; 409 0
Persistenz; 1. Zyklus: Fludarabin, Ara C und
mAmsa; Konditionierung; Allogene
Stammzelltransplantation, verstorben
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Datum Leuko- -
i i ia- - - - lebend=1
F;ie:? Risiko ;:”r Esxklr Alter Probenent- Er:?sl: BI:::" Karyotyp Mutation N::;T zyten :hrec:.'";:;c;” Verlauf und Therapie L::::—Iael:;n
d P P nahme 9 [G1] vt 9 tot=0
SORAML Studie; 1. Induktion: Ara C und
NPM1, Daunorubicin und Placebo/Sorafenib; 1. und 2.
49 hoch 07| 0,4 77 29.11.2006 | 2006/11 80-90% 46XY, normaler Karyotyp FLT3-ITD KM 26,9 80 Konsolidierung: Ara C und Placebo/Sorafenib; 461 0
NPM1 Rezidiv; 1. Zyklus PXD101; Persistenz,
Hydroxyureatherapie vertorben
AML 2003 Studie Arm B: 1. und 2. Induktion: Ara C
50 hoch |2.93] 0,14 44 11.10.2007 | 2007/10 | 20% 45XY ,-7+21[9],46XY[5] km | 527 7.77 und Daunorubicin; Konditionierung; Allogene 994 1
Stammzelltransplantation; letzte Vorstellung
27.05.10; follow-up 17.08.10
AML 2003 Studie Arm A; 1. und 2. Induktion: Ara C
t(8;21)(922922) mit del (7. ’
51 hoch |4.86]|059| 24 14.09.2004 | 2004/09 | 30-80% | (&:21)(a22022) mit del (7q) pB und Daunorubicin; CR; 1.- 3. Konsolidierung: Ara C; 184 0
AmI1/ETO pos.
verstorben
53 2,05 0,07 KM 1. und 2. Induktion: Ara C und Daunorubicin; 1.- 3.
hoch 49 20.05.2005 | 2005/05 | 90% 46XY, normaler Karyotyp FLT3 DI EER A (o [RUPLoR (Lol A A ) AT 1112 0
C; Konditionierung; Allogene
Stammzelltransplantation verstorben
AML 2003 Studie; 1. Induktion: Ara C und
K | K ¢ it Daunorubicin; 2. Induktion: HD-Ara C;
54 hoch | 1,09] 0,06 23 15.09.2005 | 2005/00 | 90% omp exe; E;ry_g yp mit u.a. KM Konditionierung; Allogene Stammzelltransplantation; 108 0
9.79-9p Rezidiv; Palliativtherapie: VPA und ATRA;
verstorben
46XX inv(3)[6],45XX,-
5,add(12),frgl.T(5;12) 01/06: Ara C und Daunorubicin-refraktar; IDA-FLAG-
46XX,inv(3)(q21926)[1],/44, refraktar; Tipifarnib und Anagrelide abgebrochen
Idem,der(5)t(5;16)(q13,921),der( (Thrombozytopenie); IDA-FLAG (reduzierte Dosis)
55 hoch 0,78] 0,13 41 10.04.2006 | 2005/06 12)t(12;15)(p12;921),-15,- pB und Ara C; Etoposid und Mitoxantron; 338 0
16[11]/46, Konditionierung; Allogene Stammzelltransplantation;
Idem,t(12;22)(p12;912)[8].Nuc Rezidiv; verstorben
ish 3g26(EVI prox 2,EVI 1 dist
x3)(EVI1 prox sep EVI1 dist x 0)
56 1,01] 0,24 17.07.2006 KM
komplexer Karyotyp,u.a. del.(3p), AMLSG 06-04 Studie; 1. und 2. Induktion: Ara C,
hoch 75 2006/07 9% add(7), del(59) Monosomie 17,+2 3,01 13 Idarubicin und Vesanoid; 1. Konsolidierung: Ara C, 168 0
6 mar Mitoxantron und ATRA; Persistenz; verstorben
AML 2003 Studie Arm A; 1. und 2. Induktion: Ara C
57 hoch 0.69] 0.16 60 12.12.2006 | 2006/12 3% del 5q, Monosomie 7, add 12, del CBFB B 4,51 175 unq ‘Dafmorublcm; 1. Konsolidierung: HD-Ara C 302 0
17 Konditionierung; Allogene Stammzelltransplantation;
verstorben
58 hoch 1,99] 0,25 75 02.09.2004 | 2004/09 48% 46,XX [33] pB verstorben 888 0
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Datum

Leuko-

i i ia- - - - ( lebend=1
F;ie':’ Risiko EG):ﬂr Esxklr Alter Probenent- Er::l': BI::::" Karyotyp Mutation N:_?;T zyten ::t::‘n;gc;l] Verlauf und Therapie l::::‘:bein
Y P P nahme 9 [GN] 9 tot=0
1. und 2. Induktion: Ara C und Daunorubicin; 1.-3.
59 hoch 0,58] 0,06 72 14.07.2005 2004/11 46XY, normaler Karyotyp pB Konsolidierung: Ara C; Rezidiv; Palliativtherapie mit 49 0
MTX; verstorben
45XY ,-7[4]/ 46XY,-7,+mar : i
61 hoch 0,21} 0,25 73 23.06.2008 | 2008/05 [19/47XY,-7,+8,+mar[2] pB 41 56,4 Hydroxyureatherapie und VPA; verstorben 100 0
komplexer Karyotyp:
47XY ,del(3)(p14),der AML 2003 Studie Arm D; 1. und 2. Induktion: Ara C
62 hoch 0,54| 0,24 55 28.11.2008 | 2008/11 30% (4)t(4;5)(q26;7),der(5)t(5;12)(q14 KM 2,3 23 und Daunorubicin; Konditionierung; Allogene 147 0
;?),der(6;21)(q10;910),der(6)ins( Stammzelltransplantation; verstorben
21;18)[cp13]46XY[3]
AMLVG Studie; 1. Induktion: Thioguanin und Ara C;
63 hoch 0,32] 0,11 59 22.02.2007 | 2006/12 40% komplexer Karyotyp pB 7,79 38,8 2. Induktion: Ara C und Mitoxantron; IDA-FLAG; 73 0
verstorben
Induktion: Ara C und Idarubicin; Endoxan; Refraktar;
Salvagechemo mit Ara C und Mitoxantron; partielle
64* hoch 0,42 0,15 43 13.03.2007 2006/01 85% Inv.(3), Monosomie 7 pB 212 364 Remission; Konditionierung; Allogene
Stammzelltransplantation; Rezidiv 04/ 2007; Lost to
follow-up
65 hoch 1,27] 0,43 60 12.12.2007 | 2007/08 25% komplexer Karyotyp pB 0,73 5 verstorben 5 0
44XY -
3,dic(5;7)(q12;q911),+8,der(12)t(1
2;17)(p12;921),-17(5),44XY - SORAML Studie; 1. Induktion: Ara C, Daunorubicin
3dic(5;7) und Placebo/ Sorafenib; 2. Induktion: Ara C und
66 hoch 6,19] 0,92 46 21.09.2009 | 2009/09 20% (q12;q11),+8,der(12)t(12;17)(p12 KM 5,58 57,1 Mitoxantron; Perisistenz; Fludarabin, Ara C and 283 1
;q21), mAmsa; Konditionierung; Allogene
del(16)(q13)der(17)t(16;17)(?;q1 Stammzelltransplantation; follow-up 27.07.2010
t(5;16) (2;2)t(5:17)(?;921),-
17(9),46XY(6)
46XX 1(17)(q10)[9]146XX I(17) 1.Zyklus Ara C und Daunorubicin; Refraktar,
0
67 hoch 0,91 0,58 75 08.10.2009 | 2009/07 24% (q10),del(17)(q11:923)[11] pB 26,6 79,1 Hydroxyureatherapie; 34 0
e 1. Induktion: Ara C und Daunorubicin; 2. Induktion:
68 hoch |oe8| 1,23 69 21.04.2010 | 201004 | 50-70% |XY:r(7)(P22q11).der(11)(q13024) kM | 404 72,7 Ara C und Daunorubicin; Persistenz; 71 1
AR AR AR SRR o U Sorafenibtherapie; follow-up 02.08.2010
CBFB-Deletion; 7g31Deletion (X% p ©2.08.
69 2,27| 2,69 KM icin: i .
hoch 75 21.07.2009 | 2009/02 | 37% 45XY[20] N-RAS Ara C und Idarubicin; Persistenz; 118 0

Hydroxyureatherapie; verstorben
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- N Datum . Leuko- - lebend=1
:im:: Risiko I(EE):nr Esxklr Alter Probenent- Erf:;: BI::::" Karyotyp Mutation Mr?;? zyten :hre(:,n;(b;;] Verlauf und Therapie l::?;eb;n
Y p p nahme g [G/1] v 9 tot=0
CALGB 10603 (RATIFY) Studie; 1. Induktion: Ara C,
70 hoch | 3,33] 1,29 38 24.08.2009 | 2009/08 45% 46XX[20] FLT3 KM 83,6 Daunorubicin und Placebo; CR; 4 Zyklen mit Ara C 311 1
und Studienmedikation; follow-up 07/2010
PKC 412 Studie; 1. Induktion: Ara C und
NPM1 Daunorubicin und Studienmedikation, CR; 1.
oo , , CR;
71 hoch 3,910,335 39 01.04.2010 | 2010/03 | 16-25% 46XX [20] FIt3-ITD KM 18,6 112 Konsolidierung mit Ara C und Studienmedikation: 91 1
Abbruch wegen Nebenwirkungen; follow-up 07/2010

1-71 anonymisierte Patientendaten. Fehlende Zahlen entsprechen Patienten deren Ski oder Gfi-1 Expression nicht ermittelt werden konnte und daher aus der Tabelle entfernt wurden.

Doppelte Patientenproben (Knochenmark (KM) + peripheres Blut (pB)) sind
GFI-1/SKI Korrelation verwandt.

hinterlegt und mit a gekennzeichnet. Die Expression der doppelten Probe wurde nur fiir die

Mit * gekennzeichnete entsprechen Patientenproben deren Uberleben nicht ermittelt werden konnte. Fiir diese Proben konnte keine Uberlebenszeitanalyse durchgefiihrt werden.
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3.2 Materialien

3.2.1 Zelllinien

Alle verwendeten Zelllinien sind nachfolgend aufgefiihrt. Sie stammen von der Deutschen

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) in Braunschweig.

HL 60 humane Promyelozytenzelllinie, APL FAB M3
Kasumi -1 humane Leukidmiezelllinie vom AML FAB Typ M2
U937 humane histiozytische Lymphomzelllinie

3.2.2 Losungen und Puffer

In Tab. 2 wird die Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Losungen beschrieben.

Tabelle 2: Zusammensetzung der verwendeten Losungen und Puffer.

Losungen und Puffer

Zusammensetzung

Tris HCL, 1M, pH 6,8

12,11g Tris Base; 50ml dd>O; pH mit 37% HCI auf
6,8 einstellen, mit ddH>O auf 100ml auffiillen.

Tris HCL, 1M, pH 8,8

12,11g Tris Base; 50ml ddH>O; pH mit 37% HCI
auf 8,8 einstellen, mit ddH»o auf 100ml auffiillen.

SDS 20%

20g SDS; 90ml ddH»0O; Losen und auf 100ml auf-
fiillen.

APS, 12%

0,12g Ammoniumpersulfat; 1ml ddH>O

Blottpuffer, 1x

6,04g Tris Base; 144g Glycin; 200ml Methanol; mit
ddH»O auf 21 auffiillen und losen.

SDS Laufpuffer, 10x

30,3g Tris Base; 144g Glycin; 10g SDS; mit ddH>O
auf 11 aufzufiillen.

TBS Puffer, 10x

60,75g; 87,60g NaCl; 800ml ddH»O; pH mit 37%
HCI auf pH 7,5 einstellen, mit ddH,O auf 11 auffiil-
len.

TBST, 1x, 0,1%

11 10x TBS, mit H>O auf 1x verdiinnt; 1ml Tween-
20

TBST, 1x, 0,05%

11 10x TBS, mit H>O auf 1x verdiinnt, 500ul
Tween-20

Ripa Puffer

50mM Tris HCI, pH 8; 150mM NaCl; 1% NP-40;
0,5% Sodium Deoxycholate; 0,1% SDS; Protease
Inhibitor; Phosphatase Inhibitor
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Stripping Puffer

1,25ml IM Tris HCI, pH 6,8; 150ul 14M Mercap-
toethanol; 2 ml 20% SDS; 16,6ml ddH,O

Ponceau- Losung

200ml ddH»0O; 0,25g Ponceau (rot); 12,5ml Essig-
saure; mit ddH>O auf 250ml auffiillen.

SDS, 5x, Probenpuffer

12 ml IM Tris pH 6,8; 16ml Glycerol; 2g SDS;
10mg Bromphenolblau

10x TAE Puffer

0,4M Tris; 0,01M EDTA- Na- Salz; 0,02M Essige-
sdure; pH auf 8,5 einstellen.

SDS- Trenngel

2,13ml Tris HCI pH 8,8 1M; 1,87ml ddH:O;
1,465ml Acrylamid; 28ul SDS 20%; bei Zugabe der
folgenden Reagenzien erfolgt die Polymerisation:
55ul APS 10%; 6ul TEMED

SDS Laufgel

0,625ml Tris HCI pH 6,8 1M; 3,2 ml ddH20; 0,5ml
Acrylamid; 25ul SDS 20%; bei Zugabe der folgen-
den Reagenzien erfolgt die Polymerisation: 50ul
APS 10%; 3,75ul TEMED

3.2.3 Chemikalien und Reagenzien

In Tab. 3 werden die fiir die Doktorarbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien zusam-

mengefasst.

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien und Reagenzien.

Chemikalien und Reagenzien

Firma

6x DNA Loading Dye Fermentas, St. Leon- Rot
10x Reactionbuffer Y peqLAB, Erlangen
Acrylamid 40% Roth, Karlsruhe

Agarose electrophoresis grade

Invitrogen, Karlsruhe

Ammoniumperoxysulfat

Sigma- Aldrich, Steinheim

Bromphenolblau

Serva, Heidelberg

dNTPs 10mM

Invitrogen, Karlsruhe

Ethanol absolut

Sigma- Aldrich, Steinheim

Ethidiumbromid

Promega, Medison, USA

FCS Standard Quality; Lot No:
0977

A10109- PAA, Pasching, A

Ix PBS

Invitrogen, Karlsruhe

GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Thermo Scientific, Rockford, USA

Glycin

Roth, Karlsruhe
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Glycerol

Merck, Darmstadt

H>O (RNase frei)

Serumwerk, Bernburg

HCI, ¢(HCI) = 2 mol/l 2N)

Sigma- Aldrich, Steinheim

Isopropanol Roth, Karlsruhe
Leupeptin Sigma- Aldrich, Steinheim
Magermilchpulver Sigma- Aldrich, Steinheim

2- Mercaptoethanol

Roth, Karlsruhe

Methanol

Sigma- Aldrich, Steinheim

Page Ruler Prestained Protein Ladder

Fermentas, St. Leon- Rot

Pepstatin Sigma, St. Louis, MO, USA
PMSF Sigma- Aldrich, Steinheim
RPMI 1640 Medium GIBCO, Darmstadt
peqGold TriFast peqLAB, Erlangen

SmartPool Genome siRNA

Thermo Scientific, Rockford, USA

SDS ultra pure Roth, Karlsruhe
SYBR Green Qiagen, Hilden

Taq DNA Polymerase peqLAB, Erlangen
Trypanblau Fluka, Buchs, CH
Tween-20 BIO-RAD, Miinchen
TEMED Roth, Karlsruhe

Western Blocking Reagenz

Roche, Mannheim

Western Blotting detecting Reagenz

Healthcare, Buckinghamshire, UK

Valproinsiure

Sigma- Aldrich, Steinheim

3.24 Kits

In Tab. 4 werden die fiir die Doktorarbeit verwendeten Kits und deren Firmennamen aufgelis-

tet.

Tabelle 4: Verwendete Kits.

Kits Firma
Amaxa Cell Line Nucleofector Kit V Lonza, Basel, CH
BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific, Rockford, USA

Quantitect Reverse Transcription Kit

Qiagen, Karlsruhe

RNA Isolationskit, Nucleospin® RNA II

Macherey - Nagel, Diiren
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3.2.5 Primer

In Tab. 5 und 6 werden die fiir die Doktorarbeit verwendeten Primer aufgelistet. Alle Primer

sind von der Firma Eurofines MWG / Operon, Ebersberg.

Tabelle 5: Verwendete Primer fiir die PCR und ihre Primersequenzen.

Primername Primersequenz
3-Actin: act-1 5’-CCT TCC TGG GCA TGG AGT CCT -3’
3-Actin: act-3 5’-AAT CTC ATC TTG TTT TCT GCG -3’

Tabelle 6: Verwendete Primer fiir die Tagman-PCR und ihre Sequenzen.

Primername Primersequenz

3-UTR Ski Taq 5’- ACG TTT GCC GAA CTG AAA AG-3
5-UTR Ski Taq 5’-TCT GCA CCC CGT GAT TCT -3

Actin Taq for 5’- CAT TGC CGA CAG GAT GCA G-3
Actin Taq rev 5’-CCG ATC CAC ACG GAG TAC-¥

Gfi-1 Taq for 5’-CAG CAA GGT GTT CTC CAC GC-3
Gfi-1 Taq rev 5’-CGA AGG TCT TGC CGC ACA TC -3’
Taq GAPDH 1 5’-CTC CTC CAC CTT TGA CGC TG-3
Taq GAPDH 2 5’- ACC ACC CTG TTG CTG TAG CC-3
gapdh_f 5’- GAA GGT GAA GGT CGG AGT CAA -3
gapdh_r 5’-CAG AGT TAA AAG CAG CCC TGG T-3
h-ICSBP-f-Taq 5-GTC CCA ACT GGA CAT TTC CG-3°
h-ICSBP-r-Taq 5-CAT TCA CGC AGC CAG CAG-3
h-PU.1_f 5’-GAA GGA CAG CAT CTG GTG GGT-3
h-PU.1_r 5’-GCC GTC TTG CCG TAG TTG C-3°

3.2.6 Antikorper

In Tab. 7 und 8 werden die fiir die Doktorarbeit verwendeten Antikérper und deren Firma

aufgelistet.

Tabelle 7: Verwendete priméire Antikorper.

Antikorper

Firma

B3-Actin, monoklonaler Antikdrper

Sigma-Aldrich, Steinheim

Ski (H-329) polyklonaler Antikorper

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Gfi-1 (N-20) polyklonaler Antikorper

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
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Tabelle 8: Verwendete sekundére Antikorper.

Antikorper Firma

B-Actin: Goat Anti- Mouse Dako AIS, DM

Ski: Goat Anti- Rabbit Dako AIS, DM

Gfi-1: Goat Anti- donkey Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

3.2.7 siRNA

In Tab. 9 werden die fiir die Doktorarbeit verwendeten siRNA und deren Firma aufgelistet.

Tabelle 9: Verwendete siRNA.

siRNA Firma
Nonsense siRNA Thermo Fisher Scientific, Langenselbold
siRNA SKI Pool Thermo Fisher Scientific, Langenselbold

3.2.8 Verwendete Gerite und Verbrauchsmaterialien

In Tab. 10 werden die fir die Doktorarbeit verwendeten Gerite und Verbrauchsmaterialien

und deren Firma aufgelistet.

Tabelle 10: Verwendete Geriite und Verbrauchsmaterialien.

Gerite und Verbrauchsmaterialien

Firma

Amaxa Scientific Systems Nucleofector 11

Lonza, Basel, CH

Autoklav 5057 EVL

Tuttnauer, Breda, NL

Blottingkammer Transf- Blot SD, semi- dry

BIO RAD, Miinchen

Cycler GeneAmp PCR System 9600

Applied Biosystems, Foster City, USA

Eismaschine

Ziegra, Isernhagen

Entwicklermaschine, Optimax

Protec, Oberstenfeld

Gelkammer Mini PROTEAN Tetra Cell

BIO- RAD, Miinchen

PCR- Gradientencycler

Eppendorf, Wesseling- Berzdorf

Inkubator

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold

Kiihlschrank (4°C)

Liebherr Chiron Behring,

Kiihlschrank (-20°C)

Liebherr Chiron Behring

Kiihlschrank (-80°C)

Thermo Scientific, Rockford, USA

Mastercycler epgradient S realplex

Eppendorf, Hamburg

Mikroskop Fluovert

Leitz, Wetzlar

Nanodrop 1000 Spectrometer

peqlLab, Erlangen

Neubauer- Zihlkammer

Plan- Optik, Elsoff

Transilluminator peqLab, Erlangen
Photometer Multiskan RC Labsystems, Vienna, USA
Pipetboy accu-jet pro Brand, Neuhof
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Pipetten

Gilson, Middleton, USA

Sterilbank Heracus HER Asafe

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold

Sterilbank VFB 1806

clanLAF, Humlebaek, DK

Electrophoresis Power Supply EPS 500/400

Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, S

Electrophoresis Power Supply PP2 79

V.H N Elektrophorese

Vortexer REAX Top

Heidolph, Schwalbach

Wasseraufbereitung arium 611 VF/ UF

Satorius, Gottingen

Wasserbad

Unitherm, Wiirzburg

Zentrifuge 5810R Eppendorf, Hamburg
Zentrifuge 5415D Eppendorf, Hamburg
Zentrifuge 5804 Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge SEPATECH Biofuge 15R

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold

Amersham Hyperfilm™ ECL

Healthcare Buckinghamshire, UK

Extra Thick Blot Paper

BIO- RAD, Miinchen

Immun- Blot™ PVDF Membran

BIO- RAD, Miinchen

Nitrocellulose Transfer Membran Protean

Whatman, Dassel

Tagman-Platten 96 Well/ Strips

Qiagen, Hilden

Zellkulturflaschen

Greiner bio-one, Frickenhausen

3.3 Methoden
3.3.1 Ficollgradient-Lymphozytenseperation

Die Ficollgradienten-Zellseperation dient der Abtrennung der mononukledren Zellen von den
restlichen zelluldren und nicht-zelluldren Blutbestandteilen. Mit dieser Methode kénnen Lym-
phozyten, Monozyten und Blasten aus Vollblut oder Knochenmarkaspirat gewonnen werden.
Fiir jede Probe wurden 15ml Ficoll in ein 50ml Plastikrohrchen gegeben. Dann wurde das
Vollblut bzw. Knochenmarkaspirat mit der gleichen Menge PBS versetzt. Diese Mischung
wurde vorsichtig iiber das Ficoll geschichtet. Dazu sollte das Rohrchen so schrig wie moglich
gehalten werden, sodass es zu keiner Vermischung der Probe mit dem Ficoll kam. Das Plas-
tikrohrchen wurde erschiitterungsfrei in die Zentrifuge gestellt. AnschlieBend wurde das
Rohrchen fiir 20min bei 400G und Raumtemperatur zentrifugiert. Die Zentrifuge wird unge-
bremst angehalten. Durch die Zentrifugation hatten sich in dem Rohrchen Schichten gebildet.
Die unterste Schicht wurde durch Erythrozyten und groflere Zellbestandteile gebildet. Die
klare Schicht dariiber war die Ficoll-Losung. Dariiber lag die Plasmaschicht. Zwischen Plas-
maschicht und Ficoll-Losung befand sich ein weiller Ring aus mononukledren Zellen. Dieser
wurde vorsichtig abpipettiert und in ein frisches 50ml Plastikrohrchen gegeben. Das Plastik-
rohrchen wurde mit 1 x PBS Puffer aufgefiillt. Dann wurde das Rohrchen fiir Smin bei 300G

und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet aufgeschiittelt, erneut mit 1
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x PBS Puffer aufgefiillt und Smin bei 300G zentrifugiert. Die Zellen wurden bis zur Weiter-
verarbeitung auf Eis gelagert. Fiir eine lingere Aufbewahrung wurden 1 x 107 Zellen in 1ml

FCS mit 10% Dimethysulfoxid (DMSO) gel6st und bei -80°C gelagert.

3.3.2 RNA Isolation

RNA Isolation mittels NucleoSpin® RNAII

Zuniichst wurden etwa 5 x 10° Zellen fiir Smin bei 300G und 22°C pelletiert, mit PBS gewa-
schen und abermals pelletiert. Die RNA-Isolierung erfolgte unter dem Abzug, bei Raumtem-
peratur und mit Filter-Tip-Pipettenspitzen nach dem Protokoll des Nucleospin RNA-II Kits.
Dazu wurde das Zellmaterial in einer Losung lysiert, die eine hohe Konzentration an chaotro-
pen Salzen beinhaltet. Diese Losung denaturiert Proteine und inaktiviert damit RNasen. Um
eine Kontamination mit DNA zu verhindern, wurde rekombinante-(r)-DNase hinzugegeben.
Darauf folgten drei Waschschritte, welche dazu dienten, die Salze und Metabolite von der
Membran zu 16sen. Am Ende wurde die RNA durch RNase freies Wasser eluiert. Durch die
niedrige Ionenkonzentration konnte sich dann die RNA vom Filter 16sen. Die RNA wird bei -

80°C gelagert.

RNA Isolation mittels peqGOLD TriFast

5 x 10° pelletierte Zellen wurden mit 1ml der peqGOLD TriFast-Losung versetzt. Dabei han-
delt es sich um ein chaotropes Salz, welches die Zellen lysiert und die RNasen inaktiviert. Die
Proben werden dann 5min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden je Milliliter
peqGOLD TriFast 0,2ml Chloroform hinzugefiigt. Die Ansitze wurden kriéftig geschiittelt und
10min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden durch die Zentrifugation, Smin bei
12000G, die Proteine entfernt. Durch den sinkenden pH-Wert konnten sich auch DNA-
Bestandteile 16sen, welche sich nach der Zentrifugation in der Interphase sammelten. Die
oberste wissrige Phase beinhaltet die RNA und wurde in ein frisches 1,5ml Eppendorf Gefa$3
tiberfiihrt. Je Milliliter peqGOLD TriFast-Losung wurden 0,5ml Isopropanol zugegeben und
vermischt. Nach einer Inkubation von 10min bei Raumtemperatur wurden die Proben bei 4°C
und 12 000G fiir 10min zentrifugiert. Der Isopropanoliiberstand wurde vorsichtig abgenom-
men und durch 1ml 75%iges Ethanol ersetzt. Die Ansédtze wurden erneut gemischt und zentri-
fugiert. Dieser Schritt wurde wiederholt, dann wurde das Ethanol vorsichtig abpipettiert und
das Pellet kurz an der Luft angetrocknet. Zum Abschluss wurde die RNA in 20-30ul RNase
freiem Wasser gelost. Die RNA wurde bei -80°C gelagert.
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3.3.3 Quantifizierung von RNA

Zur Weiterverarbeitung der RNA (z.B. Reverse Transkription) erfolgte die Bestimmung der
RNA- Konzentration. Um die optische Dichte (OD260nm) mit dem Photometer (Nanodrop
1000 Spectrometer) zu messen, wurden 1,5ul der RNA-Losung auf den Messpunkt pipettiert.
Das Gerit errechnet die Konzentration in ng/ul mit der Formel: OD280nm x 40RNA. Der
Quotient OD260nm/OD280nm gibt die Reinheit der RNA-Losung wieder und muss grofer

als 1,4 sein.

3.3.4 Reverse Transkription (cDNA Synthese)

Die Durchfiihrung dieser Methode erfolgte nach dem Protokoll des Quantitect Reverse Tran-
skription Kits von Qiagen (QuantiTect Reverse Transcription Handbook 2009). Zunichst
wurde die genomische-(g)-DNA durch eine Inkubation mit dem 7 x gDNA Wipeout Buffer
fiir 2min bei 42°C eliminiert. Dann wurde ein Master Mix des Quantitect Reverse Transkrip-
tion Kits angefertigt, welches die Quantiscript Reverse Transkriptase, den RT Buffer 5x und
den RT Primer-Mix beinhaltet. Die reverse Transkription erfolgte durch 15min Inkubation bei

42°C und wurde bei 95°C gestoppt Die cDNA wurde bei -20°C gelagert.

3.3.5 Polymerase-Chain-Reaction

Die Polymerase-Chain-Reaction (PCR) dient der Vervielfachung von spezifischen DNA
Fragmenten. Die PCR beinhaltet die drei Schritte Denaturierung, Annealing und Elongation.
Wihrend der Denaturierung wird die DNA in ihre Einzelstringe aufgespalten. Beim Anneal-
ing hybridisieren die Oligonucleotid-Primer an die Stringe. In der Elongation werden die
Primer durch Anlagerung von Desoxynukleotiden von der DNA-Polymerase verldangert, wo-
nach wieder eine doppelstrangige DNA vorliegt, die identisch mit der Ausgangs-DNA ist.
Aufgrund der spezifischen Primersequenzen amplifiziert die PCR nur den gewiinschten Teil
der DNA. Zur Kontrolle der Amplifikation diente das Haushaltsgen 3-ACTIN. Alle Pipettier-

schritte wurden auf Eis durchgefiihrt.
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PCR-Ansatz:

- 16,875 ul ddH,O
- 1,25 pl Primer 1
- 1,25 pl Primer 2
- 2,0 ul dNTPs (10 mM)
- 2,5 ul 10 x PCR- Puffer
- 0,125 ul AmpliTaq Polymerase (Su/ul)
- 1ul cDNA
Verwendetes Programm fiir die 3- Actin PCR:

Erste Denaturierung: 94°C 3min
22 Zyklen aus: Denaturierung: 94°C 30sec
Annealing: 55°C 30sec
Elongation: 72°C 30sec
Finale Elongation: 72°C 10min
Aufbewahrung: 4°C oo

3.3.6 Agarosegel-Elektrophorese

Die spezifischen, iiber die PCR vervielfachten DNA Fragmente konnen mittels der Agarose-
gel-Elektrophorese detektiert werden. Dafiir wurde 1g Agarose in 100ml Elektrophorese-
Puffer (1% Agarosegel) gekocht und 7,5ul Ethidiumbromid dazugegeben. Die Losung wurde
in einen Gelschlitten gegeben. Die Taschen fiir die Proben wurden mit einem Gelkamm ge-
formt. Nach dem Aushirten des Gels wurden 10ul des PCR-Produkts mit 2ul 6 x DNA-
Loading-Dye (zur Bestimmung der Elektrophorese-Lauffront) in die Taschen pipettiert. In die
erste Tasche wurden 7,5ul des Markers (1kb Gene Ruler) gegeben. Dann wurde eine Span-
nung von 100V angelegt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel unter UV-Licht analysiert.
Die DNA-Fragmente hatten sich nach ihrer Grof3e aufgetrennt und wurden durch das interka-
lierte Ethidiumbromid sichtbar. Durch dienen Vergleich mit dem GroBenmarker konnte die

Groe der DNA-Fragmente bestimmt werden.
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3.3.7 Quantitative Real-Time Polymerase-Chain-Reaction (RT-PCR)

Bei einer PCR findet zunichst eine exponentielle Vermehrung der spezifischen DNA statt.
Spiter akkumulieren die Produkte, die Substrate werden verbraucht, PCR-Produkte hybridi-
sieren beim Annealing und die Qualitit der Polymerase wird schlechter, wodurch es zu einer
suboptimalen Vermehrungsrate kommt. Eine Quantifizierung ist nur wihrend der exponentiel-
len Phase moglich. Die quantitative RT-PCR misst nicht die Menge der amplifizierten DNA,
sondern bestimmt die Zykluszahl, bei der sich das Fluoresenzsignal erstmals deutlich vom
Hintergrund abhebt und errechnet daraus den Ct-Wert (engl. fiir cycle threshold). Die Mes-
sung des Fluoreszenzsignals basiert dabei auf dem Fluorescence resonance energy transfer
FRET. Bei den Tagman-Sonden liegen Reporter und Quencher auf demselben Oligonukleotid.
Der Reporter wird durch die Polymerase freigesetzt, wobei das Fluoreszenzsignal verstirkt
wird, je mehr DNA synthetisiert wird. Die Menge des gebildeten Fragments kann anhand der
Hohe des Peaks abgeschitzt werden. Die Fragmente werden bei hohen Temperaturen in zwei
Einzelstringe gespalten, wobei der Fluoreszenzstoff SYBR-Green freigesetzt wird. Wihrend
dieses Vorgangs kann zudem die Schmelzkurve ermittelt werden. Der Schmelzpunkt ist ab-
hingig von Lédnge und Basenzusammensetzung der DNA-Fragmente und dient der Beurtei-
lung der Spezifitit des PCR-Produkts. Der Schmelzpunkt spezifischer PCR Produkte liegt
hoher als bei unspezifischen, deswegen ist eine Unterscheidung zum Beispielbei Kontamina-
tion moglich. Die Ergebnisse der PCR werden alle als relative Werte dargestellt. Die relative
Quantifizierung der Rohdaten erfolgt mittels der AACt Methode (224", Dafiir werden die
ACt-Werte eines Referenzgens ermittelt (Kalibrator) und im Verhiltnis zum Zielgen darge-
stellt. Bei der AACt Methode wird dafiir der Ct-Wert des Kalibrators vom Ct-Wert des Ziel-
gens abgezogen. Aufgrund dieser vergleichenden Methode handelt sich bei den angegebenen

Expressions-Level immer um eine relative Expression.

PCR- Ansatz:
fir SKI, GFI-1, PU.1, ACTIN, GAPDH: fiir ICSBP, GAPDH:
- 12 ul SYBR GREEN - 12 ul SYBR GREEN
- 0,75 pl Primer 1 - 1,25 pl Primer 1
- 0,75 pl Primer 2 - 1,25 pl Primer 2
- 10 ul H20 - 9 ul H20
- 1 ul cDNA - 1 ul cDNA
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- PCR Bedingungen:

Erste Denaturierung: 95°C 4min
45 Zyklen: Denaturierung: 95°C 30 Sek
Annealing: A 30 Sek
Elongation: 72°C 30 Sek
Finale Elongation: 72°C 7min
Aufbewahrung: 4°C o0

Die Annealingtemperatur (A) fiir GFI-1 und GAPDH liegt bei 61°C, fiir ICSBP bei 60°C fiir
P-ACTIN, PU.I und SKI bei 58°C.

3.3.8 Zellkultur

Die verwendeten Zelllinien wurden in 90% RPMI 1640, 10% FCS, 1% Penicillin/ Streptomy-
cin bei 37°C und 5% CO: kultiviert. Bei einer maximalen Zellzahl von 1,5- 2,0 x 10° Zellen/

ml wurden die Zellen unter sterilen Bedingungen gesplittet.

3.3.9 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10ul der Zellsuspension mit 10ul Trypanblau ver-
mischt und zwischen Deckglas und Neubauer-Zihlkammer pipettiert. Das Trypanblau féarbt
abgestorbene Zellen an. Unter dem Mikroskop wurden die ungefirbten Zellen in allen 16
Quadranten zweier diagonaler Felder gezihlt. Die Zahlen wurden addiert und die Summe mit

10000 multipliziert, um die Zellzahl pro Milliliter zu bestimmen.

3.3.10 Proteinextraktion

Zunachst wurden die Zellen mit 1 x PBS Puffer gewaschen und pelletiert. Das Pellet wurde in
Ripa-Puffer mit Protease- und Phosphat-Inhibitoren resuspendiert. Der Ripa- Puffer diente der
Lyse der Zellen, ohne die Proteine zu zerstéren. Danach wurden die Proben 15min auf Eis auf
dem Riittler inkubiert und anschlieBend 15min bei 4°C und 14 000G zentrifugiert. Der Uber-

stand wurde in ein frisches 1,5ml Eppendorfgefidl pipettiert und bei -80°C gelagert.
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3.3.11 Proteinquantifizierung mittels BCA-Assay

Die Durchfiihrung des Bicinchonininsidure-(BCA)-Assay erfolgte nach dem Protokoll des
Thermo Scientific Kits. Es beruht auf dem Prinzip der Biuret-Reaktion. Cu®* Ionen bilden mit
Proteinen in alkalischer Losung einen Komplex in dem die Cu?* Ionen zu Cu* Ionen reduziert
werden. Diese bilden mit BCA einen violetten Farbkomplex. Dem Protokoll folgend wurde
zunichst die Arbeitslosung vorbereitet: Losungen A und B werden 50:1 gemischt. Danach
werden 200ul der Arbeitslosung in jedes Well der 96-Well-Platte vorgelegt. AnschlieBend
werden je 25ul pro Standard (neun verdiinnte Albumin-Standards) und Probe (in Dopplebe-
stimmungen) in ein Well pipettiert. Die verdiinnten Albumin-Standards wurden nach Proto-
koll vorbereitet und bei -20°C im Kiihlschrank gelagert. Nach dem Pipettieren wurde der
BCA-Assay fiir 30min bei 37°C inkubiert. Nach dem Abkiihlen der Platte auf Raumtempera-

tur, wurde die Absorption bei 540nm gemessen.

3.3.12 Transfektion mit siRNA

Die Transfektion mit siRNA erfolgte transient mittels Elektroporation nach dem Amaxa-
Protokoll. Bei der Elektroporation wird die Zellmembran durch einen kurzen elektrischen
Schock kurz permeabilisiert und die siRNA kann in die Zelle gelangen. Der genaue Mecha-
nismus ist nicht bekannt. Am wahrscheinlichsten erfolgt die Passage mittels Diffusion. Trans-
fiziert wurden siRNA-Oligonukleotide gegen SKI in den Konzentrationen 0,25ug, 1ug und
3ug, sowie 3ug Nonsense-siRNA als Kontrolle. Dem Protokoll folgend wurden 2 x 10° Zellen
pelletiert und in 1 x PBS gewaschen. AnschlieBend wurden pro Ansatz 100ul Nucleofector-V-
Losung und die siRNA hinzugegeben und in eine Lonza Kiivette pipettiert. Die Kiivette wur-
de im Elektroporationsgerit in Position gebracht. Die Zellen wurden mit dem Programm
T-009 fiir HL60 Zellen und V-001 fiir U937 Zellen elektroporiert. Im Anschluss erhielten die
Zellen sofort 500ul Nahrmedium und wurden in das mit 3ml Ndahrmedium vorbereitete Well
gegeben, wo die Zellen fiir 24h unter oben angegebenen Bedingungen im Inkubator kultiviert

werden.
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3.3.13 Behandlung der HL60 Zellen mit Valproinsidure

Es wurden 2 x 10° Zellen in 6-Well-Platte pipettiert (Gesamtvolumen 5ml/ Well). Auf jeweils
zwei Wells wurden zusitzlich jeweils 1,5mM VPA und SmM VPA gegeben (s. Abb 5). Diese
Zellen wurden dann 48h und 72h inkubiert.

HL60
48h
Abbildung 5: VPA Versuch.

Dargestellt sind sechs Wells. In jedes Well wurden 2 x 105 HL60 Zellen pipettiert. Zu jeweils zwei Wells wurden
zusétzlich 1,5mM VPA und 5SmM VPA hinzugegeben. Die obere Reihe wurde 48h, die untere Reihe 72h inku-
biert.

3.3.14 Western Blot

Zunichst wurden das SDS-Trenngel (10%) und das SDS-Sammelgel (4%) gegossen. Dafiir
wurden die dafiir vorgesehenen Glasplatten mit Isopropanol gereinigt und in die entsprechen-
de Halterung eingespannt. Zuerst wurde das Trenngel vorbereitet und zwischen die Glasplat-
ten pipettiert, danach das Sammelgel. In das Sammelgel wurde der Kamm gelegt, sodass Ta-
schen fiir die Proben entstehen. Fiir die Proben wurden 50ug des Proteins mit Ripa-Puffer auf
eine Gesamtmenge von 12ul verdiinnt. Dann wurden 3ul 5 x SDS Probenpufter auf die Pro-
ben gegeben. Die Ansitze wurden 2,5min bei 7.400 G zentrifugiert, Smin bei 95°C inkubiert
und dann auf das Gel aufgetragen. Die Proben sollten zunichst bei 50mV bis in das Trenngel
einlaufen, dann konnte die Spannung auf 150mV erhoht werden. Die Proteine wurden im
elektrischen Feld ihrer Grofe nach aufgetrennt. Beim anschlieBenden Blotten wurden die Pro-
teine elektrophoretisch aus dem Gel auf eine Membran transferiert, wo sie durch hydrophobe
und ionische Wechselwirkungen binden. Fiir SKI wurde eine Nitrocellulose-, fiir GFI-1 eine
Polyvinylidenfluorid-(PVDF)-Membran verwandt. Die Nitrocellulose-Membran wurde erst in
destilliertem Wasser und dann im Blot-Puffer getrinkt, die PVDF- Membran wurde fiir 1-2sec
mit Methanol befeuchtet, bevor sie im Blot-Puffer getrinkt wurde. Das Gel mit den aufge-

trennten Proteinen wurde auf diese Membranen gelegt. Beide wurden zwischen zwei Lagen
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Filterpapier, die ebenfalls in Blot-Puffer getriankt wurden positioniert. AnschlieBend wurden
die Proetine bei 73mA 1h auf die Membran ,,geblottet”. Danach wurde die Membran kurz mit
Ponceau Rot angefirbt, um einen flichendeckenden Transfer der Proteine auf die Membran
zu iiberpriifen und dann mit Wasser wieder entfarbt. Dann wurden die Membranen geblockt,
das heifit die restlichen Proteinbindungsstellen der Membran werden mit einer Blocklosung
abgesittigt. Der Blockpuffer fiir SKI setzte sich aus 10% Roche Blocking Reagenz verdiinnt
in 0,1% TBST-Puffer zusammen. Der Block-Puffer fiir GFI-1, sowie fiir 3-ACTIN bestand
aus 5% Milchpulver verdiinnt in 0,1% TBST-Puffer zusammen. Die Membranen wurden
mindestens 3-4h bei Raumtemperatur und maximal iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Danach
wurden sie kurz in 0,1% TBST-Puffer gewaschen. Dann wurde die Membran mit dem ersten
Antikorper (primérer Antikorper) behandelt. Der erste Antikorper fiir SKI und 3-ACTIN wur-
de in 5% Roche Blockingreagenz mit einer Konzentration von 1:1000 fiir SKI und 1:5000 fiir
B-ACTIN gelost. Die Membranen wurden 1%2h bei Raumtemperatur oder bei 4°C iiber Nacht
inkubiert. Der erste Antikorper fiir GFI-1 wurde in 5% Milchpulver in 0,5% TBST-Puffer
geldst, in einer Konzentration von 1:500. Die Membran wurde 2h bei Raumtemperatur oder
ebenfalls bei 4°C iiber Nacht inkubiert. Danach wurden die Membranen dreimal fiir 10min in
0,1% TBST-Puffer gewaschen. Dann wurde der zweite Antikorper (sekundirer Antikorper) in
den entsprechenden Losungen wie der erste Antikorper angesetzt. Die Konzentrationen fiir
den zweiten Antikorper waren 1:3000 fiir SKI, 1:15000 fiir ACTIN und 1:10000 fiir GFI-1.
Auch danach erfolgte wieder ein Waschritt von 3 x 10min in 0,1% TBST-Puffer. Die Memb-
ranen wurden dann Imin mit der frisch angesetzten (A:B; 1:1) ECL-L6sung inkubiert. Da-
nach wurde ein Film auf die Membran gelegt und in eine lichtundurchléssige Kassette transfe-
riert. Der Film wurde 30-60sec fiir B-ACTIN, 5-10min fiir SKI und 15-20min fiir GFI-1

lichtgeschiitzt aufgelegt und anschlie3end entwickelt.
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34 Statistische Methoden

Zur statistischen Berechnung der relativen Genexpressionen wurden die gewonnenen Ergeb-
nisse in logarithmische Werte transformiert, mit dem Ziel eine symmetrische Verteilung der
Werte zu erzeugen, um nicht-parametrisch zu testen. Der allgemeinen Konvention folgend,
wurde ein Signifikanzniveau a= 0,05 festgelegt. Dieser Wert entspricht der maximalen Irr-
tumswahrscheinlichkeit die Alternativhypothese zu bestitigen, obwohl in Wahrheit die Null-
hypothese gilt. Dieser a-Fehler wird auch als Fehler erster Art bezeichnet (Bortz und Liebert
1998). Die Singifikanzgrenze galt fiir alle eingesetzen Tests. Die Signifikanz wurde bei allen

Tests mittels p-Wert angegeben.

3.4.1 Boxplot

Der Boxplot stellt Lage und Streuung von Werten dar. Im Zentrum des Boxplot liegt ein
Rechteck. Das obere Ende des Rechtecks entspricht dem 3. Quartil (75%), das untere Ende
dem 1. Quartil (25%). In der Mitte, deutlich durch einen Balken dargestellt, liegt das 50%
Quartil oder auch Median genannt. Der Abstand zwischen dem 75% und dem 25% Quartil,
also die Hohe des Rechtecks, entspricht dem Interquartilabstand (IQR). Der Median muss
nicht in der Mitte des Rechtecks liegen, seine Lage ist abhingig von der Schiefe (engl. skew-
ness) der Verteilung der Werte. Die oberste Markierung (engl. whisker), die mit dem Rechteck
durch einen Strich verbunden ist, entspricht dem maximalen Wert, der untere whisker dem
minimalen Wert. Mit Hilfe der whisker werden nur Werte dargestellt die sich maximal in ei-
nem 1,5-fachen IQR-Abstand von der oberen bzw. der unteren Grenze des Rechtecks befin-
den. Werte, die auBlerhalb dieses Bereichs liegen werden als Ausreifler klassifiziert und als
Punkte dargestellt. In der vorliegenden Arbeit wurde die Verteilung der SKI/GFI-1 Expression
in den Gruppen Niedrig-, Intermediér- und Hochrisiko graphisch dargestellt.

3.4.2 Kruskal-Wallis Test (H-Test)

Der Test nach Kruskal und Wallis ist ein nicht-parametrisches Verfahren zum Vergleich der
Mittelwerte mehrerer unabhédngiger Stichproben und basiert auf Rangplatzsummen. Als Priif-
grofle wird der H-wert (daher auch H-Test) berechnet. Dazu wird der Rang fiir jeden Wert der
Stichproben bestimmt und die Rangsummen fiir die einzelnen Gruppen berechnet. Die Priif-

groBe H wird mit der theoretischen GroBe aus der - Verteilung fiir einen gewihlten Fehler 1.
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Art verglichen. Ist die PriifgroBe H groBer als der H-Wert aus der ¥>-Tabelle, wird die Nullhy-
pothese (Ho) verworfen und es besteht ein signifikanter Unterschied (zur y-Verteilung siche
Kap. 3.4.3.) In der vorliegenden Arbeit wurde der H-Test verwendet, um einen mdoglichen
Unterschied im Ausmal} der SKI/GFI-1 Expression zwischen den Risikogruppen zu berech-

nen. Die Nullhypothese besagt, dass es keinen Unterschied zwischen den Gruppen gibt.

3.4.3 Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse

Die Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse dient der Darstellung von Ereignissen in einem be-
stimmten Zeitraum. Dabei kann es sich beispielsweise um den Eintritt eines Heilungserfolgs
nach Therapie, um den Krankheitsbeginn nach Risikoexposition oder um die Zeit bis zum Tod
nach Krankheitsbeginn handeln. Patienten, bei denen das Ereignis bis zum ermittelten Zeit-
punkt nicht eingetreten ist oder Patienten, welche nicht weiter beobachtet werden konnten
oder solche, die aus der Studie ausgetreten sind, konnen zensiert werden. Diese werden durch
einen vertikalen Strich dargestellt. So kann nachvollzogen werden, ab wann ein bestimmter
Patient nicht mehr beobachtet werden kann. Fiir jeden Zeitpunkt an dem ein Ereignis (z.B. der
Tod) eintritt, kann fiir die noch unter Beobachtung stehenden Patienten die Uberlebenswahr-
scheinlichkeit ermittelt werden. Zensierte Patienten haben auf die nachfolgende Uberlebens-
wahrscheinlichkeit keinen Einfluss. Mittels der Kaplan-Meier-Schiatzung wird die Wahr-
scheinlichkeit P(Y) berechnet einen bestimmten Zeitpunkt (k) zu {iiberleben. Fiir den
Vergleich zweier Gruppen werden zunichst die Nullhypothese (kein Unterscheid zwischen
beiden Gruppen) und die Alternativhypothese (Unterschied zwischen den Gruppen) festge-
legt. Die Hypothesen konnen mittels Log-Rank Test iiberpriift werden. Der p-Wert stellt dar
mit welcher Wahrscheinlichkeit die Werte von der Nullhypothese abweichen. Befindet sich
dieser unter dem Signifkanzwert a= 0,05, gilt das Testergebnis als statistisch signifikant ver-
schieden und die Nullhypothese muss verworfen werden. Der Test sollte immer zweiseitig
durchgefiihrt werden, da so die Abweichungen in beide Richtungen analysiert werden. Zur
weiteren Analyse wird der Log-Rank Test verwendet. Dieser vergleicht die beobachteten und
die unter der Nullhypothese erwarteten Sterbehiufigkeiten zu jedem Zeitpunkt. Fiir den Log-
Rank Test wird die Formel ej= nx; * d; / nj verwendet, wobei d; / n; die Wahrscheinlichkeit
eines Todesfalls zum Zeitpunkt t; in einer der beiden Gruppen ist, diese wird mit der Grup-
pengrofe zum entsprechenden Zeitpunkt nx; multipliziert. Der Wert e; ergibt die erwartete
Anzahl von Todesfillen in einer Gruppe. Der p-Wert errechnet sich dann aus der Teststatistik

(dem Log-Rank Test) und der - Verteilung (auch Chi?). Die y>-Verteilung y? ist eine theoreti-
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sche Verteilung mit bekannten Eigenschaften. IThre Referenzwerte lassen sich in angefertigten
Tabellen finden bzw. werden im Statistikprogramm (z.B. SPSS) verrechnet. Die Kaplan-
Meier-Uberlebenszeitanalyse wurde in der vorliegenden Arbeit verwendet, um einen mogli-
chen Zusammenhang zwischen dem AusmaB der SKI/GFI-1 Expression und dem Uberleben

der Patienten zu iiberpriifen (Arbeitshypothese).

3.4.4 Rangkorrelation nach Spearman

Der Zusammenhang zwischen zwei ordinal skalierten Merkmalen kann mit dem Rangkorrela-
tionskoeffizient nach Spearman gemessen werden. Er ist ein MaB fiir die Stédrke eines mono-
tonen Zusammenhangs. Bei der Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach Spearman
wird kein linearer Zusammenhang vorausgesetzt. Zur Berechnung werden die Werte der
Merkmale aufsteigend der GroBe nach sortiert und mit Rangzahlen versehen. Fiir jedes Wer-
tepaar wird die Differenz berechnet. Liegt der Korrelationskoeffizient rs > 0, dann liegt ein
positiver Zusammenhang vor, bei rs < 0 liegt ein negativer Zusammenhang vor und bei 15 = 0
liegt kein Zusammenhang vor. Je dichter rs an O liegt, desto schwicher ist der Zusammen-
hang. Fiir die Korrelation gelten das Unabhingigkeitsgesetz und das Unkorreliertheitsgesetz.
Das Unabhingigkeitsgesetz besagt, dass wenn zwei Variablen voneinander statistisch unab-
hingig sind, sie unkorreliert sind. Das Unkorreliertheitsgesetz besagt, dass wenn zwei Variab-
len unkorreliert sind, sie nicht zwangsldufig unabhéngig sind. In der vorliegenden Dissertati-
on sollte mit der Spearman Korrelation ermittelt werden, ob ein Zusammenhang zwischen der
SKI/GFI-1 Expression in den untersuchten Patientenproben besteht. Die Spearman Korrelati-
on wurde gewihlt, da es sich um nicht-parametrische Werte handelt. Die Nullhypothese be-

sagt, dass kein Zusammenhang zwischen der SKI/GFI-1 Expression besteht.
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4 Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde zunéchst die Expression von SKI und GFI-I in
AML-Patienten mit Hilfe der RT-PCR (s. Kap. 3.3.7) untersucht. Die ermittelten SKI und
GFI-1 Expressionswerte der 71 Patientenproben sind in Tabelle 1 (s. Materialien und Metho-

den) gelistet.

Im Mittel lag die relative GFI-1 Expression bei 0,3411, mit einem Minimum von -1,66 und
einem Maximum von 1,67. Die Streuung der Expressionswerte war mit einer Standardabwei-
chung von 0,88861 fiir GFI-1 hoch. Der Mittelwert der SKI Expression lag bei -1,390 ( Mi-

nimum -3,91 und Maximum 1,97) mit einer Standartabweichung von 1,08413.

4.1  Zusammenhang zwischen dem AusmafB der SKI/GFI-1 Expression und der

Prognose der Patienten
4.1.1 Uberlebenszeitanalyse in Abhingigkeit vom AusmaB der SKI/GFI-1 Genexpression

Zur Analyse des Uberlebens der AML-Patienten im Zusammenhang mit der SKI/GFI-1 Ex-
pression wurde die Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse (s. Kap. 3.4.3) gewihlt. Alle Daten
sind der Tabelle 1 im Abschnitt Material und Methoden zu entnehmen. Patientenproben bei
denen das Uberleben oder der Todeszeitpunkt nicht eruierbar waren (lost to follw-up), wurden
nicht mit einbezogen und Patienten, welche das festgelegte Datum 01.07.2010 iiberlebt haben
wurden zensiert. Die Patientenproben wurden in zwei Gruppen aufgeteilt: eine Gruppe mit
einer hohen SKI/GFI-1 Expression und eine Gruppe mit einer niedrigen SKI/GFI-1 Expressi-
on. Als Grenze zwischen hoher und niedriger Expression wurde der Median festgelegt. Er
betrug fiir die relative GFI-1 Expression 0,3853 und fiir die relative SKI Expression -1,4271
(s. Tab. 11).

In Abb. 6 ist das Uberleben in Abhiingigkeit ihrer Zugehorigkeit zur Gruppe mit niedriger/
hoher SKI Expression dargestellt. Auf der X-Achse ist das Uberleben in Tagen angegeben.
Die Y-Achse gibt die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten in Prozent an. Der schwarze
Graph steht fiir die Patientengruppe, welche wenig SKI exprimiert (n= 30), der rote Graph fiir
die Patientengruppe, welche viel SKI exprimiert (n=28). Vertikale Striche entsprechen den
zensierten Patienten. Auf der rechten Seite der Abbildung befindet sich eine entsprechende

Legende.
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Abbildung 6: Kaplan-Meier Uberlebenszeitanalyse der Patienten mit einer hohen bzw. niedrigen relativen
SKI (RNA)-Expression (n = 58). Auf der X-Achse ist das Uberleben in Tagen und auf der Y-Achse die Uberle-
benswahrscheinlichkeit angegeben. Schwarzer Graph: Patienten (n=30) mit einer niedrigen SKI Expression
(SKI(Patient < SKI(Median)). Roter Graph: Patienten (n=28) mit einer hohen SKI Expression (SKI(Patient) >
SKI(Median). Vertikale Striche markieren den Zeitpunkt der Zensur (p-Wert= 0,741).
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Die Uberlebenswahrscheinlichkeit war fiir 58 AML-Patienten unabhingig vom AusmafB der
SKI Expression bis kurz vor dem Tag 500 annzhrend gleich. Danach sank die Uberlebens-
wahrscheinlichkeit fiir die Patienten mit einer geringeren SKI Expression deutlich weniger als
fiir die Patienten mit einer hohen SKI Expression. Nach dem Tag 1200 blieb die Uberlebens-
wahrscheinlichkeit mit 0,45 bei den Patienten mit niedriger SKI Expression konstant. Bei Pa-
tienten mit einer hohen SKI Expression fiel die Uberwahrscheinlichkeit zwischen dem Tag
750 und 1000 auf fast 0,3 ab. In der Gruppe mit einer hohen SKI Expression lag das mediane
Uberleben (median Overall Survival (OS)) bei 443 Tagen und in der Gruppe mit einer gerin-
gen SKI Expression bei 509 Tagen. Die statistische Analyse ergab einen ¥*= 0,109 und einen
p-Wert= 0,741. Es besteht somit kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (Ho).

In Abb. 7 ist das Uberleben der Patienten in Abhiingigkeit ihrer Zugehorigkeit zur Gruppe mit
niedriger/hoher GFI-1 Expression dargestellt.
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Abbildung 7: Kaplan-Meier Uberlebenszeitanalyse der Patienten mit einer hohen bzw. niedrigen relativen
GFI-1 (RNA)-Expression (n= 58).

Auf der X-Achse ist das Uberleben in Tagen und auf der Y-Achse die Uberlebenswahrscheinlichkeit angegeben.
Schwarzer Graph: Patienten (n=28) mit einer niedrigen GFI-1 Expression (GFI-1(Patient) < GFI-1(Median)).
Roter Graph: Patienten (n=30) mit einer hohen GFI-1 Expression (GFI-1(Patient) > GFI-1(Median)). Vertikale
Striche markieren den Zeitpunkt der Zensur (p-Wert= 0,311).
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Die Uberlebenswahrscheinlichkeit der AML-Patienten mit einer geringen GFI-1 Expression
sank zunichst sehr schnell auf weniger als 0,4 ab und verédnderte sich ab den Tag 500 nicht
mehr. Die Uberlebenswahrscheinlichkeit der AML-Patienten mit einer hohen GFI-1 Expressi-
on sank dagegen weniger schnell, erreichte aber nach dem Tag 1000 ebenfalls einen Wert von
0,4 und blieb dann konstant. Das mediane Uberleben (median OS) der Gruppe mit geringer
GFI-1 Expression lag bei 333 Tagen, das der Gruppe mit einer hohen GFI-1 Expression bei
888 Tagen. Mit einem y*= 1,024 und einem p-Wert= 0,311 gab es keinen signifikanten Unter-

schied zwischen beiden Gruppen (Ho).

4.1.2 Boxplotanalyse zur Darstellung der AML Risikogruppen in Relation zur relativen SK/
und GFI-1 Genexpression

Von den 71 AML-Patientenproben konnten n=16 der Niedrigrisiko-Gruppe, n=22 Patienten
der Intermediérrisiko-Gruppe und n=27 der Hochrisiko-Gruppe zugeordnet werden (Eintei-
lung der Risikogruppen s. Abb. 2; Patientendaten s. Tab. 1). Patientenproben, die vom selben
Patienten stammen, wurden nicht in die Analyse einbezogen (n=65). Abb. 8 stellt die relative

SKI Expression in den Risikogruppen dar.
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Abbildung 8: Boxplot-Darstellung der relativen SKI (RNA)-Expression in den Risikogruppen (n=65). Auf
der Y-Achse ist die relative SKI Expression dargestellt. Risikogruppen: Niedrigrisiko n=16, mittleres Risiko
n=22 und Hochrisiko n=27 (p-Wert= 0,002)
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Bei der Betrachtung der Abb. 8 sieht man einen Anstieg der SKI Expression in den Risiko-
gruppen. Der hochste Wert lag bei ca. 1,5 und wurde bei einem Patienten der Hochrisiko-
Gruppe gemessen, der niedrigste von -3,9 bei einem Patienten der Niedrigrisiko-Gruppe. Der
Median war in der Niedrigrisiko-Gruppe am niedrigsten (-2) und mit -1 in der Gruppe mit
mittlerem Risiko am hochsten. Der Median der Hochrisiko-Gruppe lag mit ca. -1,5 knapp
darunter. In der Intermediérrisiko-Gruppe gab es einen Ausreifler. In der Probe 37 wurde eine

relative Expression von 1,75 gemessen.

Um zu uiberpriifen, ob sich das Ausmal} der SKI Expression zwischen den Risikogruppen sig-
nifikant unterscheidet, wurde ein Kruskal-Wallis Test (H-Test, s. Kap. 3.4.2.) durchgefiihrt.
Die y>-Verteilung fiir die SKI Expression war mit 12,133 hoch. Es bestand ein signifikanter
Unterschied zwischen den Risikogruppen in Hinblick auf das Ausmal} der SKI Expression (p-
Wert=0,002). Um zu untersuchen zwischen welchen Gruppen ein signifikanter Unterschied
besteht, wurden diese paarweise mittels Kruskal-Wallis Test verglichen. Dieser Vergleich ist

in Tab. 12 dargestellt.

Tabelle 11: Paarweiser Vergleich der SKI Expression in den Risikogruppen. Verglichen wurden Niedrig- und

Hochrisiko, Niedrig- und mittleres Risiko, sowie Hoch- und mittleres Risiko.

Gruppel- Teststatistik Standardfehler | Standardteststatistik p-Wert
Gruppe2

Niedrigrisiko- -19,358 6,122 -3,162 0,002
Hochrisiko

Niedrigrisiko- -19,423 6,484 -2,995 0,003

mittleres Risiko

Hochrisiko- 0,064 5,878 0,011 0,991
mittleres Risiko

In der Tab. 12 ist zu sehen, dass zwischen den Gruppen Niedrigrisiko und Hochrisiko (p-Wert
= 0,002) und den Gruppen Niedrigrisiko und mittleres Risiko (p-Wert = 0,003) ein signifikan-
ter Unterschied besteht. Zwischen den Gruppen Hochrisiko und mittleres Risiko besteht kein
signifikanter Unterschied (p-Wert = 0,991). Abb. 9 stellt die relative GFI-1 Expression in den
Risikogruppen dar.

42



2,00

1,007

0,009

relative GFI-1 Expression

1

-1,00

2,00

T T T
Miedrigrisiko mittleres Risiko Hochrisika

Risiko

Abbildung 9: Boxplot-Darstellung der relativen GFI-1 (RNA)-Expression in den Risikogruppen (n=65).
Auf der Y-Achse ist die relative GFI-I Expression dargestellt. Risikogruppen: Niedrigrisiko n=16, mittleres
Risiko= 22 und Hochrisiko n=27 (p-Wert= 0,920).

Die Abbildung zeigt, dass die Verteilung der GFI-1 Expressionswerte in allen drei Risiko-
gruppen dhnlich war (dhnliche Lage der IQR). Der Median der Niedrigrisiko-Gruppe lag mit
0,3 etwas hoher als der Median der Hochrisiko-Gruppe (0,2). Der Median der Intermediérrisi-
ko-Gruppe lag mit 0,5 im Vergleich zum Median der anderen Gruppen am hochsten. Die
Spannweite der gemessenen GFI-1 Werte war in der Niedrigrisiko-Gruppe und der Hochrisi-
ko-Gruppe am grofiten. Der hochste Wert lag mit 2,0 in der Hochrisiko-Gruppe und der nied-
rigste mit -1,6 in der Niedrigrisiko-Gruppe. Auch hier wurde ein Kruskal-Wallis Test (H-Test,
s. Kap. 3.4.2.) durchgefiihrt, um zu iiberpriifen, ob sich das Ausmall der GFI-I Expression
zwischen den Risikogruppen signifikant unterscheidet. Nach diesem Test ist ein Unterschied
in der GFI-1 Expression zwischen den Risikogruppen nicht wahrscheinlich (x’= 0,167; p-
Wert= 0,920).

4.1.3 Korrelation der relativen GFI-1 und SKI Genexpression

Bereits im Vorfeld der hier vorliegenden Dissertation wurden durch die AG Neubauer. AML-
Patientenproben auf ihre GFI-1 Expression untersucht (nicht verdffentliche Ergebnisse). Da-
bei wurde die Vermutung aufgestellt, dass die GFI-1 Expression bei Patienten mit schlechter
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Prognose niedriger liegt als bei Patienten mit guter Prognose. Dagegen fand die AG Neubauer
eine erhohte SKI-Produktion in AML Patientenproben der Hochrisiko-Gruppen (Ritter et al.
2006). Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde in der vorliegenden Dissertation eine Korre-
lationsanalyse zwischen der SK7 und GFI-1 Expression durchgefiihrt. Abb. 10 stellt ein Streu-

diagramm der beiden Parameter dar.
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Abbildung 10: Streudiagramm der relativen SKI Expression im Bezug zur relativen GFI-1 Expression.
Auf der X-Achse ist die SKI Expression und auf der Y-Achse die GFI-1 Expression dargestellt. Die Punkte ent-

sprechen einzelnen Patientenproben (n=73).

Das Streudiagramm ldsst eine fehlende Korrelation zwischen der GFI-1 und SKI Expression
in den Patientenproben vermuten, da die Wertpaare zufillig iiber das ganze Diagramm verteilt
liegen. Um diese Vermutung statistisch zu beweisen, wurde die Spearman Korrelation (s. Kap.
3.4.4) angewandt (s. Tab. 14). Die Analyse ergab einen p-Wert von 0,369, sodass eine Korre-

lation zwischen der GFI-1 und SKI Expression unwahrscheinlich ist.

4.2  GFI-1, PU.1 und ICSBP Expression nach SKI Suppression
Basierend auf der Annahme, dass SKI und GFI-1 dhnliche Zielgene (z.B. PU.I, ICSBP) auf-

weisen (Velu et al. 2008), wurde eine mogliche inverse Korrelation zwischen dem Onkogen-
Produkt SK7 und GFI-1 angenommen. Daher folgten auf die Expressionsanalyse in AML-
Patientenproben funktionelle Experimente in der Zellkultur. Ziel dieser Analysen war es, die

SKI Expression in HL60- und U937-Zellen zu supprimieren und daraufhin die GFI-1, PU.1
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und /CSBP Expression zu untersuchten. Die SKI Suppression erfolgte durch Transfektion der
U937- und HL60-Zellen (s. Kap. 4.2.1 und 4.2.2) mit SKI spezifischen siRNA-
Oligonukleotiden oder Behandlung der HL60-Zellen mit VPA (s. Kap. 4.2.3).

4.2.1 SKI Suppression mittels siRNA in U937- Zellen

In diesem Experiment wurde die SKI Expression durch Transfektion von siRNA gegen SKI
supprimiert. Danach wurde die RNA Expression von SKI, GFI-1, PU.I und ICSBP untersucht
(s. Abb. 11). ICSBP wird in HL60-Zellen nicht exprimiert (Ergebnisse hier nicht angezeigt),

deshalb wurden fiir dieses Experiment U937-Zellen verwendet.
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Abbildung 11: Relative RNA-Mengen von a) SKI, b.) GFI-1, c.) PU.I und d.) ICSBP in U937- Zellen nach
SKI Suppression mittels Transfektion von siRNA gegen SKI. Das Ausmaf} der RNA-Expression wird auf der
Y-Achse (in Prozent der Kontrolle, Behandlung der Zellen mit nonsense-RNA (linke Spalte)) dargestellt. Mittle-
re Spalte: Behandlung mit 1ug SK7 siRNA, rechte Spalte: Behandlung mit 3ug SK7 siRNA. Bei den dargestellten
Ergebnissen handelt es sich um die Mittelwerte von drei unabhéngigen PCR-Versuchen. Die Fehlerbalken ent-
sprechen der Standardabweichung (p-Wert SKI: 0,177; p-Wert GFI-1: 0,491; p-Wert ICSBP: 0,957; p-Wert PU.I:
0,957).
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Abb. 11a belegt die erfolgreiche Suppression der SKI Expression nach Transfektion von SKI
spezifischer siRNA in U937-Zellen. Bei beiden verwendeten Konzentrationen (1pg und 3ug)
wurde die Expression auf 26% SKI verringert. Es besteht jedoch kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen (p-Wert: 0,177). Bei der Betrachtung der GFI-1 Expressi-
on sieht man bei Behandlung der Zellen mit 1pug SKI spezifischer siRNA (s. Abb. 11b) einen
Anstieg auf 138%, bei einer Erhohung der siRNA-Konzentration war die Steigerung der Ex-
pression etwas weniger deutlich (127%). Die PU.I1 (1ug: 111% 3ug: 104%, s. Abb. 11c) und
ICSBP (1pg: 101% 3ug: 95%, s. Abb. 11d) Expression blieb in den U937 Zellen unter SK/
Suppression nahezu unverédndert. Auch bei der statistischen Untersuchung der GFI-1, ICSBP
und PU.I Expressionen ergibt sich kein statisch signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen mit unterschiedlichen Mengen an transfizierter siRNA (p-Wert GFI-1: 0,491; p-Wert
ICSBP: 0,957; p-Wert PU.1: 0,957).

4.2.2  SKI Suppression mittels siRNA in HL60- Zellen

Fiir die Suppression der SKI Expression in HL60 Zellen wurden die Zellen mit 0,25ug, 1ug
und 3ug SKI spezifischer siRNA transfiziert. Als Kontrollen wurden HL60-Zellen mit 3ug
Nonsense-siRNA transfiziert, um einen Einfluss der Transfektion auf die SKI/GFI-1 Expres-
sion auszuschlieBen. Die Zellen wurden 24h kultiviert und anschlieBend auf ihre SKI- und
GFI-1 Expression auf Protein- (s. Abb. 12) und Transkriptebene (s. Abb. 13) untersucht. Abb.
12 zeigt einen Western-Blot mit SKI, GFI-1 und 3-ACTIN.
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Abbildung 12: SKI, GFI-1 und B3-ACTIN Expression in mit SKI spezifischer siRNA transfizierten HL60
Zellen (Western-Blot).

Die Zellen wurden mit 0,25ug, 1ug, 3ug SKI-spezifischer siRNA inkubiert. Rechts die Proteinproduktion bei
Inkubation der Zellen mit Nonsense-siRNA. Ganz links ist die Expression der Proteine in HL 60 Leerzellen
dargestellt.

47



Eine Transfektion mit 0,25ug SKI spezifischer siRNA hatte im Vergleich zur Kontrolle (Non-
sense) keinen erkennbaren Einfluss auf die SKI Synthese. Bei einer Transfektion mit 1pug und
3ug SKI spezifischer siRNA wurde die SKI Synthese supprimiert (abnehmende Proteinmen-
gen). Die GFI-1 Synthese war bei einer Transfektion mit 0,25ug SKI spezifischer siRNA im
Vergleich zur Kontrolle deutlich erhoht. Eine Transfektion der Zellen mit 1pug und 3ug SKI
spezifischer siRNA ergab dagegen im Vergleich zur Kontrolle keine Veridnderung der GFI-1
Synthese. Das Protein B-ACTIN wurde nach der Transfektion mit SKI spezifischer siRNA
unveridndert produziert. Die Experimente wurden dreimal durchgefiihrt, um Ihre Reproduzier-

barkeit zu liberpriifen. Die reprédsentativen Ergebnisse sind in dieser Arbeit dargestellt.

In Abb. 13 ist die SKI (a.) und GFI-1 (b.) Expression nach SKI Suppression durch Transfekti-
on mit siRNA gegen SKI dargestellt.
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Abbildung 13: Relative RNA-Mengen von a.) SKI und b.) GFI-1 nach Suppression von SKI durch Trans-
fektion mit siRNA in HL60 Zellen.

Das AusmaB der RNA-Expression wird auf der Y-Achse (in Prozent der Kontrolle, Behandlung der Zellen mit
Nonsense-RNA (linke Spalte)) dargestellt. Links daneben: Behandlung mit 0,25ug, 1pg und 3pug SKI siRNA.
Bei den dargestellten Ergebnissen handelt es sich um die Mittelwerte von drei unabhéngigen PCR-Versuchen.
Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung (p-Wert SKI: 0,764; p-Wert GFI-1: 0,622).
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Bei Betrachtung der Abb. 13 scheint die SKI Expression stufenweise mit Zunahme der Menge
an transfizierter siRNA abzunehmen (0,25ug SKI spezifische siRNA 89%; 3ug SKI spezifi-
sche siRNA 39%). Auch bei der GFI-1 Expression kommt es mit steigender Menge an trans-
fizierter siRNA zu einem Abfall der GFI-1 Expression, wobei insgesamt jedoch scheinbar
mehr GFI-1 exprimiert wird als in der Kontrollinkubation. Die hochste Expression mit 389%
im Vergleich zur Kontrolle wurde bei einer Inkubation mit 0,25ug SKI spezifischer siRNA
erzielt. Bei einer Transfektion von 3ug SKI spezifischer siRNA betrug die GFI-1 Expression
noch 189%. Eine Kruskal-Wallis Varianzanlyse zwischen den Proben mit unterschiedlicher
Konzentration an transfizierter siRNA gegen SKI, ergab weder bei der SKI noch bei der GFI-
1 Expression einen signifikanter Unterschied (p-Wert SKI: 0,764; p-Wert GFI-1: 0,622).

4.2.3 SKI Suppression durch Valproinsdure in HL60- Zellen

In diesem Experiment wurde die SKI Expression durch die Behandlung der HL60- Zellen mit
1,5mM und SmM VPA supprimiert (s. Kap. 3.13). Nach Zugabe von VPA wurden die Zellen
fiir 48 Stunden und 72 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurde die Expression und Synthese
von SKI und GFI-1 analysiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte HL60-Zellen. Die Experi-
mente wurden dreimal durchgefiihrt, um Ihre Reproduzierbarkeit zu iiberpriifen. Die représen-
tativen Ergebnisse sind in dieser Arbeit dargestellt. In Abb. 14 ist ein Western-Blot (s. Kap.
3.14) abgebildet, der die SKI, GFI-1 und B-ACTIN-Synthese prisentiert.
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Abbildung 14: SKI, GFI-1 und B-ACTIN Synthese nach VPA Behandlung in HL60-Zellen. HL60-Zellen
wurden 48h oder 72h mit OmM (Kontrolle), 1,5 mM oder SmM VPA inkubiert.

49



Bei einer Inkubation mit einer Konzentration von 1,5mM VPA war die SKI-Menge leicht re-
duziert, dieser Trend setzt sich bei einer Verldngerung der Inkubationszeit auf 72h fort, so
dass zu diesem Zeitpunkt kaum noch ein Protein nachweisbar war. Bei einer Erhdhung der
VPA-Konzentration auf SmM VPA war weder nach 48h noch nach 72h SKI im Western-Blot
nachweisbar. Nach einer Inkubationszeit von 48h konnten im Vergleich zur Kontrolle geringe-
re GFI-1-Mengen detektiert werden. Nach einer Inkubationszeit von 72h zeigte sich dagegen
eine Zunahme des Proteins im Vergleich zur Kontrolle. Bei einer Konzentration von 5SmM

VPA war GFI-1 weder nach 48h noch nach 72h GFI-1 nachweisbar.

Die mit VPA behandelten HL60-Zellen wurden auch auf ihre RNA-Expression untersucht
(s.Abb. 15).
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Abbildung 15: Relative RNA-Mengen von SKI- (oben) und GFI-1- (unten) in mit VPA behandelten HL.60-
Zellen.

HL60-Zellen wurden 48h oder 72h mit OmM (Kontrolle), 1,5mM oder SmM VPA inkubiert. Bei den dargestell-
ten PCR-Ergebnissen, handelt es sich um die Mittelwerte von drei unabhingigen Versuchen. Die Fehlerbalken

entsprechen der Standardabweichung (p-Wert SKI: 0,485; p-Wert GFI: 0,666)

Nach Inkubation von HL60-Zellen mit 1,5mM VPA stieg der SKI RNA-Gehalt auf 140% der

Kontrolle. Dagegen nahm der RNA-Gehalt nach einer Inkubation mit SmM VPA auf 44% ab
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Nach 72h betrugen die Werte bei 1,5mM VPA 80% bei SmM VPA 40%. Die GFI-1 Expressi-
on war bei einer Konzentration von 1,5mM VPA nach 48h (104%) sowie nach 72h (117%)
Inkubationszeit nahezu unverdndert im Vergleich zur Kontrolle. Bei einer Konzentration von
SmM VPA stieg die gemessene GFI-I RNA-Menge nach 48h auf 365% und nach 72h auf
247%. Zwischen den Gruppen mit unterschiedlichen Mengen behandelten Zellen besteht so-
wohl in Hinblick auf SKI Expression (p-Wert= 0,485), als auch im Hinblick auf die GFI-1
Expression kein statistisch signifikanter Unterschied (p-Wert= 0,666).
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5 Diskussion und Ausblick

5.1  SKI und GFI-1 Expression in AML-Patienten — Prognose der AML-Patienten

Die Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse (s.Kap. 4.1) ergab keinen statistisch signifikanten
Unterschied hinsichtlich des Uberlebens zwischen Patienten mit hoher SKI oder GFI Expres-
sion und Patienten mit niedriger SKI oder GFI-1 Expression. Ein Vergleich der Graphen in
Abb. 6 zeigt jedoch, dass AML-Patienten, deren SKI Expression iiber dem Median lag ten-
denziell ein kiirzeres Uberleben aufweisen, als Patienten, deren SKI Expression unter dem
Median lag. Im Hinblick auf die GFI-1 Expression scheint es eher umgekehrt. Hier wiesen
Patienten mit einer niedrigen GFI-1 Expression tendenziell ein kiirzeres Uberleben auf (medi-
anes Uberleben 338 Tage) als Patienten, deren GFI-1 Expression iiber dem Median lag (medi-
anes Uberleben 888 Tage). Wie in der Einleitung beschrieben, wurde bei Patienten mit der
Chromosomendeletion -7/del 7q eine erhohte SKI Expression nachgewiesen (Ritter et al.
2006). Die Chromosomendeletion -7/del 7q klassifiziert die AML-Patienten als Mitglieder der
Hochrisiko-Gruppe und ist mit einer schlechten Prognose assoziiert (Valk et al. 2004)
(Frohling et al. 2006), weshalb angenommen wurde, dass Patienten mit einer erhohten SK7
Expression ein schlechteres Uberleben zeigen. Dies konnte in der Kaplan-Meier-
Uberlebenszeitanalyse der vorliegenden Arbeit nicht bestitigt werden. In der Boxplot-Analyse
konnte jedoch ein signifikanter Unterschied bei der SKI Expression zwischen Patienten der
Hochrisiko-Gruppe und Intermedidrrisiko-Gruppe im Vergleich zur Niedrigrisiko-Gruppe
festgestellt werden (s. Abb. 8 und Tab. 12+13) Die Ergebnisse entsprechen dem aktuellen
Kenntnisstand der Literatur (Ritter et al. 2006). Es sollte in Erwidgung gezogen werden, dass
SKI selbst moglicherweise keinen Einfluss auf die Prognose der Patienten haben konnte, son-
dern einen Marker der zytogenetischen Subgruppe -7/del 7q darstellt, welcher der Hochrisiko-
Gruppe zugehorig ist. Zur Klarung miisste eine multivariate Analyse durchgefiihrt werden.
Die Boxplot-Analyse der GFI-I Expression ergab keinen Unterschied zwischen den
Risikogruppen. Khandapour et al. fanden ebenso wie wir, keinen Zusammenhang zwischen
der GFI-1 Expression und dem Risiko oder der Prognose der AML-Patienten (Khandanpour
et al. 2010). Lediglich fiir GFI-1b wurde eine Uberexpression in den AML-Subtypen M6 und
M7 ermittelt (Elmaagacil et al. 2006). Diese AML-Subtypen sind mit einem komplexen Ka-
ryotyp und damit mit einem schlechten Risiko assoziiert (Oki et al. 2006; Park et al. 2010;
Yunis et al. 1984). GFI-1b ist ein Paralog von GFI-1 (Vassen et al. 2005). GFI-1 und GFI-1b
regulieren gegenseitig die Expression ihrer Gene und konnen auch Einfluss auf ihre eigene
Expression nehmen. Das komplexe Regulationsmuster wird fiir die Schwankungen in der Ex-

pression verschiedener Zellen verantwortlich gemacht (Anguita et al. 2010; Montoya-
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Durango et al. 2008; Huang et al. 2005). Zusammenfassend wird angenommen, dass das
Ausmal} der GFI-1 Expression von den zytogenetischen Eigenschaften und von dem Vorhan-
densein und der Aktivitit seiner molekularen Bindungspartner abhingt (Van der Meer et al.
2010). Ski konnte einer dieser Bindungspartner sein. Um das weiter zu iiberpriifen, waren
auch funktionelle Experimente Bestandteil dieser Arbeit. Die Diskussion dieser Ergebnisse

folgt in Kap 5.2.

Eine mogliche Ursache fiir die fehlende Signifikanz der Ergebnisse der Kaplan-Meier Uber-
lebenszeitanalyse sind die geringen Patientenzahlen. In dieser Arbeit wurden 73 AML Patien-
tenproben untersucht, davon gingen n=58 in die Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse ein. Im
Vergleich dazu haben Ritter et al. 201 Patientenproben untersucht (Ritter et al. 2006). Aus
dieser geringen Patientenzahl ergibt sich die geringe Teststdarke. Die Teststiarke (1-8) ist die
Wahrscheinlichkeit der Wiederlegung der Nullhypothese, wenn sie tatsdchlich falsch ist und
die Alternativhypothese zutrifft.

SKI und GFI-1 weisen dhnliche Zielgene auf, so dass eine Interaktion zwischen den beiden
Transkriptionsfaktoren zunichst angenommen wurde (Velu et al. 2008). Da bereits gezeigt
wurde, dass Patienten der Hochrisiko-Gruppe SKI iiberexprimieren und aufgrund der Uberle-
gung, dass eine verminderte GFI-I Expression mit einer schlechten Prognose assoziiert sein
konnte, wurde untersucht, ob die SKI- und GFI-1- Expression in AML-Patientenproben korre-
liert (s. Abb. 10). In dem Streudiagramm lisst sich eine zufillige Verteilung der Patientenpro-
ben erkennen. Auch in der Spearman-Korrelationsanalyse konnte eine Korrelation statistisch
ausgeschlossen werden. Nach dem Unkorreliertheitsgesetz sind zwei unkorrelierte Variablen
nicht unbedingt unabhingig voneinander, sodass eine mogliche Interaktion durch die Korrela-
tionsanalyse nicht ausgeschlossen werden kann. Folgend wurde eine mogliche Interaktion

mittels funktioneller Experimente untersucht.

5.2 SKI- Suppression — GFI-1, PU.1, ICSBP Expression

Wie in der Einleitung beschrieben, besitzen SKI und GFI-1 zahlreiche gemeinsame Zielgene
und Interaktionspartner, beispielsweise hemmen die Produkte beider Onkogene die PU.1 Ak-
tivitdt, SKI iiber eine Interaktion mit dem HDAC3-Komplex, GFI-1 iiber eine direkte Inter-
aktion (Ueki et al. 2008; Dahl et al. 2007). Um zu iiberpriifen ob die SKI Suppression mog-
licherweise einen Einfluss auf die GFI-1, PU.I und ICSBP Expression hat, wurden die RNA

Expressionslevel der genannten Gene nach SKI Suppression durch SKI spezifische siRNA in
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U937 Zellen untersucht. Sollten SKI und GFI-1 die PU.1 Aktivitiat inhibieren, dann konnte
angenommen werden, dass die PU.I und ICSBP Expression nach SKI Suppression steigt. Wie
dem Ergebnisteil der vorliegenden Arbeit zu entnehmen ist, wiesen die mit siRNA gegen SK/
transfizierten U937-Zellen eine dhnliche PU.I und ICSBP Expression auf wie die Kontroll-
probe (s. Abb. 11c und d).

Eine mogliche Erklarung fiir das Ergebnis ist, dass die GFI-1 Expression nicht ausreichend
supprimiert wurde und daher die PU.I und ICSBP Expression moglicherweise auch noch
nach SKI- Suppression durch GFI-1 supprimiert wird. Es scheint eher zu einer erhShten
GFI-1 Expression nach SKI Suppression zu kommen. Sollte tatsdchlich mehr GFI-1 zur Ver-
fligung stehen, konnte der Effekt einer SKI Suppression auf die Zielgene von SKI durch
GFI-1 kompensiert werden. An dieser Stelle muss besonders betont werden, dass es sich da-
bei um Vermutungen handelt und es Bedarf der Untersuchung mehrerer gemeinsamer Zielge-
ne von SKI und GFI-1 unter SKI Suppression um eine derartige Aussage zu unterstiitzen. Fer-
ner handelt es sich hier um eine sehr vereinfachte Darstellung der Transkriptionsregulation
und es muss hervorgehoben werden, dass die PU.I und ICSBP Expression auch durch andere
Transkriptionsfaktoren, welche in dieser Arbeit nicht untersucht wurden, reguliert werden.
Velu et al. haben bereits beschrieben, dass SKI als Korepressor fiir GFI-1 agiert und dass bei-
de Proteine die Expression gemeinsamer Zielgene supprimieren. Allerdings werden in der

Veroftentlichung die Zielgene nicht benannt (Velu et al. 2008).

Desweiteren wurde die SKI Expression mittels siRNA gegen SKI in HL60 Zellen supprimiert
und daraufhin die GFI-1 Expression in den transfizierten HL60 Zellen untersucht. Da von der
ermittelten RNA Expression nicht auf die Proteinexpression geschlossen werden kann, sind
diese zwar im folgenden zusammen aufgefiihrt, aber nicht vergleichend zu betrachten (Bustin,
2005). In Abb. 12 und 13a ist zu sehen, dass sowohl die SKI Proteinmenge (Western Blot) als
auch die SKI (RNA)-Expression (RT-PCR) parallel zur Menge an transfizierter siRNA ab-
sank. Bei einer Transfektion von 3ug SKI spezifischer siRNA war keine SKI Proteinsynthese
mehr nachzuweisen. Die GFI-1 Synthese war nach Transfektion der Zellen mit 0,25ug siRNA
gegen SKI am hochsten und sank bei 1pug und 3ug siRNA gegen SKI wieder ab. Auf Tran-
skriptebene (s. Abb. 13a) scheint die Expression der Gene auf den ersten Blick invers zu sein,
dagegen spricht jedoch, dass die GFI-1 Expression bei hoheren Konzentrationen an siRNA
gegen SKI ebenfalls abfillt. Bei einer moglichen inversen Korrelation zwischen SKI und
GFI-1 wire jedoch zumindest eine konstante Uberexpression oder gar steigende GFI-1 Ex-

pression zu erwarten gewesen. Zum einen konnten diese Abweichungen von den erwarteten
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Ergebnissen auf die Transfektionseffektivitidt der verwendeten HLL60 Zellen zuriickzufiihren
sein. Die Effektivitit ist dabei von der Proliferation der Zellen abhéngig. Da in dieser Ver-
suchsreihe jedoch ausschlieBlich HL60 Zellen verwendet worden sind, sollte dieser Effekt
minimal sein. Zu bedenken ist auch, dass es bei siRNA Experimenten hidufig zu off-target
Effekten kommt. Persengiev et al. zeigten, dass die Expression von 1000 Genen durch die
Transfektion von Sequenz-spezifischer siRNA veridndert wurde. Diese Effekte waren auch bei
geringeren siRNA Mengen nachweisbar (Persengiev et al. 2004). Ferner wurde gezeigt, dass
siRNA iiber die gleiche Signalkaskade wirkt wie miRNA. Diese ist nur partiell komplementér
zu deren Ziel-Sequenz. 6 Basenpaare reichen fiir eine milde Inhibition, was zur Folge hat, das
eine miRNA bis zu mehrere hundert Zielsequenzen aufweisen kann (Gu et al. 2014). Man
kann also davon ausgehen, dass schon bei einer Transfektion von 0,25ug siRNA gegen SKI
nicht nur SKT7 inhibiert wird. Eine Toxizitédt der siRNA auf die Zellen kann in diesem Experi-
ment ausgeschlossen werden, da die Synthese des Houskeeping-Proteins ACTIN unveridndert

ist.

Zur weiteren Untersuchung der Expression von SKI und GFI-1 wurden HL60-Zellen mit VPA
behandelt um die SKI Expression zu supprimieren. Beide Transkriptionsfaktoren interagieren
mit dem HDAC-Komplex (Nomura et al. 1999; McGhee et al. 2003). Das Medikament VPA,
urspriinglich als Antiepileptikum eingesetzt, hemmt HDAC und antagonisiert die SKI Expres-
sion (Ritter et al. 2006; Gottlicher et al. 2001). Wie Abb. 14 und Abb. 15a zeigt, scheinen die
SKI RNA-, sowie Protein-Level nach Behandlung der Zellen mit VPA abzufallen. Lediglich
nach 48h und einer Konzentration von 1,5mM VPA zeigten sich im Vergleich zur Kontrolle
auf Transkriptebene leicht erhohte Werte. Auch die GFI-1 Expression wurde durch die Inku-
bation mit VPA supprimiert. Auf Proteinebene hielt der Abfall des GFI-1 Levels, der nach 48h
detektiert wurde, nur bei der hoheren VPA-Konzentration auch 72h an (s. Abb. 12). Auf Tran-
skriptebene konnte konzentrationsabhingig ein Anstieg der GFI-1 Expression detektiert wer-

den (s. Abb. 15b).

Bei einer moglichen inversen Korrelation wire ein Anstieg der GFI-1 Expression zu erwarten
gewesen. Die Effekte des VPA-Versuchs auf die GFI-1 Expression sind jedoch sehr hetero-
gen. Dies ist moglicherweise Folge der komplexen Effekte von VPA auf die Zellen. VPA fiihrt
zur Acetylierung von Histonen und trigt zur Verdnderung der Chromatinstruktur bei, kann
aber auch auf andere (nicht Histon-) Proteine wirken. Dabei induziert es die Differenzierung
und wirkt proapoptotisch (Quintds-Cardama et al. 2011). Auch in diesem Experiment kann,
bei normaler Expression des Housekeeping-Proteins ACTIN, eine mdogliche Toxizitdt von

VPA auf die Zellen ausgeschlossen werden.
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Fiir alle funktionellen Experimente muss nachdriicklich bemerkt werden, dass die sichtbaren
Unterschiede statistisch nicht signifikant sind und somit statistisch kein Unterschied zwischen
den einzelnen Zellgruppen in den dargestellten Versuchen nachzuweisen ist. Dies ist vor allem
durch die geringe Teststirke zu erkldren. Bei 3 Versuchsdurchldufen ist hier nur eine sehr
geringe Teststirke vorhanden und damit auch nur eine sehr geringe Wahrscheinlichkeit
gegeben, die Nullhypohese (es gibt keinen Unterschied zwischen den Gruppen) zu
wiederlegen. Ein signifikanter Unterschied wire durch einen groferen Datensatz oder einen

extremen Unterschied zwischen den Datensétzen zu erreichen.

Insgesamt entsteht der Eindruck, dass es bei einer minimalen Suppression von SKI initial zu
einer Uberexpression von GFI-1 kommt. Neben den eben diskutierten Moglichkeiten fiir die
Heterogenitit der Ergebnisse, konnte man zudem ein Feed-Forward-Loop als Ursache fiir die
Beobachtungen spekulieren. Velu et al. zeigten 2008, dass SKI als Korepressor fiir GFI-1 fun-
giert (Velu et al. 2008). Weiter wird angenommen, dass SKI direkt durch die miRNA21
supprimiert wird und moglicherweise reguliert GFI-1 die miRNA21 (Velu et al. 2011). Es
wurde berichtet, dass es in gfi-/- Mausen zu einer Uberexpression von miRNA21 und zu einer
vollstandigen Suppression von ski kommt. Daher vermuten die Autoren einen Feed-Forward-

Loop (s. Abb. 17).

®®

miRNA21

Abbildung 16: Vereinfachte Darstellung eines hypothetischen Feed-Forward Loops.
In der Abbildung stehen rote Linien fiir Inhibition.

Dem Modell zufolge inhibiert GFI-1 Zielgene (hier z.B. miRNA21), welche die SKI Ex-
pression regulieren. SKI konnte wiederum als Korepressor fiir GFI-1 interagieren (Velu et al.
2008) und beeinflusst so moglicherweise die Expression seiner Zielgene und seine eigene
Expression. Wird SKI exprimiert konnte es als Korepressor fiir GFI-1 Zielgene supprimieren,
die seine eigene Expression supprimieren. Wird die SKI Expression komplett supprimiert
konnte GFI-1 entsprechende Zielgene nicht supprimieren. Dieser Feed-Forward-Loop wire
dann im Sinne einer Endproduktrepression zu interpretieren. Die unterschiedlichen Expres-
sionslevel von GFI-1 sind mit diesem Model allein nicht zu erkldren, es sei denn man ginge

davon aus, das eben jene gemeinsame Zielgene ebenfalls die GFI-1 Expression supprimieren
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und/oder die Moglichkeit von GFI-1 zur Autoregulation hier noch eine Rolle spielt. Mit Hilfe
einer solchen Hypothese lieBe sich erkldren, warum unterschiedliche SKI Suppressionslevel
die GFI-1 Expression unterschiedlich beeinflussen (starke SKI Suppression = GFI-1
Suppression; geringe SKI Suppression = GFI-1 Uberexpression). Ob es ein gemeinsames
Zielgen gibt, welches die Ski und GFI-1 Expression reguliert ist unklar, die Autoregulation
von GFI-1 ist jedoch bekannt (Montoya-Durango et al. 2008). Auch an dieser Stelle sollte
nochmal deutlich gemacht werden, dass die Regulation der Transkription sehr komplex ist
und davon auszugehen ist, dass noch weitere Interaktionspartner/Transkriptionsfaktoren eine
Rolle spielen und dieser hypothetische Feed-Forward-Loop wesentlich komplexer ist und von
weiteren Faktoren beeinflusst wird. Sicherlich konnte allein die Komplexitit dieser Wechsel-
wirkungen zwischen den einzelnen Transkriptionsfaktoren schon als Erklarung fiir die unter-

schiedlichen GFI-1 Expressionslevel in Betracht kommen.

5.3 Ausblick

Ziel weiterfithrender Experimente konnte eine weitergehende Untersuchung des Feed-For-
ward-Loops sein. So konnte z.B. untersucht werden, ob GFI-1 direkt die miRNA21 Expressi-
on supprimiert. Zur Analyse der Bindung von Transkriptionsfaktoren an die DNA kann die
Chromatin Immuno Precipitation DNA-Sequencing (ChIP Seq)-Methode Anwendung finden.
Auch die Identifizierung von miRNA21 Zielgenen wire mit dieser Methode moglich, um die
SKI Regulation weiter zu verfolgen. Weiter konnte auch die Suppression der miRNA21 Ex-
pression oder die seiner Zielgene untersucht werden. Der Knockdown von Zielgenen kann
mittels Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR)/ CRISPR asso-
ciated Protein (CAS) erfolgen. Ferner wire eine weitere Analyse der AML-Patientenproben
denkbar. Es konnte zum Beispiel eine multivariate Analyse zur SKI Expression durchgefiihrt
werden, um zu kliren ob eine SKI Uberexpression lediglich einen Marker der zytogeneti-
schen Subgruppe -7/del7q darstellt oder selbst einen Einfluss auf die Prognose der Patienten
haben konnte. Die Kaplan-Meier Uberlebenszeitanalyse konnte zudem mit einer Analyse

,»Zeit bis zur kompletten Remission* erweitert werden.
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6 Zusammenfassung

Die Akute myeloische Leukidmie (AML) ist eine seltene maligne Erkrankung des Blutsystems
mit {iberwiegend schlechter Prognose. Die Myelopoese wird durch ein komplexes Zusam-
menspiel aus Transkriptionsfaktoren reguliert. Das Verstdndnis dieser Regulation kann zum
Verstindnis der AML-Entstehung beitragen und erdffnet so neue, spezifische Therapie-
moglichkeiten. Sloan Kettering Interferring Protein (SKI) und Growth Factor Inhibitory-1
(GFI-1) sind zwei Onkogene, die eine wesentliche Rolle in der Hamatopoese spielen. SKI und
GFI-1 interagieren mit gleichen Interaktionspartnern und besitzen die gleichen Zielgene. Da-
her sollte in dieser Arbeit eine mogliche Interaktion des Onkogens SKI als Korepressor fiir

GFI-1 untersucht werden.

Dafiir wurden 73 AML-Patientenproben auf ihre SKI und GFI-1 Expression mittels RT-PCR
untersucht und entsprechend ihrer Karyotypen in Risikogruppen eingeteilt. Die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit zeigen ein tendenziell kiirzeres Uberleben fiir Patienten mit iiber-
durchschnittlicher SKI Expression. Aullerdem ergab sich eine signifikant hohere SKI Ex-
pression in der Hochrisiko-Gruppe im Vergleich zur Niedrigrisiko-Gruppe. AML-Patienten
mit unterdurchschnittlicher GFI-1 Expression wiesen ein tendenziell kiirzeres Uberleben auf,
als Patienten mit iiberdurchschnittlicher GFI-1 Expression (keine Signifikanz). Fiir GFI-1
konnte zudem kein Zusammenhang zwischen der Risikogruppeneinteilung und dem Ausmal
der RNA-Expression detektiert werden. Eine Spearman Korrelationsanalyse fiir die SKI/GFI-
1 Expression in AML-Patientenproben wies keine Korrelation auf. Weiter wurde die SKI Ex-
pression durch Transfektion von U937- und HL60-Zellen mit siRNA gegen SKI und durch
Behandlung von HL60- Zellen mit VPA supprimiert. Mittels RT-PCR und Western Blot wur-
den die RNA- und Proteinkonzentrationen von SKI und GFI-1 bestimmt. In U937-Zellen
wurde zusétzlich die PU.1 und Interferon Sequence Binding Protein (/ICSBP) Expression nach
SKI Suppression durch Transfektion mit siRNA gegen SKI analysiert. Schon bei leichter SKI
Suppression kam es zu einer GFI-1 Uberexpression. Nach Transfektion mit groBeren Mengen
siRNA war diese jedoch riickldufig. Die PU.I und ICSBP Expression war im Vergleich zur

Kontrolle unverindert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestitigen den aktuellen Kenntnisstand der Literatur und zeigen
eine mogliche Interaktion des Onkogens SKI mit dem Transkriptionrepressor GFI-1 auf. Als
Modell kann ein Feed-Forward-Loop angenommen werden. Demnach inhibiert GFI-1 Zielge-
ne (z.B. miRNAZ21), welche die SKI Expression regulieren. SKI wiederum interagiert als Ko-
repressor mit GFI-1 und hat so moglicherweise Einfluss auf seine eigene Expression. Eine
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genauere Untersuchung dieses Feed-Forward-Loops konnte Bestandteil zukiinftiger Experi-

mente sein.

6.1 Summary

AML is a rare malignant disease of the hematopoietic cell system that affects the older mem-
bers of the population. Hematopoiesis is regulated by a complex interaction between the tran-
scription factors, oncogenes, tumorsupressors and receptors. Further investigation of these
pathways in signal transduction have produced results in new insights of pathogenesis and
could point to new possibilities of a new and more specific treatment of AML. These findings
have resulted in transcription factors being a central issue in the scientific research of hema-
tooncology. Two transcription factors are the oncogene SKI and the transcription repressor
GFI-1 that represent important regulators of hematopoiesis. SKI and GFI-1 interact with the
same interaction partners and have the same target genes. As a result of the interacting genes
and target genes being the same, a possible interaction of the oncogene ski as corepressor for

GFI-1 is investigated in this work.

First 74 AML patient samples were analyzed for their SKI and GFI-1 expression. The samples
were classified in risk groups according to WHO criteria. It was investigated whether there is
a connection between the SKI and GFI-1 expression with regard to the survival or the risk
classification. The SKI and GFI-1 expression were also tested for correlation in the 74 AML
patient samples. The results of the present study show a trend toward a worse survival for
patients that express more SKI than the average. In addition, there is a higher expression of
SKI in high and intermediate risk group. These results are confirmed within current literature.
Regarding the GFI-1 expression; AML patients which had a lower GFI-1 expression than the
average, show a shorter survival than patients who express GFI-1 above average (not signifi-
cant) and no relationship between the risk group classification and the GFI-1 expression.
There was neither a positive nor a negative correlation of SKI and GFI-1 expression in AML
patients.

The second part of the presented work was functional experiments. SKI expression was sup-
pressed by transfection of siRNA against SK/ and treatment of HL60 cells with VPA. The
GFI-1 expression was then investigated by western blot and RT-PCR. Also the PU.1- and
ICSBP expression after SKI suppression by transfection of U937 cells with siRNA against
SKI was determined. As expected, SKI was successfully suppressed. There was an overex-

pression of GFI-1 even at the slightest SKI suppression. Especially after transfection with
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larger quantities of siRNA, GFI-1 expression was regressed. Compared to the control the

PU.1- and ICSBP expression were unchanged.

The results of this study reflect current knowledge as represented in the most recent literature.
It can be assumed that there is an interaction of the oncogene SKI with the transcription re-
pressor GFI-1, especially in view of a feed-forward loop. Therefore GFI-1 inhibits target
genes (e.g. miRNA 21) that regulate SKI expression. In turn SKI interacts directly as a core-
pressor with GFI-1 and so may affect its own expression. The importance of the feed-forward
loop remains unclear, but a closer examination of this feed-forward loop could be part of fu-

ture experiment.
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