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,,Das schonste, was wir erleben kénnen,
ist das Geheimnisvolle.
Es ist das Grundgefiihl, das an der Wiege von
wahrer Kunst und Wissenschaft steht.*

Albert Einstein
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Stammzellen

Stammzellen besitzen die Fahigkeit zur Selbsterneuerung (self-renewal) und zur
Differenzierung in  gewebespezifische Zellen. Das  Gleichgewicht zwischen
Selbsterneuerung und Differenzierung wird durch die Umgebung, der sog.
»Stammzellnische®, und dem genetischen Programm der Zelle reguliert (Zhang and Li
2008; Li and Xie 2005; Spradling et al. 2001). Abhéngig von diesen Regulations- und
Differenzierungsfaktoren findet eine symmetrische oder asymmetrische Teilung der
Stammzellen statt. Bei der symmetrischen Zellteilung entstehen zwei identische
Tochterzellen, die die Plastizitit der Stammzelle bewahren, oder sie fiihrt zu zwei
liniendeterminierten Zellen mit Verlust des Selbsterneuerungspotentials. Im Gegensatz dazu
entstehen bei der asymmetrischen Teilung eine Tochterzelle mit Stammzellcharakter und
eine liniendeterminierte Vorlduferzelle (Molofsky et al. 2004). Die Mechanismen, die zur
symmetrischen oder asymmetrischen Zellteilung fiithren, sind sehr komplex und Gegenstand
der aktuellen Forschung.

Abhdngig vom ontogenetischen Alter und ithrem Differenzierungspotential unterscheidet
man embryonale von adulten Stammzellen. In der Embryonalentwicklung beginnt nach der
Befruchtung der Eizellen und der Verschmelzung der elterlichen Vorkerne die Zellteilung.
Bis zum 8-Zellstadium kann aus jeder dieser Zellen ein vollstindiger Organismus
hervorgehen. Deshalb bezeichnet man sie als totipotent (Tarnowski et al. 2006). Wiahrend
der weiteren Entwicklung des Embryos, der sog. Pradimplantationsphase, bildet sich kurz vor
der Einnistung in die Gebdrmutter die Blastozyste. Die Blastozyste besteht aus einer
dufleren und inneren Zellmasse mit ca. 200 Zellen. Die Zellen der inneren Zellmasse werden
als embryonale Stammzellen bezeichnet und gelten als pluripotent. Sie sind in vivo und in
vitro in der Lage, sich in Zellen aller drei Keimblétter (Entoderm, Mesoderm und Ektoderm)
auszudifferenzieren (Thomson et al. 1998).

Bei adulten Stammzellen handelt es sich um undifferenzierte Zellen mit allgemeiner
Stammzelleigenschaft in  differenziertem Gewebe. Sie haben ein geringeres
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1. Einleitung

Selbsterneuerungsvermogen und ein eingeschriankteres Differenzierungspotential als
embryonale Stammzellen (Lowry and Richter 2007). Durch Impulse des umgebenden
Zellmilieus und Zellkontakten, der Extrazellulairmatrix, sowie Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren entwickeln sich differenzierte, organspezifischen Zellen. Dieser
Prozess spielt eine entscheidende Rolle in der Zellhomdostase und Gewebeerneuerung.
Somit findet man adulte Stammzellen vor allem in Geweben mit hoher Zellproliferation wie
dem Plattenepithel der Haut (Blanpain et al. 2004), dem Diinndarm (Brittan et al. 2004;
Marsham et al. 2002) und dem Knochenmark (Steidl et al. 2004; Nakauchi et al. 2004).
Aber auch in =zahlreichen anderen Geweben konnten adulte Stammzellen in
unterschiedlicher Anzahl nachgewiesen werden: Leber (Nakauchi et al. 2004; Song et al.
2004), Lunge (Neuringer et al. 2004; Otto et al. 2002); Gehirn (Schanzer et al. 2004; Bazan
et al. 2004; Ader et al. 2004; Winkler et al. 2003; Bjornson et al.1999), Kornea und Retina
(Boulton et al. 2004; Sun et al. 2004), Endothel (Hilbe et al. 2004, Asahara et al. 2004),
Pankreas (Yao et al. 2004; Chaudhari et al. 2001), Skelettmuskulatur (Machida et al. 2004;
Cao et al. 2004), Herzmuskulatur (Penn et al. 2004; Messina et al. 2004), Fettgewebe
(Heldner et al. 2007; Fernyhough et al. 2008) und Schilddriise (Thomas et al. 2006; Lan et
al. 2007).

Neuere Studien geben Hinweise, dass adulte Stammzellen ein Keimblatt-iiberschreitendes
Differenzierungspotential besitzen. Diese Potenz zur Ausreifung in verschiedene Zelltypen
(des Mesoderms, des Endoderms und des Ektoderms) mit Verlust der gewebespezifischen
Eigenschaft wird als Stammzellplastizitit bezeichnet und kontrovers diskutiert (Korbling et

al. 2003).

1.2 Himatopoetische Stamm- und Progenitorzellen

Héamatopoetische Stammzellen haben die Fahigkeit, durch ein kontrolliertes Wechselspiel
zwischen Selbsterneuerung und Differenzierung fiir einen lebenslangen, bedarfsgerechten
Nachschub der verschiedenen Zelltypen des Blutes zu sorgen. Ontogenetisch entstehen sie

aus nicht-hdmatopoetischen Vorlduferzellen mesodermalen Ursprungs wihrend der

12



1. Einleitung

Dottersackformation. Mindestens 10 enddifferenzierte Zelltypen konnen nach dem
bisherigen Stand der Forschung aus den hdmatopoetischen Stammzellen hervorgehen:
Erythrozyten, Thrombozyten, Monozyten, neutrophile Granulozyten, eosinophile
Granulozyten, basophile Granulozyten, B-Lymphozyten, T-Lymphozyten, NK-Zellen und
dendritische Zellen.

Hamatopoetische Stamm- und Progenitorzellen sind charakterisiert durch Expression
spezifischer Oberflichenantigene. Als Marker fiir hidmatopoetische Stamm- und
Progenitorzellen hat sich das CD34-Antigen durchgesetzt (Civin et al. 1984). Das CD34-
Antigen ist ein membranstindiges Antigen, das auf der Oberfliche von frithen
hdmatopoetischen Stamm- und liniendeterminierten Vorlduferzellen, ferner auf
Endothelzellen kleinerer Gefdllie (Fina et al. 1990; Krause et al. 1996) und embryonalen
Fibroblasten (Brown et al. 1991) exprimiert wird. Es handelt sich um ein hoch glykolisiertes
Transmembranprotein mit einem Molekulargewicht von 115 kDa, welches durch eine
Vielzahl von Kinasen wie z.B. der Protein Kinase C oder der Tyrosinkinase phosphoryliert
werden kann (Lanza et al. 2001). Die spezifische Funktion und die Liganden des CD34-
Antigens konnten bis heute nicht bis ins Detail geklart werden.

Die Population der hidmatopoetischen CD34-Zellen ist sehr heterogen. Nur ein kleiner
Anteil entspricht frithen hdmatopoetische Stammzellen mit der Fahigkeit alle Formen reifer
Blutzellen zu bilden. Den groBten Teil stellen reifere, liniendeterminierte Vorlduferzellen
dar, die in ihrer Entwicklung bereits auf eine bestimmte Zelllinie festgelegt sind. Durch
Analysen mit monoklonalen Antikdrpern gegen spezifische Oberflichen-Antigene lassen
sich Linienzugehorigkeit und Entwicklungsstadium dieser Zellen charakterisieren (Abb.
1.1). Frithe himatopoetische Stammzellen mit der Féhigkeit zur Selbsterneuerung und hoher
Differenzierungskapazitit sind charakterisiert durch niedrige oder fehlende Koexpression
von HLA-DR und CD38 sowie fehlen von linienspezifischen Marker (Petzer et al. 1996)
und starker Expression von Thy-1 (CDw90) (Craig et al. 1993). Reifere liniendeterminierte
CD34-Zellen sind charakterisiert durch die Expression von CD38 und linien-spezifischen
Antigenen (Civin and Gore 1993; Huang and Terstappen 1994). Myelomonozytire
Differenzierung ist charakterisiert durch Koexpression von CD33 und CD45RA. Die
erythroide Differenzierung durch Koexpression von CD71 und GlyA, wéhrend CD41 und
CD61 Marker fiir die Megakaryozyten-assoziierte Differenzierung darstellen.

13



1. Einleitung

Koexpressionen von CD19 und CD7 sind spezifisch fiir lymphoide Vorlauferzellen. Ein
dhnliches Expressionsmuster wie CD34-Zellen zeigt das CD133-Antigen (Kobari et al.
2001).

CD3
co7 )
. —> Q T-lymphoid
CD19
CD20 -
. —> ‘. B-lymphoid
CD41
PHSZ MHSZ CD61 .
. —> :..: e . —> 4;: megakaryozytar
\__ \_ A prh
CD33 o
CDIRA_y &y
. \ ~ myelomonozytér
cD71 ‘_ .-
Gly-A
. —» ‘ erythroid
CD34
CD133
Thy-1
CD38/HLA-DR

Abbildung 1.1: Eigenschaften und Differenzierungswege himatopoetischer Stammzellen (modifiziert
nach Steidl et al. 2003). Die differenzierungsabhéngige Expression der Oberflichenproteine CD34, Thy-1,
HLA-DR, CD38 und CD133 sind durch die Balken dargestellt. Die Dicke der jeweiligen Balken spiegelt die
Expressionsstirke wider. PHSZ: pluripotente hdmatopoetische Stammzelle;, MHSZ: multipotente

hédmatopoetische Stammzelle

Fiir die Unterhaltung der normalen Hamatopoese als auch von malignen hdmatopoetischen
Neoplasien wird durch spezialisierte Knochenmarkstromazellen ein geeignetes Milieu zur

Proliferation zur Verfiigung gestellt (Glick et al. 1989; Mangabe et al. 1994).
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1. Einleitung

Héamatopoetische Stammzellen sind von Stromazellen wie Osteozyten, Chondrozyten,
Myozyten, Fibrozyten, Adipozyten und Endothelzellen umgeben, die das fiir die
Héamatopoese notwendige ,, Microinvironment“ bilden (Bianco et al. 2001). Eingebettet in
die sog. ,hdmatopoetische Nische“ des Knochenmarks haben Zytokine,
Transkriptionsfaktoren und Adhédsionsmolekiile sowie Interaktionen der CD34-positiven
Zellen mit zelluldren Faktoren und Matrixkomponenten des Knochenmarksstroma einen
entscheidenden Effekt auf die Proliferation und Differenzierung der blutbildenden Zellen

(Fuchs et al. 2004).

1.3 Mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen

Mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen wurden erstmals 1966 von Friedenstein
beschrieben (Friedenstein et al. 1966). Es handelt sich dabei um adhdrente, morphologisch
den Fibroblasten dhnliche Zellen, die aus dem Knochenmark isoliert werden konnten und in
Zellen des Stiitz- und Bindegewebes differenzieren.

Mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen besitzen ein hohes Differenzierungspotential
und konnen unter geeigneten Kulturbedingungen keimliniendeterminiert in Osteozyten,
Chondrozyten, Adipozyten, Knochenmarkstromazellen und Myozyten differenzieren (Brude
et al. 1997; Majumdar et al. 2000; Pittenger et al. 1999; Prockot et al. 1997) (Abb. 1.2).

Die Differenzierbarkeit der mesenchymalen Stammzellen ist jedoch nicht nur auf Zelllinien
des mesenchymalen Keimblattes beschrdnkt, sondern es konnte gezeigt werden, dass sie zu
Nervenzellen (Benvenuti et al. 2006; Long et al. 2005; Barzelton et al. 2000), Hepatozyten
(Talens-Visconti et al. 2006; Lee et al. 2004a), himatopoetischen Zellen (Jiang et al. 2002a)
und Myozyten (Kadivar et al. 2006; Zhang et al. 2006) differenzieren.
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Abbildung 1.2: Model zum Differenzierungspotential von mesenchymalen Stammzellen (Caplan 1994;

Osiris Therapeutics Inc.)

Die Isolation humaner mesenchymaler Stamm- und Progenitorzellen beruhte lange Zeit auf
dem Selektionsfaktor der Plastikadhidrenz unter charakteristischen Medienbedingungen
(Caplan 1991). Die Isolierung und Expansion mesenchymaler Stammzellen aufgrund ihrer
stabilen Adhédsion auf Plastik- oder Glasoberflichen konnte bislang erfolgreich aus
Knochenmark, peripherem Blut, Nabelschnurblut und Fettgewebe etabliert und optimiert
werden (Kassis et al. 2006; Wagner et al. 2005). Bislang ist fiir mesenchymale Stamm- und
Progenitorzellen kein spezifischer Phinotyp von Oberflichenantigenen bekannt. Die von
thnen exprimierten Oberflichenmolekiile findet man auch auf Oberflichen von
endothelialen, mesenchymalen und epithelialen Zellen, sowie Muskelzellen. Ein gut
reproduzierbares und praktikables Isolationsverfahren fiir stromale Stamm- und
Progenitorzellen aus dem Knochenmark mittels CD105-Antigen wurde 2000 durch
Majumdar (Majumdar et al. 2000) beschrieben. Das Oberflichen-Antigen CD105
(Endoglin) ist ein homodimeres transmembranes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht
von 180 kDa, bestehend aus Disulfidbriicken verbundenen Untereinheiten (Gougos and

Letarte 1988). Es handelt sich um eine regulatorische Einheit des TGF-B (Transforming
16



1. Einleitung

growth factor )-Rezeptorkomplex und moduliert die zellulare Antwort auf TGF- (Barbara
et al. 1999). TGF-B, der Effektor des Endoglin, ist ein pleiotropes Zytokin, das zelluldre
Funktionen wie Proliferation, Differenzierung, Migration, Synthese extrazelluldrer Matrix
und Hamatopoese reguliert (Derynck and Feng 1997). Zusétzlich steuert es die Funktionen
der Vaskulogenese und der Wundheilung. CD105 ist hauptsdchlich auf vaskuldren
Endothelzellen und Synzythiotrophoblasten der Plazenta exprimiert (Gougs and Letarte
1988; Fonsatti et al. 2001), in geringerem Umfang auch auf hdmatopoetischen Zellen
(Lastres et al. 1992; Robledo et al. 1996), Stromazellen (Rokhlin et al. 1995), Fibroblasten
(Gougos and Letarte 1988) und auf vaskuldren glatten Muskelzellen (Adam et al. 1998).
Neben ihrem ausgeprdgten Proliferations- und Differenzierungspotential sind humane
mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen durch ihre spindelférmige fibroblastoide
Zellmorphologie sowie durch die Prdasenz spezifischer Oberflichenantigene,
Adhésionsmolekiile, extrazelluldrer Matrixmolekiile, Zytokine und Wachstumsfaktoren
sowie deren Rezeptoren charakterisiert (Tabelle 1.1) (Barry and Murphy 2004; Otto and
Rao; Ringe et al. 2002a; Pittenger et al. 1999; Conget et al. 1999; Haynesworth et al. 1992;
Galmiche et al. 1993; Gronthos et al. 1995; Haynesworth et al. 1996; Majumdar et al. 1998;
Satomura et al. 1998; Bruder et al. 1998, Chichester et al. 1993).

Marker Bezeichnung
Oberflichenantigene CD13, CD29, CD49a, CD71, CD90, SH2 (CD105),
CD114 (c-kit), SH3, SH4, STRO-1, MHC-1, a-smooth

muscle actin, MAB1740

Zytokine und Interleukin: 1a, 6,7,8,11,12,14,15
Wachstumsfaktoren LIF, SCF, Flt-3 ligand, GM-CSF, G-CSF, M-CSF
Zytokine und IL-1R, IL-3R, IL-4R, IL-6R, IL-7R, LIFR, SCFR, G-
Wachstumsfaktoren CSFR, IFNyR, TNFIR, TNFIIR, TGFBIR, TGFBIIR,
Rezeptoren bFGFR, PDGFR, EGFR

Adhisionsmolekiile | Integrine: aVB3, aVBS, Integrin chains: al, a2, a3, a4,

aS, av, B4, ICAM-1 (CD54), ICAM-2 (CD102),

VCAM-1(CD106), ALCAM-1 (CD166), LFA-3,
L-selectin, Endoglin, CD44
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1. Einleitung

Bestandteile der Kollagen Typ I, IIL, IV, V, VI

Extrazelluldrmatrix Fibronectin, Laminin, Hyalurone, Proteoglykane

Tabelle 1.1: Charakteristika mesenchymaler Stamm- und Progenitorzellen:

ALCAM: Activated Leukocyte Cell Adhesion Molecule bFGF: basic Fibroblast Growth Factor, EGFR:
Epidermal Growth Factor Receptor, FIt3: Fms-Like Tyrosin Kinase Ligand, ICAM: Intercellular Adhesion
Molecule (CD54), IFN-y: Interferon-y, LFA: Lymphocyte Function-Associated Molecule, LIF: Leukemia
Inhibitory Factor, PDGFR: Platelet-Derived Growth Factor Receptor, SCFR: Stem Cell Factor Receptor
(CD117; c-kit), TGF: Transforming Growth Factor, TNF: Tumor Necrosis factor, VCAM: Vascular Cell
Adhesion Molecule

Die Population der mesenchymalen CD105-positiven Zellen ist insgesamt sehr heterogen.
Phénotypisch konnen im Lichtmikroskop bis zu 3 Populationen mit unterschiedlichem
Differenzierungspotential und unterschiedlicher Proliferationsfahigkeit unterschieden
werden. So zeigen sich in niedrigen Zellpassagen spindelférmige fibroblastendhnliche
Zellen, grof3e flache Zellen und kleine runde Zellen (Vogel et al. 2003).
Durchflusszytometrische Analysen typischer Oberflichenantigene zeigen, dass humane
mesenchymale Stammzellen beziigliche einiger Marker phédnotypisch homogen sind. Sie
sind positiv fiir CD44, CD105, CD166, SH3 sowie SH4 und negativ fiir CD14, CD34 und
das Leukozytenantigen CD45. Diese Oberflachenantigene werden bereits routinemiflig zur
Kontrolle der Kulturhomogenitit eingesetzt. Typische Oberflaichenmarker himatopoetischer
Zellen fehlen auf den mesenchymalen Stammzellen. Klinisch bedeutsam ist die Auspragung
des immunologischen Phénotyps (CD40°, CD80", CD86", MHC-II', MHC-I', CD54" [ICAM-
1]) der auch nach der Differenzierung negativ bleibt. Eine in vitro Stimulation mit
Interferon-y induziert zwar eine erhohte Expression von MHC-I und MHC-II sowie CD54,
jedoch fehlen kostimulierende Molekiile der Immunabwehr (Tse et al. 2003). Dies ist fiir die
klinische Anwendung von grofer Bedeutung, da keine Abstoungsreaktionen zu befiirchten
sind.

Zusammengefasst handelt es sich bei den isolierten humanen mesenchymalen Stammzellen
um eine sehr heterogene Population, die Unterschiede beziiglich ihrer Oberflachenepitope,

der Zytokinsekretion und der Sekretion der Extrazelluldrmatrix aufweist.
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1.4 Struktur und Funktion des Knochenmarkstromas

Zur Unterhaltung der normalen H@matopoese als auch bei malignen hdmatopoetischen
Neoplasien wird erst durch ein spezialisiertes Knochenmarksstroma ein geeignetes Milieu
zur Proliferation, Selbsterneuerung und Differenzierung zur Verfiigung gestellt (Gliick et al.
1989; Manabe et al. 1994).

Zu den Stromazellen des Knochenmarks zdhlen die Osteoblasten und —klasten, Fettzellen,
Retikulumzellen, Endothelzellen, Makrophagen und T-Lymphozyten. Sie bilden zum einen
durch ihre Oberflachenstrukturen und zum anderen durch die Produktion von Zytokinen das
fiir die Himatopoese geeignete Mikromilieu. Ein weiterer wichtiger Bestandteil des
Knochenmarksstroma ist die extrazelluldr Matrix, die iiber die physikalisch stabilisierende
Funktion hinaus an der Interaktion zwischen Stromazellen und hdmatopoetischen Zellen
beteiligt ist. Hauptbestandteile sind Glykoproteine (Kollagen I, III, IV, V, VI, Fibronectin,
Laminin, Thrombospondin und Hemonektin) und Proteoglykane (Hyaluronsdure,
Chondroitin-, Dermatan- und Heparinsulfat) welche von verschiedenen Stromazellen wie
Endothelzellen, Makrophagen und Fibroblasten gebildet werden (Campbell et al. 1986;
Owen et al. 1988; Lerat et al. 1993). Diese Matrixproteine konnen mehrere
Bindungsregionen fiir verschiedene Adhédsionsmolekiile der Zellen der Héamatopoese
besitzen. Die Mikrovaskulatur des Knochenmarks wird von Endothelzellen gebildet, die
extraluminal von Retikulumzellen umgeben sind. Zwischen den Blutgefdlen des
Knochenmarks und den Maschen des retikuldren Bindegewebes besteht keine offene
Verbindung, so dass die Endothelzellen eine wichtige Barrierefunktion einnehmen. Zur
Transmigration in die Knochenmarksinusoide bzw. ins periphere Blut spielen
adhésionsvermittelnde Wechselwirkungen der Stromazellen mit den Matrixkomponenten
eine entscheidende Rolle. Die Mark-Blut-Schranke wird aber auch in der Gegenrichtung
durchwandert. Dieser als ,,Homing* bezeichnete Vorgang wird iiber membranstindige

Rezeptoren vermittelt (Tavassoli and Miguell 1991).
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1.5 Die chronische myeloische Leukimie (CML) als Stammzellerkrankung

1.5.1 Epidemiologie und Klinik der CML

Die CML ist eine maligne Erkrankung der pluripotenten hdmatopoetischen Stammzelle
(Fialkow et al. 1977), mit Beteiligung der Myelo-, Erythro- und Megakaryopoese sowie der
B- und eines Teils der T-Lymphozyten und ist durch das BCR-ABL-Onkogen
charakterisiert. Sie wird in die Gruppe der myeloproliferativen Erkrankungen eingeteilt
(Vardiman et al. 2002). Zu dieser Gruppe gehdren unter anderem die Polycythaemia vera,
die essentielle Thrombozythaemie, die Osteomyelofibrose sowie einige andere seltene
Formen.

Die CML hat eine Inzidenz von etwa 1-2 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner im Jahr
und ist somit die hdufigste Erkrankung in der Gruppe der myeloproliferativen Erkrankungen
(Faderl et al. 1999). Sie ist liberwiegend eine Erkrankung des Erwachsenenalters mit einem
Mittel von 53 Jahren, jedoch kdnnen zu einem niedrigen Prozentsatz auch Kinder und
Jugendliche betroffen sein (Sawyers CL 1999; Schiffer CA 2007). Ménner sind etwas
héufiger betroffen als Frauen.

Die CML verlduft klassischerweise in drei Krankheitsphasen: der chronischen Phase, der
Akzelerationsphase und der Blastenkrise (Blastenschub). Der Krankheitsbeginn ist langsam
und schleichend. Das Leitsymptom der chronischen Phase ist die Leukozytose und die
Splenomegalie. Im Differentialblutbild finden sich neben reifen Granulozyten unreife
Vorstufen der myeloischen Reihe bis hin zu den Myeloblasten (sog. Linksverschiebung).
Der Anteil an unreifen Zellen sog. Blasten liegt unter 10%. In der Akzelerationsphase
gewinnt die Erkrankung an Dynamik. Sie ist gekennzeichnet durch eine zunehmende
Leukozytose, Andmie, Thrombozytopenie und zunehmende Splenomegalie. Im
Differentialblutbild zeigt sich eine zunehmende Zahl von Blasten (10-30%) und eine
Basophilie (bis auf 20%) (Kantarjian et al. 1988). Die Blastenkrise tritt relativ plotzlich nach
der Akzelerationsphase oder auch direkt aus der chronischen Phase heraus auf. Der
Blastenanteil liegt zu diesem Zeitpunkt bei liber 30% im peripheren Blut und im

Knochenmark.
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1.5.2 Zytogenetische und molekularbiologische Grundlagen der CML

Ursache der Erkrankung ist eine chromosomale Verdnderung und anschlieBende
Proliferation einer pluripotenten hédmatopoetischen Stammzelle. Charakteristisches
zytogenetisches Merkmal der CML ist in nahezu 95% der Félle das Vorhandensein eines
Philadelphia-Chromosoms (Ph), welches als spezifische chromosomale Verdnderung der
leukdmischen Zelle erstmals 1960 beschrieben wurde (Nowell and Hungerford 1960). Das
Philadelphia-Chromosom ist ein verkiirztes Chromosom 22, das durch reziproke
Translokation der Chromosomen 9 und 22 (t(9;22)) entstanden ist (Rowley 1973). Dadurch
kommt es zur Fusion der beiden Gene BCR (breakpoint cluster region; Chromosom 22) und
ABL (Ableson leukemia virus; Chromosom 9) und zur Bildung eines BCR-ABL
Fusionsonkogens (Abb. 1.3). Je nach Bruchpunkt des BCR-Gens konnen unterschiedliche
SpleiBvarianten vorliegen, welche zu verschiedenen Fusionsproteinen mit einem

Molekulargewicht von 185-230 kD fiihren.

Chramosom 22 Chromosom 9

Philadelphia-
Chromosom

Bruchpunkt

Abbildung 1.3: Translokation t(9;22); Philadelphia-Chromosom (Kronenwett and Haas 2001)
Durch die unterschiedlichen Bruchstellen (Pfeile) entstehen die drei hdufigsten BCR-ABL-Varianten b2a2,
b3a2 und ela2
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Das zellulire ABL-Gen (c-ABL) kodiert fiir ein 145 kD grof3e, streng regulierte freie
Tyrosinkinase mit vielféltigen und komplexen Funktionen (van Etten et al. 1999). Anhand
der strukturellen Domédnen lassen sich einige biologischen Funktionen ableiten. Von
besonderer Bedeutung sind die SRC-Homologie-Doménen (SH1, SH2 und SH3). SH1 tréagt
die Tyrosinkinasefunktion, SH2 und SH3 verlethen dem Protein seine regulatorische
Funktion und erlauben die Interaktion mit anderen Proteinen (Pawson and Gish 1992). C-
terminal befinden sich die Doménen, die die Bindung an Aktin und DNA erlauben. Die c-
ABL-Tyrosinkinaseaktivitdt wird unter physiologischen Bedingungen in engen Grenzen
reguliert. An dieser Regulation sind trans- als auch cis-agierende Faktoren {iber die
Interaktion der c-ABL SH3-Doméne beteiligt (Dai and Pendergast 1995; Mayer and
Baltimore 1994). Das BCR-Gen kodiert fiir ein 160 kD Protein, das vor allem
zytoplasmatisch lokalisiert ist. Es besitzt mehrere funktionelle Domidnen u.a. eine
Serin/Threonin-Kinase (Laurent et al. 2001). Die Funktion des BCR-Gen ist bis heute nur

teilweise aufgeklart.

1.5.3 Mechanismen der BCR-ABL-vermittelten Transformation

Das durch die t(9;22) entstehende BCR-ABL-Fusionsonkogen kodiert eine deregulierte
Tyrosinkinase und besitzt im Vergleich zu c-ABL eine 100-fach erhéhte Enzymaktivitit
(Lugo et al. 1990). Das BCR-ABL Protein ist vorwiegend zytoplasmatisch lokalisiert. Die
aktivierte  Tyrosinkinase induziert zahlreiche zum Teil redundante Signal-
Transduktionswege, u.a. den Ras- (Sawyers et al. 1995), den MAPK- (Cortez et al. 1997),
den Jak-STAT- (Shuai et al. 1996) und den PI-3K/AKT-Signalweg (Varticovski et al.
1995). Die Folgen sind verdnderte Adhidsionseigenschaften am Knochenmarksstroma,

Aktivierung mitogener Signalwege und Apoptoseinhibition (Abb. 1.4).
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Abbildung 1.4: Signaltransduktionswege in BCR-ABL-positiven Zellen (Faderl et al. 1999)

Verschiedene strukturelle Doménen des chimdren BCR-ABL-Proteins sind essentiell fiir die maligne
Transformation. Sie binden Adaptermolekiile, die die Aktivierung mitogener Kaskaden und anti-apoptotischer
Signale vermitteln. Dariiber hinaus findet durch BCR-ABL die Tyrosinphosphorylierung zahlreicher Proteine

statt, die fiir die Organisation der Zellmembran und des Zytoskelett bedeutsam sind

Diese Signalkaskaden zeichnen sich durch teilweise iiberschneidende Interaktionen mit
zahlreichen Substraten und assoziierten Molekiilen die nur schwer voneinander trennbar
sind aus, so dass sie hier nur stark vereinfacht dargestellt werden kdnnen.

Die Aktivierung des mitogenen Ras (rat sarcoma viral oncogene homolog)-
Signaltransduktionswegs durch BCR-ABL erfolgt iiber das Tyrosin an Position Y177
innerhalb des ersten BCR-Exons, das in der autophosphorylierten Form das Adaptermolekiil
GRB2 (growth-factor-receptor binding protein) binden kann und mit SOS (son of sevenless)
Komplexe bildet. Der BCR-ABL-GRB2-Komplex aktiviert Ras, das infolgedessen die
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MAP-Kinase (mitogene-activated protein kinase) phosphoryliert und aktiviert, woriiber die
Aktivierung mitogener Signale in BCR-ABL transformierten Zellen erfolgt. Ras kann
jedoch auch tiber die Adaptermolekiile SHC (SRC homology domain-containing) und
CRKL (v-crk avian sarcoma virus CT10 oncogene homolog-like), beides Substrate von
BRC-ABL, aktiviert werden. CRKL aktiviert sowohl Ras als auch den PI3K (Phosphatidyl-
Inositol-3-Kinase)/AKT-Signaltransduktionsweg ~ (Neshat et al.  2000). Die
Signaltransduktion durch die PI3-Kinase flihrt zur Aktivierung einer Reihe von
,downstream® Effektormolekiilen, woriiber die Inaktivierung der anti-apoptotischen
Proteine der BCL-2 Familie aufgehoben wird. Daraus resultiert eine verminderte Apoptose
und eine Stimulation des Zellwachstums (Datta et al. 1997; del Peso et al. 1997). Des
Weiteren kann BCR-ABL JAK-(Janus Kinase)- und STAT-(signal transducers and
activators of transcription) Proteine aktivieren. Der JAK/STAT-Signalweg bildet die
unmittelbare Verbindung zwischen Wachstumsfaktor-Rezeptoren und Gentranskription.
Neben STATI spielt insbesondere STATS eine entscheidende Rolle (Shuai et al. 1995; de
Groot et al. 1999).

1.5.4 Stromaverinderungen bei malignen Neoplasien

Stromale Stamm- und Progenitorzellen stehen in enger rdumlicher und funktioneller
Wechselwirkung mit der normalen Hamatopoese und der Proliferation maligner Zellklone.
Es gibt Hinweise, dass Stromaverdnderungen bei verschiedenen Leukdmietypen eine
entscheidende pathophysiologische Rolle spielen. Bei Patienten mit AML, CML sowie mit
Multiplen Myelom konnten stromale Verdnderungen bereits nachgewiesen werden
(Duhrsen et al. 1996). So wurde im Knochenmark von Patienten mit AML eine Vermehrung
der Fibroblasten und Endothelzellen beobachtet (Dilly et al. 1990). Neuere Studien konnten
zeigen, dass maligne AML-Zell-Klone abhingig vom Stroma die Expression von
Metalloproteinasen sowie deren Inhibitoren verdndern (Marquez-Curtis et al. 2001; Dybkaer
et al. 2001). Die Ursache und die sich daraus ableitenden Folgen fiir das Wachstum der
malignen Zellen sind bislang noch unbekannt. Beim Multiplen Myelom zeigte sich, dass in

malignen Plasmazellen Integrine und andere Adhésionsmolekiile wie z.B. NCAM, LFA-1,
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LFA-3, VLA-3, VLA-4, VLA-5, VLA-6 verstiarkt exprimiert werden (Harada et al. 1993;
Huang et al. 1995). Gleichzeitig zeigen sich Verdnderungen in den korrespondierenden
stromalen Zellen. VCAM-1 und Fibronektin werden vermindert, der intrazelluldre Rezeptor
fiir Hyaluron-vermittelte Motilitat verstarkt exprimiert (Wallace et al. 2001).

Im Knochenmark von CML-Patienten konnte eine Vermehrung von Fibroblasten und
Endothelzellen sowie eine Verminderung von Fettzellen gezeigt werden (Dilly et al. 1990;
Kuto et al. 1984). Gleichzeitig besteht eine deutlich erhohte Mikrogefdadichte (Kvasnicka et
al. 2004). Ultrastrukturelle Untersuchungen zeigen, dass die Sinus-Endothelzellen eine
Abnahme der Adventitiazellen und eine Zunahme der Anzahl und GroBe der transzelluldren
Poren aufweisen, was die Migration maligner Zellen aus dem Knochenmark begiinstigt.
Wihrend des Progress der Erkrankung kommt es hiufig zu einer Retikulin- bzw.
Kollagenfaserfibrose. Die Vermehrung der Retikulinfasern ist assoziiert mit einer erhdhten
Anzahl an Megakaryozyten, welche bestimmte Mediatoren wie ,transforming growth
factor-p*“ (TGF-B) und ,platelet-derived growth factor,, (PDGF) sezernieren (Bousse-
Krediles and le Martyre 1999). Beide Zytokine spielen auch eine malBgebliche Rolle im
Rahmen des Pathomechanismus der Angiogenese, da sie innerhalb eines sehr
vielschichtigen autokrinen und parakrinen funktionellen Netzwerks wirksam werden (Berse
et al. 1999). Die Megakaryozyten sind typischerweise kleiner als normal und haben
hypolobierte Kerne (Kuto et al. 1984). Des Weiteren zeigt sich eine Zunahme von BCR-
ABL-positiven Makrophagen, welche im Rahmen der Zelldifferenzierung aus dem
malignen Zellklon hervorgehen. Es konnte gezeigt werden, dass diese Verdnderungen der
Stromazusammensetzung das Wachstum der malignen CML-Zellen stimuliert, wéhrend die
Proliferation der normalen Stamm- und Progenitorzellen unterdriickt wird (Bathia et al.
1995). Der genaue Wirkmechanismus des Zusammenspiels von Knochenmarkstroma und
malignen CD34-positiven hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen ist bislang nicht

bekannt.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Sowohl fiir die normale Himatopoese als auch fiir das Uberleben und Proliferation maligner
hdmatopoetischer Zellen spielen Stromazellen im Knochenmark und deren Progenitoren
durch Bereitstellungen eines geeigneten ,, hdmatopoetischen Microinvironment® eine
entscheidende Rolle. Uber die stromalen Zellen des Knochenmarks und insbesondere iiber
deren molekularen Eigenschaften und Verdnderungen im Rahmen hématologischer
Neoplasien ist bislang nur wenig bekannt. Durch die Verfiligbarkeit eines gut
reproduzierbaren und praktikablen immunmagnetischen Isolationsverfahrens {iber das
CD105-Antigen ist es moglich geworden aus dem Knochenmark eine klar definierte
Zellpopulation zu isolieren, die eine grofe Zahl mesenchymaler Vorldufer enthilt.

Ziel dieser Arbeit ist es, CD105-positive mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen
gesunder Spender auf molekularer und funktioneller Ebene mittels Immunfluoreszenz,
genomweiten Genexpressionsanalysen durch cDNA-Arrays und klonogen Wachstumstests
zu charakterisieren. Des Weiteren sollen die CD105-positiven mesenchymalen Stamm- und
Progenitorzellen mit einem weiteren Stamm- und Progenitorzelltyp des Knochenmarks, den
CD34-positiven hdmatologischen Stamm- und Progenitorzellen, verglichen werden.
Mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen stehen in enger raumlicher und funktioneller
Wechselwirkung mit der normalen Himatopoese. Uber die molekularen Eigenschaften und
Verdnderungen im Rahmen hdmatologischer Neoplasien ist bislang nur wenig bekannt. Um
den Phinotyp von CD105-positiven mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen von
Patienten mit einer malignen Stammzellerkrankung des Knochenmarks zu bestimmen,
sollen in dieser Arbeit CD105-positive Zellen von Patienten mit CML mittels Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung, Immunfluoreszenz und Genexpressionsanalysen durch cDNA-
Arrays analysiert werden.

Derartige molekulare Untersuchungen konnen einerseits neue Einblicke in die Biologie
mesenchymaler Vorlduferzellen und deren Verwendung fiir die Gewebsersatztherapie
liefern. Des Weiteren fiihren sie zu einem besseren Verstdndnis der pathophysiologischen
Rolle von Stromazellen in der Genese von hidmatologischen Neoplasien und eréffnen somit

neue molekulare Ansatzpunkte filir antineoplastische, Stroma-gerichtete Therapiestrategien.
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3. Material und Methoden

3.1 Geriite
Ger:iit Firma
Axioskop 2 Mikroskop Carl Zeiss AG, Oberkochen

Axioplan imaging 2 Mikroskop

Biofuge fresco mit Heraeus Rotor #3325
Durchflusszytometer FACSCalibur mit
Software CellQuest

EasyCast' "Mini Gel Electrophoresis
Eismaschine
Gel-Dokumentationssystem Gel Doc 200
mit Software QuantityOne

HERACcell CO,-Inkubator

HERAsafe HS 12 Sicherheitswerkbank
Hybridisierungsofen ThermoHybaid
HyBrite™

Lichtmikroskop, Diavert

Light Cycler

LS 9000 Beckmann Coulter

Megafuge 1.0R mit Heraeus Rotor #2704
PCR Mastercycler gradient
Phosphorimager Fuji FLA-3000
Power-Pac 300 (135 V, 400 mA)
Speedvac Concentrator 5301
Spiegelreflexkamera F301

Thermomixer comfort

Zellcoulter MD II Series Analyzer

Carl Zeiss AG, Oberkochen
Thermo Electron Corporation, Langenselbold

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Owl Separation Systems, Porthmouth, USA
Ziegra, Isernhagen

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Thermo Electron Corporation, Langenselbold
Thermo Electron Corporation, Langenselbold
Thermo Hybaid GmbH, Heidelberg

Vysis Inc., Downers Grove, USA

Leica, Bensheim

Roche applied science, Mannheim
Beckmann Fullerton, USA

Thermo Electron Corporation, Langenselbold
Eppendorf GmbH, Wesseling-Berzdorf
FujiFilm, Diisseldorf

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Eppendorf GmbH, Wesseling-Brezdorf
Nikon, Diisseldorf

Eppendorf GmbH, Wesseling-Berzdorf
Beckmann Coulter GmbH, Krefeld

Tabelle 3.1: verwendete Geriite
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3.2 Materialien

Material Firma
5 ml FACS-Rohrchen SARSTED AG, Niimbrecht
50 ml Falcon Tubes Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

BD Atlas™ cDNA Expression Arrays
LightCycler Kapillaren

LS Separation Columns

MACS MultiStand

0,2 ml PCR Reaktionsgefilie

0,5 ml PCR-Reaktionsgefille
Petrischale @ 35mm

Petrischale @ 96 mm
Photometerkiivetten UVette®
QIAShredder Saulen

BD Biosciences Clontech, USA

Roche Diagnostics, Mannheim

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Corning Inc., Corning, USA

Greiner bio-one, Kremsmiinster, Osterreich
Eppendorf, Hamburg

Qiagen GmbH, Hilden

Tabelle 3.2: Materialien

3.3 Puffer, Medien und Zusitze

Puffer, Medien, Zusatz Firma

Dulbeco PBS BIOCHROM AG, Berlin
RLT-Puffer Qiagen GmbH, Hilden

FACSFlow Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Methocult SF'TH4439 (Methylcellulose)
RPMI 1640-Medium

SDS

SSC

CellSystems, St. Katharinen

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Tabelle 3.3: Puffer, Medien, Zusitze
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3.4 Chemikalien

Chemikalien Firma

Agarose AppliChem GmbH, Darmstadt
Borsédure Merck KGaA, Darmstadt

3-Mercaptoethanol
CaliBRITE-Microbeads
DAPI II Counterstain
EDTA

Eisessig

Ethanol
Ethidiumbromid (10mg/ml)
LymphoPrepTM
Loading Dye (6x)
Methanol

NaOH

NaH,POq4

NP-40

Tris-HCI

Trypanblau 0,5%

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Becton Dickinsion GmbH, Heidelberg
Abbott, Wiesbaden
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Axis-Shield, Oslo Norway
Promega GmbH, Mannheim
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Abbott, Wiesbaden

Merck KGaA, Darmstadt
BIOCHROM AG, Berlin

Tabelle 3.4: Chemikalien

3.5 Kit-Systeme

Kit-System

Firma

BD Atlas™ cDNA Expression Kit
Human CD34 MicroBead Kit

Light Cycler FastStart

DNA Master SYBER Green |

RNeasy Mini Kit

BD Biosciences Clontech, USA
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
Roche Diagnostic GmbH, Penzberg

Qiagen GmbH, Hilden

Tabelle 3.5: Kit-Systeme
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3.6 Antikorper fiir die Duchflusszytometrie

Alle Antikérper wurden mit einer Konzentration von 10 ul auf 1 x 10> Zellen in 50 ul PBS

eingesetzt.

Primarantikorper (Klon) Isotyp Firma

CD7 FITC (4H9) IgG2a Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
CD14 PE (MoeP9) IgG2b Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
CDI15 PE (HI98) IgG1 BD Pharmingen™, Heidelberg

CDI19 PE (SJ25C1) IgG1 Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
CD29 PE (MAR4) IgGlx BD Pharmingen™™, Heidelberg

CD31 FITC (5.6E) IgG1 Immunotech, Marseille, Frankreich
CD34 FITC (8G12) IgGl1 Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
CD38 PE (HB7) IgG1 Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
CD44 FITC (IM7) IgG2b BD Pharmingen™™, Heidelberg

CD45 FITC (2D1) IgG1 Immunotech, Marseille, Frankreich
CD54 FITC (84H10) IgG1 Immunotech, Marseille, Frankreich
CD71 FITC (LO1.1) IgG2a Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
CD105 FITC (SNo) IgG1 Serotec, Oxford, UK

CD105 PE (SN6) IgG1 Serotec, Oxford, UK

CD106 PE (51-10C9)  IgGl BD Pharmingen™, Heidelberg
CDI117 PE (95C3) IgG1 Immunotech, Marseille, Frankreich
CDI138 PE (MI15) IgG1 Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Gly A PE (11E4B-7-6) 1gGl Immunotech, Marseille, Frankreich
HLA-DR PE (L243) IgG2a Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Mouse IgG1 FITC  (W3/25) IgG1 Serotec, Oxford, UK

Mouse IgG1 FITC  (X40) IgG1 Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Mouse IgG1 PE (MOPC-21) IgGl1 Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Mouse IgG2a FITC (X39) IgG2a Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Tabelle 3.6: Antikorper fiir die Durchflusszytometrie
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3.7 Primer fiir die quantitative RT-PCR

Alle Primer fiir die quantitative RT-PCR wurden von der Firma TIB MOLBIOL (Berlin,
Deutschland) bezogen.

Die ,,Primer“-Sequenzen wurden mit Hilfe der ,,LightCycler Probe Design*“-Software 1.0
(Roche Molecular Biochemicals) ausgewéhlt. Um die Amplifikation genomischer DNA zu

vermeiden, wurden Exoniibergreifende ,,Primer verwendet.

Genname Abkiirzung Sequenz

Glycerinaldehyd-P-DH GAPDH 5"TCCATGACAACTTTGGTATCG-3'
GAPDH 5-CTAATTCTAGTGGGTCAAGATGATG-3'
Amplikonlénge (bp): 380
Annealing-Temp.: 61°C

Sequenz-specific FLI-1 5'-AGGGAAAGTTCACTGC-3'
transcription-activator FLI-1 5-CCGTTGCTCTGTATTCTTA-3'
Amplikonlénge (bp): 189
Annealing-Temp.: 61°C

Human erythroblastosis Ets-2 5'-CCACCAATGAGTTCAG-3'
Virus oncogene homolog 2 Ets-2 5'-GTGCCAAAACCTAATGT-3'
Amplikonlénge (bp): 247
Annealing-Temp.: 60°C

Human erg protein ERG 5'-AACTAAAGCCGTCAGG-3'
(ets-releated gene) ERG 5'-CTCCATAGCGTAGGAT-3'
Amplikonlénge (bp): 262
Annealing-Temp.: 61°C
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Genname Abkiirzung Sequenz
Retinoblastoma-binding RBP-7 5'-TAAACCAGACCCAAGTG-3'
protein RBP-7 5'-CATCCTCTACAACAGC-3'

Nuclear transcription factor

Immunglobulin mu binding:

Protein 2

Cell Division Control

Protein 2 Homolog

Serin/Threonine-Protein:

Kinase PLK1

Cyclin B1

Amplikonlénge (bp): 221
Annealing-Temp.: 59°C

NFX-1 5'-ACCAGGTATGCTATTG-3'
NFX-1 5-TTCCGACTACTACTTCC-3'
Amplikonlénge (bp): 256

Annealing-Temp.: 59°C

IGH2 5'-GCTGGTCACCTTTGAG-3'
IGH2 5-TCAGGGCTTTTTTCAGT-3'
Amplikonlénge (bp): 269

Annealing-Temp.: 61°C

CDC2 5'-ATGAGGTAGTAACACTCTG-3'
CDC2 5'-GTAGCTAGGCTTCCTG-3'
Amplikonlénge (bp): 268

Annealing-Temp.: 60°C

pLK 5-TCAATAAAGGCTTGGAGAAC-3'
pLK 5'-GCCGTACTTGTCCGAA-3'
Amplikonlénge (bp): 239

Annealing-Temp.: 61°C

CyclinB 5-ATTGTGTGCCCAAGAA-3'
CyclinB 5'-CGACATCAACCTCTCC-3'
Amplikonlénge (bp): 243

Annealing-Temp.: 61°C

Tabelle 3.7: Primer fiir die quantitative RT-PCR
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3.8 Zellen

Alle Patienten und alle gesunden Kontrollpersonen denen im Rahmen der experimentellen
Arbeit Knochenmark entnommen wurde, wurden vor Entnahme vollstindig iiber das
Entnahmeverfahren und den wissenschaftlichen Zweck aufgekldrt und haben schriftlich ihr
Einverstdndnis erklért.

Verwendet wurden Knochenmarkaspirate von gesunden Spendern und von Patienten mit
einer BCR-ABL-positiven CML. Die molekularbiologische Untersuchung der Patienten
erfolgte im Rahmen der Routinediagnostik mittels quantitativer ,,Real-Time“RT-PCR
(LightCycler-t(9;22)-Quantifikation Kit, Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland). Es
wurden hierbei Primer und Hybridisierungssonden verwendet, die die drei héufigsten
Bruchpunktvarianten des BRC-ABL Fusionsgens enthielten. Die VerldBlichkeit dieser
Methode wurde durch Studien in unsere Arbeitsgruppe bestitigt (Neumann et al. 2003).

3.9 Methoden

3.9.1 Dichtegradientenzentrifugation

Das bei einer Knochenmarkpunktion gewonnene Aspirat enthdlt neben spongiésem Material
ein heterogenes Gemisch zelluldrer Bestandteile.

Um CD105-positive stromale Stamm- und Progenitorzellen bzw. CD34-positive hdmato-
poetische Stamm- und Progenitorzellen zu gewinnen, musste zundchst eine Dichte-

gradienten-Zentrifugation durchgefiihrt werden.

3.9.1.1 Prinzip der Dichtegradienten-Zentrifugation

Bei der Dichtegradienten-Zentrifugation werden die verschiedenen zelluldren Bestandteile

des Knochenmarkaspirats (KM-Aspirat) anhand ihrer Schwebedichte aufgetrennt. Dazu
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wird das zuvor mit PBS verdiinnte KM-Aspirat auf ein Phasentrennmittel, z.B. Lymphoprep
mit einer spezifischen Dichte von 1,077 g/ml iiberschichtet und anschliefend zentrifugiert.
Da Erythrozyten und polymorphkernige Zellen eine geringere Dichte als das
Phasentrennmittel besitzen, durchwandern sie die Lymphoprep-Phase. An der Grenzschicht
zum Lymphoprep bildet sich der sogenannte Interphase-Ring der von mononukledren Zellen
gebildet wird (Abb. 3.1). In dieser Schicht befinden sich u.a. die mesenchymalen Stamm-
und Progenitorzellen. Oberhalb des Interphase-Rings befindet sich eine thrombozytenreiche

Plasma-Schicht.

Plasmaphase (Thrombozyten)

Interphase (MNC's)

Lymphoprep-Phase (einige Granulozyten)

Pellet (Erythrozyten und Granulozyten)

Abbildung 3.1: Phasen-Auftrennung von Knochenmarkaspiraten nach Dichtegradientenzentrifugation

3.9.1.2 Dichtegradienten-Zentrifugation zur Isolierung von MNCs

Nach Gewinnung des KM aus dem Beckenkamm der Patienten/Spender wurde dieses in ein
Falcon-Tube tiiberfiihrt und 1:1 mit PBS-Puffer verdiinnt. Anschliefend wurde das
vorgelegte Lymphoprep-Medium vorsichtig um eine Durchmischung zu verhindern mit der
KM-Zellsuspension iiberschichtet. Nach 30 Minuten Zentrifugation bei 20°C und 1500
U/min wurde der Interphase-Ring vorsichtig abpipettiert und in ein frisches Falcon-Tube
iiberfiihrt. Die Zellsuspension wurde mit mindestens drei Volumenanteilen PBS aufgefiillt,
durchmischt und fiir 10 Minuten bei 1500 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde

verworfen und das Zellpellet erneut in PBS-Puffer aufgenommen. und zentrifugiert. Nach
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diesem letzten Waschgang wurde das Zellpellet in einem definiertem Volumen PBS (500 pl

- 1 ml) resuspendiert und anschlieBend die Zellzahl durch einen Zdhlautomaten bestimmt.

3.9.2 Zellzahl-Bestimmung und Vitalitiitstest

Die Anzahl der isolierten CD105- oder CD34-positiven Zellen wurde mittels Neubauer-
Zihlkammer (Paul Marienfeld GmbH & Co KG, Lauda-Koenigshofen) ermittelt (Abb. 3.2).
Hierfiir wurden 10 pl Zellsuspension mit 10 pl 0,5%igem Trypanblau verdiinnt und auf die
Neubauer-Zahlkammer aufgetragen. Trypanblau dringt durch eine verdnderte
Membrandurchléssigkeit in abgestorbene Zellen ein und farbt diese blau. Somit ist eine
Unterscheidung zwischen abgestorbenen und vitalen Zellen moglich. Fiir die
Zellzahlbestimmung wurden 4 Eckquadrate (GroBquadrate) ausgezéhlt, die Ergebnisse

gemittelt und entsprechend folgender Formel die Zellzahl bestimmt.
Zellzahl pro ml Suspension = Mittelwert Zellen * Verdiinnungsfaktor * 1 04(Kammerfakt0r)
Kammerfaktor 10 Fliche des GroBquadrats: 1 mm?®

Hohe des GroBquadrats: 0,1 mm

Volumen des Grof3quadrat: 0,1 mm® — 0,1 ul — 10 ml

1 T b —

GroB3quadrat

B
4.
e
s

i
e
i+
-
. .

]
8 0 B B N
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Abbildung 3.2: Zihlkreuz der Neubauer-Zihlkammer mit 4 Groquadraten (schwarze Markierung)
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3.9.3 Immunmagnetische Zellisolation

Die Isolierung der CD105- und CD34-positiven Zellen aus der MNC-Fraktion erfolgte {iber
eine immunmagnetische Separation. Der Anteil der CDI105-positiven Zellen an den
mononukledren Zellen des Knochenmarks entsprach ca. 0,01-0,001%, wiahrend der Anteil

der CD34-positiven Zellen an den mononukledren Zellen des Knochenmarks 0,01% betrug.

3.9.3.1 Prinzip der Immunmagnetischen Zellisolation

Die immunmagnetische Zellisolation basiert auf einer spezifischen Antigen-Antikorper-
Reaktion und anschlieBender Sdulenchromatographie. Der Antikorper der spezifisch gegen
ein Epitop der Subpopulation gerichtet ist, ist an seinem Fc-Teil mit einem kolloidalen,
magnetisierten ,,Microbead* gekoppelt. Bei der anschlieBenden Séiulenchromatographie
durchlaufen die Zellen ein magnetisches Feld, das die Antikorper-markierten und somit
magnetisierten Zellen in der Sdule zuriickhélt. Die nicht-markierten Zellen durchlaufen die

Sdule. Nach Entfernung der Sadule aus dem magnetischen Feld konnen die AK-markierten

Zellen eluiert werden (Abb. 3.3).

A) | « | Br—le [ (C)
a a
3° T T 1“0
[e] ..
- - - - L ]
o o o
L] | 82 | | 2a% |

Abbildung 3.3: Schema der immunmagnetischen Isolierung. Bei der Sidulenchromatograpie durchliuft die
Zellsuspension ein magnetisches Feld (A). Die Antikorper-markierten Zellen (schwarz) werden durch das
magnetische Feld in der Saule zuriickgehalten, wiahrend die unmarkierten Zellen (weiss) eluiert werden (B).
Nach Entfernung der Sdule aus dem magnetischen Feld konnen die Antikdrper-markierten Zellen mittels

Stempel herausgedriickt werden (C)
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3.9.3.2 ,Magnetic Labeling*

Um die mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen aus der mononukledren
Zellsuspension zu selektionieren, wurden diese mit einem ,,Microbead“-gekoppelten
Antikorper markiert, der spezifisch an das humane CD105-Epitop bindet. Fiir die
magnetische Markierung wurden jeweils 10’ MNCs in 80 pl MACS-Puffer resuspendiert.
Danach wurden 20 ul CD105 MicroBeads pro 10’ MNCs hinzugefiigt und der Ansatz bei
4°C fiir 30 Minuten inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation wurde der Ansatz mit 10-20
Volumenanteilen MACS-Puffer aufgefiillt und 5 Minuten bei 20°C und 1500 U/min
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann nach Verwerfen des Uberstandes in 3-10 ml
MACS-Puffer resuspendiert. Unmittelbar danach erfolgte die Sdulenchromatographie.

Die Selektion der CD34-positiven hdmatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen aus der
mononukledren Zellsuspension erfolgte mit dem Direct CD34 Progenitor Cell Isolation Kit
nach Angaben des Herstellers. Fiir die magnetische Markierung wurden jeweils 10° MNCs
in 300 ul MACS-Puffer resuspendiert. Danach wurden 100 ul FcR-Blocking-Reagent pro
10° MNCs und 100 pul MACS CD34 MicroBeads (mouse IgGl, clon QBend/10)
hinzugefligt und der Ansatz bei 4°C fiir 30 Minuten inkubiert. Das FcR-Blocking-Reagent
vermindert nach Angaben des Herstellers die unspezifische Bindung des CD34-AK an den
Fe-Teil.

MACS-Puffer: 450 ml PBS
50 ml Humanalbumin 5%
2 mM EDTA
Lagerung bei 4°C

3.9.3.3 Siulenchromatographie

Einspannen der LS-Trennsdulen in den zugehorigen MACS-Magneten und Positionierung
eines Falcon Tube unterhalb der Trennsdule. Vor Auftragen der vorbereiteten

Zellsuspension wurden die Trennséulen mit 3 ml MACS-Puffer dquibriliert. Nachdem die

37



3. Material und Methoden

Zellsuspension die Trennsdule durchlaufen hatte, erfolgte ein dreifacher Waschvorgang mit
jeweils 3 ml MACS-Puffer, so dass die CD105-negativ Fraktion die Trennsdule durchlief
wihrend die CD105-positiv Fraktion in der Trennsdule angereichert wurde. Anschlieend
wurden die Trennsdulen aus dem Magneten entfernt und 5 ml MACS-Puffer auf die Séulen
gegeben und die CD105-positiv Fraktion unter Druck eluiert (Abb. 3.3). Um die Spezifitét
dieses Anreicherungsverfahren zu erhohen, wurde die Sdulenchromatographie mit einer
neuen Trennsdule wiederholt. AnschlieBend wurde die Zellzahl durch einen Zahlautomaten

bzw. durch eine Vitalitdtsfarbung in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

Die isolierten CD105— und CD34-positiven Zellen wurden je nach weiterer Verwendung
direkt eingesetzt oder bei -20°C gelagert. Die Reinheitsbestimmung der immunmagnetisch

angereicherten Zellen erfolgte mittels direkter Durchflusszytometrie [siche 3.9.4.2].

3.9.4 Durchflusszytometrie und Immunfluoreszenzfirbung (FACS)

3.9.4.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Analyse von Einzelzellen auf der Grundlage
von Streulicht und Fluoreszenzeigenschaften.

Bei der Durchflusszytometrie werden suspendierte Einzelzellen durch einen Laserstrahl
gefiihrt. Dabei senden die Zellen in Abhdngigkeit vom Zelltyp und der Probenvorbereitung
charakteristische Lichtsignale aus, die mittels geeigneter Detektoren nachgewiesen werden
konnen. Die suspendierten Zellen werden in einem Fliissigkeitsstrom (Hiillstrom)
nacheinander durch den Strahl eines Lasers gefithrt (Abb. 3.4). Durch die
Querschnittsverringerung in der MefBkiivette wird der laminare Proben- als auch der
Hiillstrom beschleunigt und dadurch verjlingt (hydrodynamische Fokussierung). Der
Abstand zwischen direkt aufeinanderfolgenden Zellen wird somit vergroBert, so dass die
Zellen jeweils einzeln den Laserstrahl passieren. Am Messpunkt trifft ein

monochromatischer Laserstrahl fiir den Bruchteil einer Sekunde auf die einzelnen Zellen.
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Die erzeugten Streulicht- und Fluoreszenzsignale werden von einem optischen
Detektionssystem erfasst und in elektrische Signale konvertiert. Streulicht, dass in Richtung
des einfallenden Laserstrahls fdllt (engl. Forward scatter) korreliert mit der Zell- und
Partikelgrofle, wahrend Streulicht das senkrecht zum einfallenden Laserstrahl féllt (engl.
Side scatter), ein Mal} fiir die Granularitit darstellt. Das emittierte Fluoreszenzlicht der
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe wird im 90° Winkel zum einfallenden Licht gemessen
und ist proportional zur Zahl der gebundenen Fluorochommolekiile. Das Fluorochrom
absorbiert die Energie des Laserlichtes und gibt die absorbierte Energie durch Emission
eines Photons mit groBerer Wellenldnge (= geringere Energie) wieder frei. Das von den

Fluoreszenzfarbstoffen emittierte Licht wird von entsprechenden Detektoren aufgefangen.
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Abbildung 3.4: Schematische Darstellung der Detektion in einem Durchflusszytometer (verdndert nach

Radbruch 2004)

Die durchflusszytometrischen Analysen dieser Arbeit wurden mit einem FACSCalibur

durchgefiihrt. In diesem Gerit trifft ein Argonlaser mit einer Wellenldnge von 488 nm und
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optional ein Diodenlaser mit einer Wellenldinge von 635 nm auf die Zellen. Fiir die
Fluoreszenzerfassung standen drei Kandle FL1 (Agr; = 530 nm), FL2 (Apr, = 585 nm) und
FL3 (Ag3 = 650 nm) zur Verfiigung. Die Auswertung der Messdaten erfolgte mit Hilfe der
CellQuest Software. Fiir jede Messung wurden 10.000 Zellen analysiert. Die Verarbeitung
und Darstellung der ermittelten Daten erfolgte mit der WinMDI Software (Version 2.8).

3.9.4.2 Ein-Farben-Fluoreszenz

Zur Qualitdtskontrolle der immunmagnetisch isolierten CD105- und CD34-positiven Zellen
wurden von jeder Probe zwischen 5x10* und 1x10° Zellen entnommen und diese mittels
Immunfluoreszenzfiarbung analysiert. Verwendet wurde ein monoklonaler Anti-CD105-AK
welcher an PE gekoppelt war und ein isotyp-identischer monoklonaler Anti-IgG1-FITC-AK
als Kontroll-AK fiir die mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen. Desweiteren wurde
ein monoklonaler Anti-CD34-AK welcher an FITC gekoppelt war und ein isotyp-
identischer monoklonaler Anti-IgG1-FITC-AK als Kontroll-AK fiir die hdmatopoetischen
Stamm- und Progenitorzellen verwendet.

Fiir die Messung wurden die Zellen in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefaf tiberfiihrt und 2 Minuten
bei 2400 U/min zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Zellpellet in 100
ul PBS-Puffer resuspendiert und je 50 pl in ein FACS-Rohrchen iiberfiihrt. Nach Zugabe
von 10 pl AK wurden die Zellen 20 min bei 4-8°C unter Lichtausschlul inkubiert. Im
Anschluss an die Inkubationsphase wurden die Proben mit je 1000 ul PBS aufgefiillt und 5
Minuten bei 1600 U/min zentrifugiert und nach verwerfen des Uberstandes in 500 ul PBS
resuspendiert. Die Reinheit der immunmagnetisch isolierten CD105-positiven Zellen betrug

zwischen 91,5 und 98%, die der CD34-positiven Zellen zwischen 95 und 98% (Abb. 3.5).
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Abbildung 3.5: Reinheitsbestimmung von immunmagnetisch isolierten CD34- und CD105-positiven
Zellen. Punktwolkendarstellung (,,Dot-Plot*“Darstellung) der FITC- und PE- Fluoreszenz mit der jeweiligen
Isotypkontrolle (A,C) und dem CD34- bzw. CD105-Ansatz (B,D). Die Zellen unterhalb der Fluoreszenz-
Intensititsschwelle (waagrechte Linie) sind definiert als CD34- bzw. CD105-negativ. Die Reinheit der CD34-
bzw. CD105-Zellen ergibt sich aus der Subtraktion der Werte aus der Isotypkontrolle (unspezifische
Antikorperbindungen) von den CD34- bzw. CD105- Versuchsansétze. Die Reinheit der CD34-positiven Zellen
in diesem Beispiel entspricht somit 99,6%, die der CD105-positiven Zellen 95,6%
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3.9.4.3 Zwei-Farben-Immunfluoreszenz

Zur Analyse des Oberflachenprofils der mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen
erfolgten Zweifarbenfluoreszenzanalysen von CD34- und CDI105-positiven Zellen. Die
Zweifarbenfluoreszenzanalysen erlaubten eine Vielzahl von Analysen bei sparsamem
Einsatz des Probenmaterials. Eingesetzt wurden Fluoreszenz-markierte monoklonale
Antikorper gegen CD7, CD14, CD15, CD19, CD29, CD31, CD34, CD38, C44, CD45,
CD64, CD71, CD1056, CD106, CD117, CD138, GlyA und HLA-DR (Tab. 3.6) und die
entsprechenden Isotyp-identischen monokonalen Anti-IgG1/1gG2a/IgG2b als Kontroll-
Antikérper. Fiir die Analyse wurden je 1 x 10° CD34- bzw. CD105-positive Zellen in ein
1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefd3 iiberfiihrt und 2 Minuten bei 2400 U/min zentrifugiert
Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Zellpellet in 50ul PBS resuspendiert und mit je
10 pl der entsprechenden monoklonalen Antikorper fiir 20 Minuten bei 4-8°C unter
LichtausschluB3 inkubiert. Im Anschluss an die Inkubationsphase wurden die Proben mit je
1000 pl PBS aufgefiillt und 5 Minuten bei 1600 U/min zentrifugiert und nach Verwerfen
des Uberstandes in 500 ul PBS resuspendiert.

3.9.5 Fluoreszenz-In-situ-Hybridisierung (FISH)

3.9.5.1 Prinzip der Fluoreszenz-In-situ-Hybridisierung

Die in situ Hybridisierung (ISH) wurde erstmals 1969 beschrieben (Gall and Pardue 1969).
Die ISH machte es mdglich, markierte DNA- oder RNA-Sequenzen als Sonden zu
verwenden und ithr Vorkommen direkt im biologischen Priparat (in situ) wie z.B. in
Metaphasenchromosomen oder Interphasezellen nachzuweisen. Das Prinzip der ISH beruht
darauf, dass markierte einzelstringige DNA- oder RNA-Fragmente (Sonden) an
komplementidre Basensequenzen binden und stabile Doppelstringe entstehen. Bei der
Fluoreszenz-In-situ-Hybridisierung (FISH) erfolgt die Markierung der Sonde entweder
direkt mit einem Fluorochrom oder indirekt mit einem Hapten wie Biotin oder Digoxigenin,

die nach der Hybridisierung mittels spezifischer an das Hapten bindendem Fluorochrom-
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markiertem Streptavidin oder Fluorochrom-markierten Antikérpern nachgewiesen werden
(Gozzetti and Le Beau 2000). Damit sich die Sonde mit zelluldirer DNA (Ziel-DNA) im
Bereich komplementdrer Basensequenzen zu einem Hybridmolekiil zusammenlagern kann,
missen die Nukleinsduren als Einzelstrange vorliegen, weshalb die doppelstrangigen DNA-
Molekiile durch Erhitzen in Einzelstringe gespalten werden (Denaturierung). AnschlieBend
erfolgt durch Absenken der Temperatur die Hybridisierungsreaktion. Nach der
Hybridisierungsreaktion werden in einer Reihe von Waschschritten nicht-gebundene
Sondenmolekiile  entfernt. = Die  Fluoreszenzsignale  koénnen  dann  mittels
Fluoreszenzmikroskop detektiert werden. Der Anteil korrekt gepaarter Nukleotide im
Doppelstrang zu Sonde und Ziel-DNA (Stringenz) wird durch verschiedene
Versuchsbedingungen beeinflusst. Entscheidend sind die Temperatur bei Denaturierung und
Hybridisierung sowie die Konzentrationen an Salzen und helixstabilisierenden Molekiilen

wie Formamid in den Hybridisierungs-und Waschldsungen (Leith and Jackson 1994).

3.9.5.2 FISH mittels BCR-ABL Zweifarben-Doppelfusion-Translokationssonde

Die in dieser Arbeit verwendete Vysis LSI BCR-ABL Zweifarben-Doppelfusions-
Translokationssonde besteht aus einer Mischung aus BCR-Sonde (direkt markiert mit
SpektrumGreen) und ABL-Sonde (direkt markiert mit SpektrumOrange). Die ABL-Sonde
beginnt zentromerisch von den Argininsuccinat-Synthetase-Genen (ass) und erstreckt sich
ungefdhr 650 kb bis iiber das letzte ABL Exon in Richtung Telomer. Die BCR-Sonde
iiberspannt einen genomischen Bereich von ungefdhr 1,5 Mb. Sie beginnt innerhalb des
variablen Segments der leichten Kette des Immunglobulin-Lokus (Lambda Typ), erstreckt
sich auf Chromosom 22 iiber die BCR Region und endet an einem Punkt ungefdhr 900 kb
vom BCR-Gen entfernt in Richtung Telomer. Lediglich ein Bereich repetitiver Sequenzen
von ca. 300 kb zwischen den Translokationspunkten ist nicht iiber die Sonde abgedeckt.
Jedoch sind alle bisher beobachteten unterschiedlichen Bruchstellen erfasst. Wahrend man
in Ph-negativen Zellen zwei orangefarbene und zwei griine Signale entsprechend der
normalen Interphasenkernen von Chromosom 9 und 22 ohne Fusion nachweisen kann,

finden sich in den Ph-positiven Zellen ein oranges, ein griines, sowie zwei gelb
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erscheinende Fusionssignale, die sich bei einer balancierten Translokation aus der

Uberlagerung der Farbstoffe an den Fusionsstellen ergeben.

Ausgangsmaterial fiir die FISH waren die zuvor mittels immunmagnetischer Zellisolation
erhaltenen CD34-positiven hdmatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen sowie die
CD105-positiven mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen. Die hoch angereicherten
Zellen wurden bei 2000 U/min fiir 10 Minuten zentrifugiert und das Zellpellt in 5 ml
Ibrahim-Losung durch vortexen resuspendiert. Anschliefend erfolgte eine erneute
Zentrifugation bei 2000 U/min fiir 4 Minuten. Das Zellpellet wurde in 5 ml frisch
zubereitetem Carnoy’s Fix durch vortexen resuspendiert und anschlieBend 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, um das Probenmaterial zu fixieren. Nach erneuter Zentrifugation
und in Abhéngigkeit der Triibung des Uberstandes wurden die Proben erneut in Carnoy’s
Fix gewaschen. Das Probenmaterial wurde anschliefend bis zur Weiterbearbeitung bei -

20°C gelagert

Ibrahim-Losung:  1:19 (Eisessig : Aqua. dest.)

Carnoy’s Fix: 1:3 (Eisessig : Methanol)

Zur Hybridisierung des Probenmaterial wurden 10 pl auf einen zuvor mittels
Diamantschreiber markierten Objekttrager aufgetropft. Zur Beurteilung der Zelldichte
erfolgte die Kontrolle in einem Phasenkontrastmikroskop. Bei ausreichender Zelldichte
wurden die Priparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 85%, 100%) fiir je 1
Minute dehydriert und in 100%igem Ethanol bis zur Weiterbearbeitung gelagert. Fiir die
anschlieBende Hybridisierung musste zunichst ein Sondengemisch nach Herstellerangaben
aus Hybridisierungspuffer, DNA-Sonde und Aqua dest. hergestellt werden. Dabei wurde

streng darauf geachtet, dass die DNA-Sonden nur kurz dem Licht ausgesetzt waren.

44



3. Material und Methoden

LSI/WCP Hybridisierungspuffer Tul
LSI DNA-Probe Tul
H,O 2ul
Gesamtvolumen 10pl

Tabelle 3.8: Reaktionsansatz DNA-Sonde

Um den restlichen Alkohol zu verdampfen wurden die Objekttrager auf eine Heizplatte
iiberfiihrt. Fiir die Hybridisierung wurden 10 ul des vorbereiteten Sondengemischs auf die
markierte Stelle des Objekttrigers aufgetragen. Die Proben wurden dann luftblasenfrei mit
einem Deckglas abgedeckt und mit Fixogum (Marabuwerke GmbH & Co KG, Tamm)
abgedichtet, um die Proben vor Austrocknung zu schiitzen. Zur Hybridisierung wurden die
Priparate in einen Hybridisierungsofen {iiberfiihrt. Im HYBrite-System erfolgte die
Denaturierung von Ziel-DNA und DNA-Sonde simultan bei 75°C fiir 1 Minute.
AnschlieBend erfolgte die Hybridisierung bei 37°C fiir 20 Stunden. Sowohl Denaturierung
und Hybridisierung liefen als programmierter Arbeitsprozess automatisch ab.

Um {iberschiissiges und unspezifisch gebundenes Sondenmaterial zu entfernen und somit
storende Eigenfluoreszenz zu vermeiden, wurden die Proben einem Waschvorgang
unterzogen. Dazu wurden das Fixogum und das Deckglas vorsichtig entfernt und die
Objekttrager in eine Kiivette mit zuvor auf 74°C erhitzter Waschlosung 1 iiberfiihrt. Die
Objekttrager wurden 2 Minuten in Waschlosung 1 gewaschen und anschlieBend in eine
Kiivette mit Waschlosung 2 iiberfithrt. Nach 1 Minute bei Raumtemperatur wurden die

Objekttrager unter Lichtausschluf3 luftgetrocknet.

Waschlosung 1: 0,4 x SSC
0,3 % NP-40

Waschlosung 2: 2 x SSC
0,1 % NP-40
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Zur Gegenfarbung der Zellkerne wurden je 10 ul DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) in
den Zielkreis pipettiert und erneut eine Deckglas luftblasenfrei aufgelegt und mit Fixogum
abgedichtet.

Die Priparate konnten sofort fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet oder bei -20°C gelagert
werden. Die Dokumentation der FISH Préparate erfolgte an einem Fluoreszenzmikroskop
mit CCD (charge coupled device) Kamera. Mit der Isis Software von Metasystems wurden
reprisentative Bilder der jeweiligen Priparate aufgenommen und unter Verrechnung der
einzelnen Farbsignale ausgewertet. Es wurden jeweils mindetstens 100 Zellkerne
ausgezdhlt. Es wurden nur Zellkerne berlicksichtigt bei denen der gesamte Kerne ohne
Uberlappungen mit anderen Zellkernen oder Artefkten sichtbar war. Fiir die Auswertung ist
es entscheidened, das jedes Labor seinen eingene Cut-Off-Level flir die verwendeten
Sonden und fiir das verwendete Material erstellt, da die Rate falsch positiver oder falsch
negativer Signale von der Sonde und auch vom Hersteller der Proben abhénig ist.

Dazu wurden jeweils 200 CD34-positive Zellen von gesunden Spendern ausgewertet und
alle aberranten Signale notiert, die nicht sicher als Fusionssignal identifiziert werde konnten.
Aus diesen Daten wurde der Mittelwert und die Standardabweichung der Untersuchung
gebildet. Der Cut-Off-Level wurde dann aus der Summe des Mittelwertes und der
dreifachen Standardabweichung gebildet. Der Cut-Off-Level lag bei 3%, d.h. die Anzahl der
Kerne mit Fusionssignal musste iiber dem Cut-Off-Level (Grenzwert) flir die
Sondenkombination 1 rotes, 1 griines, 2 zwei orangerote/griine (gelbe) Fusionssignale

liegen, damit die jeweilige Probe als BCR-ABL positiv bewertet wurden.

3.9.6 CFU-Assay (Colony-forming-Unit-Assay) mit mesenchymalen Stamm- und

Progenitorzellen

3.9.6.1 Prinzip des CFU-Assays

“Colony-forming assays” stellen eine etablierte Methode zur funktionellen Untersuchung

determinierter Vorlduferzellen verschiedener Differenzierungsgrade dar. Sie ermdglichen
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eine Aussage iiber die Differenzierungskapazitit von Vorlduferzellen durch Zellkultur in
semisoliden Medien (z.B. Methylzellulose). Aufgrund der Zytokin- und
Wachstumsfaktoren-Zusammensetzung ldsst sich selektiv das Wachstum bestimmter
Zellreihen stimulieren. So bilden hdmatopoetische Vorlduferzellen mikroskopisch sichtbare
Kolonien, die soweit ausreifen, dass ihre Zugehorigkeit zu erythroiden oder myeloiden
Zellreihe bestimmt werden kann. Durch die Viskositit des Mediums wird eine Wanderung
der Zellen verhindert, so dass die Tochterzellen Kolonien bilden, die sich mikroskopisch

anhand von Form, Farbe und Morphologie typisieren lassen.

3.9.6.2 CFU Assay mit mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen

Um das Koloniebildungsverhalten von CDI105-positiven mesenchymalen Stamm- und
Progenitorzellen zu untersuchen wurden CFU Assays durchgefiihrt.

In Abhingigkeit der zur Verfiigung stehenden Zellmengen wurden die Versuche mit 1x10°
bis 2x10* Zellen pro Kulturschale durchgefiihrt. Pro Doppelansatz wurden 2,7 ml Methocult
SFP" H 4436 in 5 ml Rohrchen vorgelegt. Das verwendete Methylzellulose-Medium
enthielt folgende Zusétze: Bovin Serum Albumin, rekombinates humanes Insulin, humanes
Transferrin (Eisen-gesittigt), 2-Mercaptoethanol, L-Glutamin, rh Stem cell factor, th GM-
CSF, rh IL-3, rh IL-6, th G-CSF, rh Erythropoietin. Die zuvor immunmagnetisch isolierten
CD105-positiven Zellen wurden nach erneuter Zentrifugation bei 1600 U/min fiir 2 Minuten
in RPMI 1640-Medium resuspendiert. Volumen und Zellen wurden so bemessen, dass nach
Zugabe zum Methylcellulose-Medium ein Endvolumen von 3 ml entstand. Durch 1-
miniitiges ,,vortexen* wurden die Zellen homogen im Medium verteilt. Je drei Petrischalen
mit 35 mm Durchmesser wurden in eine Petrischale mit 96 mm Durchmesser platziert. Eine
Petrischale wurde zur Schaffung eines feuchten Milieus mit 1 ml PBS-Puffer gefiillt, in die
beiden verbleibenden Petrischalen wurde jeweils 1 ml des Methylcellulose-Zellgemischs
pipettiert. Alle Ansidtze wurden 14 Tage bei 37°C und 5% Kohlendioxid im Brutschrank
inkubiert.
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3.9.6.3 Auswertung der Colony forming assays

Die Auswertung der Colony-forming assays erfolgte nach einer 14-tdgigen Inkubationszeit
mit Hilfe eines Auflichtmikroskops bei 100-facher Vergrof3erung.

Es wurden Burst-forming-Units-Erythrocytes (BFU-E) und Colony-forming-Units-
Granulocyte/Monocyte (CFU-GM) unterschieden.

3.9.7 Genexpressionsanalysen mittels cDNA-Arrays

3.9.7.1 Prinzip der cDNA-Arrays

Genexpressionsanalysen mit RT-PCR, RNase Protection Assays oder Northern Blots lassen
nur die Untersuchung weniger Gene und Zielregionen zum gleichen Zeitpunkt zu. Die
,,CDNA-Array-Technik* hingegen ermoglicht die simultane genomweite
Expressionsanalyse einer Vielzahl von Genen auf mRNA Niveau.

Auf Atlas cDNA Arrays sind unterschiedliche cDNA Fragmente oder Oligonukleotide von
200 bis 2000 Basenpaarlinge auf Nylonmembranen, Plastikfilmen oder Glasplatten
immobilisiert. In dieser Arbeit wurden cDNA-Assays auf Nylonmembranen verwendet, da
diese eine hohe Qualitdt hinsichtlich des Expressionsprofils erzielen. Die verwendeten
Arrays beinhalten 1176 genspezifische cDNA-Fragmente.

Fiir die cDNA-Arrays wird zuvor isolierte mRNA zunéchst mittels reverser Transkription in
cDNA umgeschrieben. Als Substrat fiir die entstehende cDNA werden radioaktiv markierte
Triphosphate verwendet, die in die wachsenden cDNA-Stringe eingebaut werden. Bei der
anschlieBenden Hybridisierung binden die radioaktiv-markierten cDNA-Molekiile
komplementidr an die korrespondierenden Sequenzen auf dem Array. Somit entsteht
aufgrund der emittierten Strahlung ein spezifisches Hybridisierungsmuster, welches mit
Software-Programmen quantitativ ausgewertet werden kann.

Fiir die Genexpressionsanalysen wurde das BD Atlas' cDNA Expression Array Kit
verwendet. Komponenten, sofern nicht anderweitig aufgefiihrt, waren Bestandteil des Kits.

Die Genexpressionsanalysen erfolgte nach Angaben des Herstellers.
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3.9.7.2 RNA-Isolation

Fiir die RNA-Isolation wurde das ,,RNeasy Mini Kit“ verwendet. Alle nachfolgenden
Komponenten, sofern nicht anderweitig aufgefiihrt, waren Bestandteil des Kits. Die RNA-
Extraktion erfolgte nach Angaben des Herstellers.

Ausgangsmaterial fiir die RNA-Extraktion waren die zuvor mittels immunmagnetischer
Zellisolation erhaltenen und lysierten CD105-positiven mesenchymalen Stamm- und
Progenitorzellen. Das Verfahren beruht auf der selektiven Bindung aller RNA-Molekiile,
die groBer als 200 Nukleotiden sind, an einer Silica-Gel-Membran und der schrittweisen
Reinigung der Gesamt-RNA von anderen intrazelluldren Bestandteilen unter Verwendung
einer Mikrozentrifuge.

Die bei -80°C gelagerten Lysate wurden auf Eis aufgetaut und in Volumina von max. 700 pl
auf QIAshredder Sdulen aufgetragen. Diese Sdulen enthalten eine Biopolymermembran und
dienen in Kombination mit einer zweiminiitigen Zentrifugation bei maximaler Umdrehung
der Homogenisierung der Lysate. Die Sdulen wurden nach diesem Schritt verworfen und
das in einem 2 ml Sammelgefd3 enthaltene Eluat mit dem gleichen Volumen 70 %igen
Ethanol vermischt. Danach wurde das Gemisch auf die RNeasy Elute Spin Sdule mit einer
Silicagel-Membran aufgetragen und bei 10.000 U/min fiir 15 Sekunden zentrifugiert. Das
Eluat wurde verworfen und fiir einen ersten Waschschritt wurden 700 pl RW1 Puffer auf
die Membran aufgetragen, gefolgt von einer weiteren Zentrifugation bei 10.000 U/min fiir
15 Sekunden. Das entstehende Eluat wurde erneut verworfen. Die Sdule wurde nun in ein
neues Sammelgefaf iiberfiihrt und 500 ul RPE-Puffer auf die Séule pipettiert. Es folgte eine
weitere Zentrifugation bei 13.000 U/min fiir 2 Minuten. Anschlieend wurden die Séule in
ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal} tiberfiihrt und die RNA mit 50 ul RNase-freiem Wasser durch
einminiitige Zentrifugation bei 10.000 U/min eluiert. Nachfolgend wurden RNA-Gehalt und

-Reinheit des Eluats photometrisch bestimmt.
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3.9.7.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiduren

Um die Menge an einzelstringiger RNA zu bestimmen, wurde die Extinktion der Proben in
einem Multiwell-Photometer (Eppendorf GmbH, Seelze) bei einer Wellenldnge von 260 nm
und 280 nm gemessen.

Uber die optische Dichte der Proben bei 260 nm kann die Konzentration der
einzelstringigen RNA bestimmt werden. Eine OD von 1 entspricht einer Konzentration von
40 pg/ml. Der Quotient der optischen Dichte bei 260 nm und 280 nm steht fiir die Reinheit
der Nukleinsdure und sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

Fiir die entsprechenden Messungen wurde 1 pl der RNA in 49 pl H,O aufgenommen. Die
Proben wurden gegen den Leerwert (50 pul H,O) gemessen.

3.9.7.4 cDNA-Synthese (Reverse Transkription)

Fir die Konvertierung der mRNA zu ¢cDNA wurde ein Gen-spezifisches Primergemisch
(CDS-Primer-Mix BD Bioscience Clontech, Heidelberg) verwendet, welches nur Primer der
»gespotteten” cDNA der Arrays enthielt. Dies erhoht durch Reduktion der Komplexitit des
resultierenden cDNA-Pools die Sensitivitit und ermdglicht es kleinste RNA-Mengen
einzusetzen.  Als  Substrat fir die  entstthende c¢DNA  wurde o->"P-
Desoxyadenosintriphosphat (dATP) verwendet.

Fiir die cDNA-Synthese wurden 2-5 pg RNA in einem Gesamtvolumen von 1-2 pl benétigt.
Wurde diese Konzentration nicht erreicht, wurde die entsprechende RNA-Menge in einer

Speedvac unter Vakuum eingetrocknet und in 1-2 pl Nuklease-freiem Wasser gelost.

Fir die Synthese der cDNA wurde zunichst ein Reaktionsgemisch bei Raumtemperatur

vorbereitet:
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Reaktionsgemisch (ohne Enzym) pro Reaktion
5 x Reaktionspuffer 2ul
(250 mM Tris-HCI[pH8,3], 375 mM KCl, 15
mM MgCl,)
10 x ANTP Mix 1l
(5 mM dCTP, dGTP, dTTP)
[a-"“P]dATP (3000 Ci/mmol, 10 uCi/ul) 3,5 ul
DTT (100 mM) 0,5 uL
Gesamtvolumen 7 ul

Tabelle 3.9: Reaktionsgemisch cDNA-Synthese

Die entsprechend vorbereiteten RNA Proben wurde mit 1,5 ul CDS Primermix in einem 0,5
ml PCR-tube vermischt, abzentrifugiert und in einem vorgeheizten PCR Thermal Cycler fiir
4,5 Minuten inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 1 pul MMLV- Transcriptase
(Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) pro Reaktion zum
Reaktionsgemisch. Nach einer 3-miniitige Inkubation bei 50°C wurden 8 pl des
entsprechenden Reaktionsgemisches dem Ansatz zugegeben, die Proben vorsichtig
durchmischt und erneut fiir 25 Minuten bei 50°C inkubiert. Danach wurde die Reaktion
durch Zugabe von 1 pl 10 x Termination Mix (0.1 M EDTA [pH 8,0], I mg/ml Glykogen)
pro Reaktion beendet. Um ungebundenes a—32P—Desoxyadenosintriphosphat (dATP) und
unspezifischen =~ cDNA-Fragmenten (<100 bp) zu entfernen wurde eine

Saulenchromatographie angeschlossen.

3.9.7.5 Saulenchromatographie

Zur Aufreinigung der radioaktiv markierten cDNA erfolgte im néchsten Schritt die
Sdulenchromatographie. Dazu wurden die cDNA-Proben mit 190 pl NT2-Puffer vermischt
und anschlieBend auf NucleoSpin Extraktionssdulen aufgetragen, die zuvor in 2 ml
Sammelgefdle eingesetzt worden waren. AnschlieBend wurden die Proben 1 Minute bei

14.000 U/min zentrifugiert. Die NucleoSpin Extraktionssdulen wurden anschliefend auf
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neue 2 ml Sammelgefdle transferiert und nach Auftragen von 400 pl NT3-Puffer auf die
Extraktionssdule erneut 1 Minute bei 14.000 U/min zentrifugiert. Dieser Waschschritt
wurde zweimal wiederholt. Zur Elution der gereinigten cDNA erfolgte das Auftragen von
100 pl NE-Puffer auf die NucleoSpin Extraktionssdulen, nachdem diese zuvor in 1,5 ml
Eppendorf-Gefae iiberfiihrt wurden. Nach einer Inkubationszeit von 2 Minuten erfolgte
eine Zentrifugation bei 14.000 U/min fiir 1 Minute. Um die Effizienz der radioaktiven
Markierung zu iberpriifen, wurde die Radioaktivitit in einem [-Counter iiber eine
Szintillationsmessung bestimmt. Die Radioaktivitit der Proben sollte bei >5 x 10° cpm

liegen.

3.9.7.6 Hybridisierung

Bei der Hybridisierung wird die radioaktiv markierte ¢cDNA nach dem Prinzip der
komplementidren Basenpaarung an die entsprechende ¢cDNA auf Nylonmembranen
gebunden. Um unspezifische DNA-Bindungen auf den Nylon Arrays zu reduzieren, wurden
diese zundchst prihybridisiert. Pro Nylonmembran wurde 5 ml ExpressHyb
Hybridisierungslosung auf 68°C erwédrmt und mit 0,5 mg Heringssperma-DNA (Gibco
BRL, Eggenstein) vermischt, die zuvor bei 95-100°C denaturiert wurde. Bis zum Gebrauch
der Prihybridisierungslosung wurde diese bei 68°C inkubiert. Fiir die Hybridisierung
wurden die Hybridisierungsflaschen mit deionisiertem Wasser gefiillt und die
Nylonmembranen eingebracht, so dass sie an der Glaswand anlagen und die cDNA Spots
zum Flaschenlumen ausgerichtet waren. Nach Entfernung des Wassers wurde die
vorbereitete Prihybridisierungs-Losung in die Hybridisierungsflaschen iiberfiihrt und die
Nylonmembranen 30 Minuten bei 68°C in einem Hybridisierungofen bei kontinuierlicher
Rotation (6 U/min) inkubiert.

Wihrenddessen wurden die gereinigten cDNA Proben fiir die Hybridisierung vorbereitet.
Dazu wurden die gereinigten markierten cDNA Proben mit 1 M NaOH und 10 mM EDTA
bei 68°C fiir 20 Minuten denaturiert.
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Markierte Probe ~100 pl
10 x Denaturierungspuffer (1 M NaOH, 10 mM EDTA ~11 pl
Gesamtvolumen ~111 pl

Tabelle 3.10: Reaktionsgemisch Denaturierung cDNA

Nach der Denaturierung erfolgte eine Neutralisation mit 1 M NaH,PO,4 Die hinzugefiigte
Cot-1 DNA (Qiagen, Hilden) dient der Unterdriickung unspezifischer Hybridisierungen und

der Absittigung repetitiver Sequenzen. Der Ansatz wurde anschlieBend 10 Minuten bei

68°C inkubiert.

Cot-1 DNA 5ul
2 x Neutralisierungspuffer (1 M NaH,POy, pH 7,0) ~115 pl
Gesamtvolumen ~230 pul

Tabelle 3.11: Reaktionsgemisch Neutralisation denaturierte cDNA

Nach Beendigung der Inkubationszeit wurden die Proben in die Hybridisierungsflaschen
iiberfiihrt und 20 Stunden bei 68°C unter kontinuierlicher Rotation (6 U/min) hybridisiert.
Nach Beendigung der Hybridisierung wurde das Hybridisierungsgemisch entfernt und die
Nylonmembranen einem hochstringenten Waschvorgang unterzogen. Dazu wurden die
Nylonmembranen drei Mal fiir 30 Minuten bei 68°C mit Waschldsung 1 und ein Mal fiir 30

Minuten bei 68°C mit Waschlosung 2 gewaschen.

Waschlosung 1: 2x SSC
1 % SDS (Natriumdodecylphosphat)

Waschlosung 2: 0,1 x SSC
0,5 % SDS
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AnschlieBend wurden die Nylonmembranen in 2 x SSC iiberfiihrt und 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die gewaschenen Nylonmembranen wurden in Plastikfolien
eingeschweift und fiir 24-96 Stunden auf einen Phosphorlmager Screen aufgelegt und in
Expositionskassetten tberfiihrt. Die Expositionskassetten wurden in einer Schutzbox
gelagert, um die natiirliche Hintergrundstrahlung zu minimieren. Die Inkubationszeit war

abhingig von der jeweiligen Ausgangsradioaktivitit.

3.9.7.7 Quantifizierung, Normalisierung und statistische Analysen

Die Intensitdt der Expressionssignale wurde durch einen Phosphorlmager mit Hilfe der
BAS-Reader 3.01 Software (Raytest, Straubenhard Deutschland) gescannt.

Die Bildanalyse und die Berechnung der Signalintensitdt und der Hintergrundwerte der
Arrays erfolgte mittels AIDA Image Analyser Software 2.09 (Raytest, Straubenhard,
Deutschland). Nach Subtraktion der Hintergrundstrahlung wurde die mediane Intensitét der
20% stirksten exprimierten Gene berechnet. Die Rohdaten wurden dann mittels dieser
medianen Intensitdt normalisiert und die Expressionsrate als Verhiltnis der Punktintensitét
zu medianer Intensitéit ausgedriickt.

Zur statistischen Analyse wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. FEin
Signifikanzniveau von 99% (p<0,01) wurde als signifikant differentielle Genexpression
angesehen. Zur hierarchischen Clusteranalyse wurde die ,,hcclust“-Funktion der Statistik-
Software  ,,R“  verwendet. Diese ist Teil des Bioconductor Projekts

(http://www.bioconductor.org) und basiert auf einem ,average linkage clustering®-

Algorithmus.
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3.9.8 Quantitative “Real-Time”-PCR

3.9.8.1 Prinzip der “Real-Time” RT-PCR (Light Cycler System)

Die quantitative “Real-Time”-PCR erlaubt einen exakten quantitativen und qualitativen
Nachweis von Nukleinsduren bei geringem Zeitaufwand.

Dazu werden zwei Konzepte vereint, zum einen die Verkiirzung des Amplifikationszyklus
und zum anderen die kontinuierliche Messung des PCR-Produktes. Die Verkiirzung des
Amplifikationszyklus wird erreicht durch kleine Probenvolumina, durch die spezielle
Kinetik und durch die spezifischen Reaktionsbedingungen. Die Teilreaktionen der
Amplifikation (Annealing, Denaturation und Elongation) laufen nicht nur in Phasen mit
konstanter Temperatur ab, sondern erfolgen zu jedem Zeitpunkt im Zyklus, also auch in den
Phasen des Temperaturanstiegs bzw. —abfalls. Dabei ist die Geschwindigkeit abhéngig von
der jeweiligen Temperatur. Es finden also mehrere Reaktionen gleichzeitig statt. Des
Weiteren findet die PCR-Reaktion in Glaskapillaren statt, welche durch Luft abgekiihlt bzw.
erhitzt werden. Die geringe Wiarmekapazitdt von Luft und das optimale Oberfldchen-
Volumen-Verhiltnis der Glaskapillaren ermdglicht eine schnelle Anderung der Cycle-
Temperatur. Zusammen mit der Verkiirzung der einzelnen Amplifikationsphasen lésst sich
somit die Dauer der gesamten PCR um ein Vielfaches verringern.

Die kontinuierliche Messung des PCR-Produktes erfolgt durch Detektion eines
Fluoreszenzsignals, z.B. SYBR Green I, welches wéhrend der PCR proportional mit der
Menge des Amplifikationsprodukts ansteigt. Die verwendeten klaren Borsilikat-
Glaskapillaren fungieren dabei als Reaktionsgefdl und als Kiivette fiir die
Fluoreszenzmessung. SYBR Green I kann nur nach Bindung an doppelstringiger DNA
(dsDNA) detektiert werden. Es interkaliert dabei unspezifisch in den kleinen Furchen der
doppelstringigen DNA. Wéhrend der Denaturierungs- und Annealingphase liegt kaum
doppelstrangige DNA vor, und es wird nur einen schwache Fluoreszenz gemessen. Am
Ende der Elongationsphase liegt die meiste DNA in Doppelstringen vor und die maximale
Menge SYBR Green I ist gebunden. Dies entspricht dem maximalen Fluoreszenzsignal.
Durch Messung der Fluoreszenz am Ende der Elongationsphase ist die steigende Menge des

PCR-Produktes von Zyklus zu Zyklus detektierbar. Der LightCycler stellt die gemessene
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Fluoreszenz kontinuierlich am Monitor graphisch dar. Die Kurve zeigt einen typischen 3-
phasigen Aufbau. In der ersten Phase ist das Hintergrundsignal des Systems grof3er als das
Signal des eingesetzten Fluorochroms. Mit Zunahme des PCR-Produktes steigt die Kurve
exponentiell bis es zum Stillstand der Reaktion kommt. Das Eintreten der Reaktion in die
Plateauphase ist abhédngig von der Verfiigbarkeit der dNTP’s, Primer, der initialen

Templatekonzentration und der Produktkonzentration.
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Abbildung 3.6: Phaseneinteilung der detektierten Fluoreszenz bei der ,,Real-Time“-PCR mit SYBR

Green 1

Ein Monitoring der Fluoreszenz in jedem Zyklus kann zur Quantifizierung der eingesetzten
cDNA benutzt werden (Wittwer et al. 1997). Hohere Ausgangsmengen verschieben die
Kurve nach links. Dieser in Zykluszahlen fraktionierte Shift ist proportional zum
Zweierlogarithmus der initialen Templatekonzentration. Standardkurven, interne und
externe Standards ermoglichen eine relative Quantifizierung des PCR-Template. Eine
Spezifizierung des entstandenen PCR-Produktes erfolgt durch eine Schmelzkurvenanalyse

am Ende der PCR.
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3.9.8.2 cDNA-Synthese (Reverse Transkription) fiir ,,Real-Time*“-PCR

3.9.8.2.1 Prinzip der cDNA-Synthese (reverse Transkription)

Ribonukleinsduren konnen nicht als Template fiir eine PCR eingesetzt werden, so dass diese
zuerst in cDNA umgeschrieben werden miissen (Kawasaki et al. 1989). Dies erfolgt mittels
reverser Transkriptasen (RT), die aus Retroviren isoliert werden konnen. Es gibt
verschiedene reverse Transkriptasen unterschiedlicher Herkunft und verschiedener
enzymatischer Aktivitdt. Diese Enzyme sind RNA-abhidngige DNA-Polymerasen und
konnen RNA- als auch DNA-Sequenzen als Matrix verwenden. Im ersten Schritt heften sich
die Polymerasen an den RNA-Einzelstrang und ein komplementidrer DNA-Strang wird
gebildet. Im zweiten Schritt wird iiber die Exoribonukleaseaktivitit der reversen
Transkriptase der Hybridstrang aus RNA-DNA hydrolisiert. AnschlieBend wird ein
kompletter DNA-Doppelstrang synthetisiert. Zum Umschreiben der RNA in DNA bendtigt
die reverse Transkriptase einen Primer in Form eines kurzen Oligonukleotids. Diese Primer
konnen eine spezifische oder auch eine zufillige Sequenz (Random-Primer) haben und sind

meist 6-20 Nukleotide lang.

3.9.8.2.2 cDNA-Synthese (Reverse Transkription) fiir ,,Real-Time“-PCR

Die cDNA-Synthese in dieser Arbeit erfolgte durch eine Moloney Murine Leukemia Virus
reverse Transcriptase (MMLV-RT, 200 U/ul, Invitrogen, Darmstadt), welche u.a. die
Aktivitdt einer RNA-abhdngigen DNA-Polymerase aufweist. Als Primer wurde ein zufillig
synthetisiertes Hexamer verwendet. Die eingesetzt RNA wurde zuvor wie unter 3.9.7.2

beschrieben mittels RNeasy Mini Kit isoliert. Alle Arbeiten erfolgten auf Eis.

Fiir die Synthese der cDNA wurde zunichst ein Reaktionsgemisch vorbereitet:
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pro Reaktionen
5 x M-MLV Puffer 10,5 pl
4 x ANTPs 25 mM 2,1l
N6 (Randomprimer) 5 mg/ml 1,1 ul
DTT 0,1 mM 0,53 ul
Rnase freies Wasser 10,3 ul
Gesamtvolumen 24,53 ul

Tabelle 3.12: Reaktionsgemisch cDNA-Synthese

Von dem Reaktionsgemisch wurden lediglich 19 pl weiter verwendet. Die Angaben
beziehen sich auf eine Einzelprobe und wurden entsprechend der verwendeten Probenanzahl
angepasst.

AnschlieBend wurden die RNA-Proben (19 pl) in 0,5 ml Eppendorf PCR-Gefdl3e tiberfiihrt
und bei 65°C 10 Minuten inkubiert um die Sekundérstrukturen der RNA aufzuschmelzen.
Nach der Inkubation wurden die Proben 7 Minuten auf FEis gekiihlt. Nach der
Inkubationszeit erfolgte die Zugabe von 21 pl des Reaktionsgemisches dem zuvor 1,3 pl
MMLV-Transcriptase und 0,6 pl RNasin (Invitrogen, Darmstadt 40 U/ul) zugesetzt wurden.
Beim RNasin handelt es sich um einen RNase-Inhibitor der den Abbau der RNA wihrend
der Reaktion minimiert. Die reverse Transkription erfolgte iiber 60 Minuten bei 37°C (PCR-
Mastercycler gradient, Eppendorf GmbH, Wesseling) Anschliefend wurden die MMLV
Reverse-Transcriptase fiir 10 Minuten bei 65°C inaktiviert und die Proben auf 4°C
abgekiihlt. Die cDNA-Proben wurden anschliefend bei 4°C iiber Nacht oder bei -20°C
gelagert.

3.9.8.3 Quantitative ,,Real-Time*“-PCR

Fiir die quantitative ,,real-Time“-PCR wurde das Fast Start DNA Master SYBRGreen 1 Kit
verwendet. Alle nachfolgenden Komponenten, sofern nicht anderweitig aufgefiihrt, waren
Bestandteil des Kits. Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die
eingesetzte RNA wurde zuvor wie unter 3.9.7.2 beschrieben mittels RNeasy Mini Kit
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isoliert. Alle Primer wurden mit Hilfe der LightCycler Probe Design-Software, Version 1.0
(Roche Applied Science, Mannheim) ausgewédhlt und wurden von der Firma TIBMolBiol
bezogen (sieche Tab.:3.8). Um die Amplifikation genomischer DNA zu vermeiden, wurde
Exon-ilibergreifende Primer ausgewihlt. Als externe Kontrolle und Referenz fiir die relative
Quantifizierung wurde das ,,House-Keeping-Gen*“ GAPDH (3-Phospho-Glycerinaldehyd-
Dehydrogenase) eingesetzt. Alle Arbeiten erfolgten wenn nicht gesondert erwéhnt auf Eis

unter Lichtausschluf3.

Fiir die quantitative ,,Real-Time*-PCR wurde zunéchst ein Reaktionsgemisch vorbereitet

1 Reaktion
H,O, steril PCR grade 11,6 pl
MgCl, (4 mM) 2,4 ul
Forward Primer 10 uM Il
Reverse Primer 10 pM I ul
SYBRGreen I 2ul
Gesamtvolumen 18 ul

Tabelle 3.13: Reaktionsgemisch ,,Real-Time“-PCR

Jeweils 18 pul des Reaktionsgemisches wurden in speziell fiir den Light Cycler konzipierten
Glaskapillaren vorgelegt, welche sich in speziell vorgekiihlten Metalladaptern (LightCycler
Sample Adapter) befanden. AnschlieBend wurden 2 pl der 1:5 verdiinnten cDNA Proben
bzw. 2 pul H,O (Negativkontrolle) in die Kapillaren pipettiert, so dass sich ein
Gesamtvolumen von 20 pl ergab. Die Glaskapillaren wurden mit entsprechenden Deckeln
verschlossen und 10 Sekunden bei 1000 U/min zentrifugiert. AnschlieBend wurden die
Kapillaren in das LightCycler Probenkarussell iiberfiihrt und die PCR gestartet. Die PCR
unterteilte sich in eine Prdinkubationsphase in der die Taq-Polymerase aktiviert wurden,
einer 45 Zyklus langen Amplifikationsphase mit Denaturierungs-, Annealing- und
Elongationphase, sowie einer abschliefenden Schmelzkurvenanalyse. Nach Beendigung der

PCR wurden die Proben auf 40°C abgekiihlt.
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Zur System-unabhidngigen Kontrolle der Amplifikation wurden die LightCycler-
Amplifikationsprodukte in einer Gelelektrophorese dargestellt. Dazu wurde das
Amplifikationsprodukt  durch  Zentrifugation der Glaskapillaren in  Eppendorf

Reaktionsgefilie transferiert.

Reaktionsschritt Temperatur  Reaktionsdauer = Temperaturinderung
1.Initiale Denaturierung: 95°C 480 sec 20°C/sec
2. Amplifikation 45 Zyklen:
a. Denaturierung 95°C 15 sec 20°C/sec
b. Annealing 59-62°C* 5 sec 20°C/sec
c. Elongation 72°C 20 sec 20°C/sec
3. Schmelzkurve:
95°C 0 20°C/sec
65°C 15 sec 20°C/sec
97°C 0 0,1°C/sec
4. Abkiihlung: 40°C 30 sec 20°C/sec

Tabelle 3.14: Temperaturzyklen der quantitativen ,,real Time*“ PCR

(* Primer-spezifische Bedingungen)

3.9.8.4 Auswertung und Schmelzkurvenanalyse

3.9.8.4.1 Relative Quantifizierung

Die Auswertung und graphische Darstellung erfolgte mit der LightCycler-Software Version
3.5 (Roche Applied Science, Mannheim).

Als Quantifizierungsstrategie wurde eine normalisierte relative Quantifizierung gewaihlt
(Pfaffl et al. 2001), wobei die mRNA Expressionsdaten eines Zielgenes mit denen eines
Referenzgenes (,,House-Keeping“-Gen) verglichen wurden. Dabei wurden nicht die
absoluten mRNA- bzw. cDNA-Konzentrationen bestimmt, sondern die Expression des

Zielgens wurde auf ein zweites ubiquitdres und homogen exprimiertes Gen bezogen. In
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dieser Arbeit wurde das ,,House-Keeping“-Gen GAPDH (3-Phospho-Glycerinaldehyd-
Dehydrogenase) als interner Standard und Referenz verwendet.

Als MaB fiir die Quantifizierung wurde der ,,crossing point* herangezogen. Der ,,crossing
point“ (CP) stellt den Schnittpunkt der PCR-Amplifizierungskurve mit der
Hintergrundkurve dar und definiert die Zykluszahl, bei der die Amplifizierung in die
exponentielle Phase eintritt. Er entspricht dem Maximum der zweiten Ableitung der
Amplifikationskurve und somit dem Wendepunkt der ersten Ableitung. Fiir die Berechnung
wurde im ersten Schritt fiir jede untersuchte Probe der CP-Wert des Referenzgenes vom CP-

Wert des Zielgens subtrahiert.

ACP = CP Zielgen — CP Referenzgen

Nach dieser Normierung wurde vom ACP Wert der CD34-positiven Zellen der ACP Wert
der CD105-positiven Zellen subtrahiert.

AACP = ACP CD34 — ACP CD105

Dies ergab den relativen Expressionsunterschied, normalisiert zum Referenzgen. Dieses
Berechnungsschema setzt eine Verdoppelung der DNA-Menge in jedem Zyklus voraus, was
einer optimalen ,,real time* PCR Effizienz entspricht. Die wahre ,,real time* PCR Effizienz
bewegt sich unter optimierten Reaktionsbedingungen im Bereich von 1,7-1,9 und weist
Schwankungsbreiten von 1,5 bis tiber 2,0 auf. Geringste Schwankungen in den Effizienzen
von Zielgen zu Referenzgen fiihren somit zu enormen Expressionsunterschieden.
Ausgehend davon wurde das effizient-korrigierte Quantifizierungsmodell entwickelt (Pfaffl

et al. 2001).

ACP Testgen(CD34—CD105
(ETestgen) gen( )

)ACP Referenzgen (CD34—CD105)

Verhaltnis =
(EReferenzgen

E = Effizienz

CP = ,,crossing point*
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Testgen = auf seine Expression zu untersuchendes Gen

Referenzgen = Stabiles, konstitutiv exprimierte Gen

Fiir die PCR-Effizienz wurde nach Anleitung (LightCycler, Roche Diagnostics, Mannheim)
der Wert 1,85 eingesetzt.

3.9.8.4.2 Schmelzkurvenanalyse

Die Spezifizierung des entstandenen PCR-Produktes erfolgte durch eine Schmelz-
kurvenanalyse am Ende der PCR.

Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I bindet unspezifisch an dsDNA (doppelstringige
DNA). Somit kommt es auch durch die Bildung von Primer-Dimeren und unspezifischen
Nebenprodukten zu einem Fluoreszenzanstieg der primdr nicht vom spezifischen PCR-
Produkt zu unterscheiden ist. Eine Differenzierung zwischen dem spezifischem PCR-
Produkt und den Primer-Dimeren oder unspezifischen Nebenprodukten wird erst durch die
sich an die Elongationsphase der PCR anschlieende Schmelzkurvenanalyse moglich. Bei
dieser werden die PCR-Produkte kontinuierlich iiber einen bestimmten Temperaturbereich
langsam aufgeheizt bis sie ithrem Schmelzpunkt entsprechend nur noch als Einzelstrang
vorliegen. Die damit verbundene Fluoreszenzabnahme wird aufgezeichnet und graphisch
dargestellt. Jedes PCR-Produkt besitzt eine charakteristische Schmelztemperatur (Ty,), die
sowohl von der Linge des PCR-Produktes als auch vom GC-Gehalt abhédngig ist. Kleinere
Fragmente, wie z.B. Primer-Dimere weisen somit einen niedrigeren Schmelzpunkt als die
PCR-Produkte auf. Stellt man die negative Ableitung der Fluoreszenz iiber die Temperatur
(-d(F)/dT) graphisch dar, entsteht dabei ein Peak entsprechend der Linge und des GC-
Gehalts des PCR-Produktes (Ririe et al. 1997).
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Abbildung 3.7: Graphische Darstellung der negativen Ableitung der Fluoreszenz iiber die Temperatur
(-d(F)/dT). Das Maximum der 1. Negativen Ableitung entspricht der spezifischen Schmelztemperatur des
PCR-Produktes

3.9.8.5 Agarosegelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Standardmethode zur Identifizierung von DNA-
Fragmenten. Durch Zugabe des Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid, der zwischen die
Basen der DNA interkaliert, konnen DNA-Fragmente mittels langwelligem UV-Licht (302
nm) sichtbar gemacht werden. Auf diese Weise kann weniger als 1 pg DNA detektiert
werden. Die Migration der DNA wihrend der Elektrophorese ist abhédngig von
verschiedenen Parametern wie Konformation und molekulare Grof3e der DNA, Agarose-
Konzentration, Laufpuffer und angelegter Spannung.

Die Wanderungsgeschwindigkeit ist bei linearen Molekiilen umgekehrt proportional zum
Logarithmus des Molekulargewichtes. Im Vergleich zum mitlaufenden Marker, bestehend
aus Fragmenten bekannter Grdéfe, kann man Riickschliisse auf die GroBe der DNA-
Fragmente in der Probe ziehen.

Fiir diese Arbeit wurden 1,25%ige Agarosegele verwendet. Die Agarose wurde dazu in
einer entsprechenden Menge TBE-Puffer gegeben und durch erhitzen in einer Mikrowelle
aufgekocht. Nach abkiihlen auf ca. 50°C wurde Ethidiumbromid in einer Endkonzentration

von 0,5 pg/ml zugegeben und das Gel in eine vorbereitete Gelform gegossen. Die zuvor mit
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einem speziellem DNA-Proben-Puffer (Blue/Orange Loading Dye 6x, Promega Madison,
WI, USA) versetzten Proben wurden nach Aushédrten des Geles aufgetragen und bei einer
konstanten Spannung von 120 Volt liber 1 Stunde aufgetrennt. Nach Beendigung der
Elektrophorese wurde das Gel auf einem UV-Transilluminator) fotografiert und mit der
dazugehodrigen Software bearbeitet. Anhand des aufgetragen Standards (Smart Ladder SF,

Eurogentec) konnte die GroB3e der PCR-Fragmente ermittelt werden.
Ethidiumbromid-Lésung: 1ug/ml Ethidiumbromid in dH,O
5 x Tris-Borat-Puffer (TBE): 445 mM Tris-HCI

445 mM Borat

10 mM EDTA, ph 8,0

100bp GroBenstandard 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp

3.9.8.6 Sequenzierung

Alle Sequenzierungen wurden von der Firma SEQLAB (Sequence Laboratories Gottingen
GmbH, Deutschland) durchgefiihrt. Die DNA-Proben wurden dazu mit den entsprechenden

Primern vermischt und in einem Endvolumen von 7 pl in 200 pul PCR-Tubes versandt.

Fiir die Sequenzierungen wurde folgender Reaktionsansatz verwendet:

PCR-Produkt probp | 0,2 ng

Primer 20 pmol

H,O ad. 7 ul

Tabelle 3.15: Sequenzierungsansatz
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4. Ergebnisse

4.1 Immunphénotypische Charakterisierung CD105-positiver

mesenchymaler Stamm- und Progenitorzellen mittels FACS-Analyse

Mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen werden seit ca. 30 Jahren durch ihre selektive
Anheftung an Plastikoberflichen von Zellkulturgefialen gewonnen und sind in vielfaltigen
Studien untersucht worden. Insgesamt handelt es sich um sehr heterogene Populationen mit
Unterschieden beziiglich ihrer Oberflachenepitope, der Zytokinsekretion und der Sekretion
der Extrazelluldrmatrix.

Um die in dieser Arbeit mittels CD105-Antigen isolierten mesenchymalen Stamm- und
Progenitorzellen = phénotypisch ~ zu  charakterisieren, = wurde  zunédchst eine
durchflusszytometrische Analyse durchgefiihrt. Dazu wurden immunmagnetisch isolierte
CD105-positive Zellen aus dem Knochenmark von drei freiwilligen Spendern mittels
direkter Zweifarben-Immunfluoreszenz analysiert. Insgesamt wurden 15
Oberfldchenantigene analysiert. Da bislang noch kein einzelner Oberflichenmarker
identifiziert worden ist, der mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen eindeutig
charakterisiert, ~wurde eine  Kombination von  hdmatopoetischen = Markern,
Epithelzellmarkern und  Stammzellmarkern  eingesetzt, um  ein  spezifisches
Oberflachenprofil zu erhalten, welches mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen von

anderen Zellen des KM abgrenzt.
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Abbildung 4.1: Oberflichenmarker mesenchymaler Stamm- und Progenitorzellen mittels FACS-
Analyse. Punktwolkendarstellung (,,Dot-Plot*“Darstellung) der FITC- und PE-Fluoreszenzen verschiedener
Oberflachenmarker. Die Zellen unterhalb der Fluoreszenz-Intensititsschwelle (waagrechte Linie) sind als
negativ definiert. Verwendet wurden immunmagnetisch isolierte CD105-positive Stamm- und Progenitorzellen
aus dem Knochenmark freiwilliger Spender. Anhand der Streulichtsignale (FSC/SSC) konnte die
diskriminierende Grenze zwischen den in die Auswertung eingehenden Zellen so gesetzt werden, dass mit
Sicherheit alle CDI105-positiven Zellen in die Messung eingeschlossen wurden, ohne dabei zu viel
Verunreinigungsergebnisse aufzunehmen. Bei der Analyse der Ergebnisse wurden nur solche Ergebnisse
berlicksichtigt, die innerhalb dieses eingegrenzten Bereiches lagen. Die statistischen Angaben der % positiven
Zellen bezog sich auf die eingegrenzten (,,gegateten*) Zielzellen. Ein repréasentatives von 3 durchgefiihrten

Experimenten ist dargestellt

In der durchflusszytometrischen Analyse zeigte sich, dass die untersuchte Population mit
91,5 - 98% CDI105-positiven Zellen eine hohe Reinheit besallen. Diese CD105-positiven
Zellen sind homogen positiv fiir CD71 und GlyA typische Marker erythroider Progenitoren,
jedoch negativ bzw. schwach positiv fiir lymphoide Marker wie CD7, CD14, CDI15 und
CD19. Der Panleukozytenmarker CD45, Hauptbestandteil der Lymphozytenmembran ist
nur schwach auf CDI105-positiven Zellen exprimiert. Das Oberflichenantigen CD34,
welches hématopoetische Stamm- und Progenitorzellen kennzeichnet, ist auf frisch
isolierten mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen zum Teil nachweisbar mit einer
groBen Bandbreite von 0 - 34%. Adhidsionsmolekiile wie CD138 (Syndecan-1) und
insbesondere der Endothelzellmarker VCAM-1 (CD106) waren auf den CD105-positiven
Zellen nicht nachweisbar, was zeigt, dass es sich bei der isolierten Zellpopulation nicht um

Endothelzellen handelt. Ebenso fehlten entscheidende Oberflichenmarker fur die
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Auspriagung eines immunologischen Phinotyps wie CD54 (ICAM-1) und HLA-DR (MHC-
IT). Fir den Stammzellmarker CD114 (c-kit) waren die isolierten CD105-positiven Zellen
homogen positiv, ebenso fiir den bereits etablierten Stammzellmarker CD44, ein
Hyaluronsédurerezeptor der mit verschiedenen hochproliferativen biologischen Systemen

assoziiert ist wie z.B. der Immunantwort durch das zelluldre Immunsystem.

Bei den isolierten CD105-positiven Zellen handelt es sich um eine eigenstindige
Population, welche hinsichtlich der Expression stammzellrelevanter Marker positiv war,
wihrend sie fiir eine Reihe hdmatopoetischer Marker wie CD7, CD14, CD15, CD19 und

CD45 negativ bzw. schwach positiv waren.

4.2 Vergleich CD105-positiver mesenchymaler Stamm-  und
Progenitorzellen mit einer anderen Stammzellpopulation des

Knochenmarks

4.2.1 Vergleichende Genexpressionsanalysen CD105-positiver Zellen mit CD34-

positiven Zellen aus dem Knochenmark

4.2.1.1 Makroarray-basierter Vergleich von CD105-positiven und CD34-positiven

Stamm- und Progenitorzellen aus dem Knochenmark

Um humane mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen auch auf molekularer Ebene zu
charakterisieren, fiihrten wir mittels cDNA-Array Technologie eine Expressionsanalyse auf
mRNA-Niveau durch. Hierdurch war es uns moglich, ein genomweites
Genexpressionsprofil zu erstellen und dieses mit einer anderen Stammzellpopulation im
Knochenmark zu vergleichen, ndmlich der CD34-positiven hiamatopoetischen Stamm- und
Progenitorzelle.

Eingesetzt wurden hochangereicherte CD34-positive und CD105-positive Zellen aus dem

Knochenmark 5 freiwilliger Spender (Abb. 3.5), welche interindividuell verglichen wurden.
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Mit den verwendeten cDNA-Makroarrays war es moglich, 1185 ausgewihlte Gene auf ihre

Expressionsstérke hin zu untersuchen (Abb. 4.2).

60

oOCD34

50 oCcD105

40 A

30 -

20 A

Summe d. Expressionsstarke

. O R & @ 2 @ & & & & O & &L&0 Q& @ o
‘ Q,\\o & & $o (\Qe.é(\o y g Q}\o RS @@ (bo < %o .;b(p \o@
S RO T F TR FEFLIFITFIEL &
'b(gr N ,\/Q} Ak ) Qg’Q & \Q\ NN PR s 42
¢ 2’ \q
&< «0@ Oé?‘ ¢ OO,Q" @(\x &S 19 Q)&
X 1) ,be 3 OQ
NS S g S
Q' *Q Q o)
c’Oq Q\O OOQ Y
o o°

Abbildung 4.2: Darstellung der Gesamtexpressionsstirke verschiedener funktioneller Gengruppen in
CD34-positiven und CD105-positiven Stamm- und Progenitorzellen. Verwendet wurden hochangereicherte
CD34- und CD105-positive Stamm- und Progenitorzellen. In die Analyse wurden jeweils 5 Proben von CD34-
positiven und CDI105-positiven Stamm- und Progenitorzellen einbezogen. Die Balken zeigen die
Gsamtexpressionsstirke aller Gene einer funktionellen Gruppe mit einer relativen Mindestexpessionsstéirke

von 0,1. GCC: growth factors, receptors SKP: proteinases, inhibitors

Insgesamt waren 115 Gene signifikant differentiell exprimiert (Anhang; Abb. 7.1). Nach
Einteilung in funktionelle Gruppen zeigte sich, dass in Summe die Transkriptionsfaktoren,
Wachstumsfaktoren und Zytokine, deren Rezeptoren sowie Onkogene und
Tumorsuppressorgene in CD34-positiven Zellen stirker exprimiert waren als in CD105-
positiven Zellen. In CD105-positiven mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen zeigten

sich hingegen Gene der DNA-Synthese, Gene in Bezug auf Stressabwehr sowie Gene im
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Zusammenhang mit dem intrazelluliren Stoffwechsels stirker expremiert. Keine
Unterschiede zeigten sich bei Genen welche verantwortlich sind fiir Zellzyklusregulation,
Apoptose, Signaltransduktion oder Adhésion.

In der Detailanalyse der Gene die eine Bedeutung in der DNA-Synthese haben, zeigte sich,
dass lediglich 3 Gene (multL homolog 1, ERCC, Translin) 1,7- bis 4,4-fach hoher in CD34-
positiven Zellen exprimiert waren, wihrend 20 Gene der Regulation der DNA-Synthese
(MCM2, MCM3, MCM4, MCM6, RFC1, RFC2, RFC3, RFC4, RFC5, TOP1, TOP2a,
Polymerase a, Polymerase dl, Polymerase e, Polymerase e2, Ligase III, Ubiquitin-
conjugating enzym, RAD23 homolog B, Ku antigen, Replication protein 3) 2- bis 7-fach
hoher in stromalen Vorlduferzellen exprimiert waren (Abb. 4.3A).

Bei den Genen der Zellzyklusregulation zeigten sich insgesamt 19 Gene signifikant
differentiell exprimiert. Davon waren 10 Zellzyklus-regulierende Gene (cyclin dependent
kinase inhibitor 1C [p57], cyclin dependent kinase inhibitor 2A [p16], cyclin dependent
kinase inhibitor 2A [p19], cyclin d2, CDKS5, CDK6, myeloid cell nuclear differentiation
antigen, fms-related tyrosin kinase 3, special AT-rich sequence binding protein 1, nucleolar
protein 1) in CD34-positiven hidmatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen 2-13fach
hoher exprimiert, wahrend in CD105-positiven Stamm- und Progenitorzellen weitere 9
Zellzyklus-regulierende Gene (cyclin A2, cyclin B1, CDC2, CDC20, CDC25A, CDC28,
polo-like kinase, FUSE binding protein, transcription factor Dpl) 2,3- bis 5,8-fach hoher
exprimiert waren (Abb. 4.3B).

In der funktionellen Gruppe der Transkriptionsfaktoren waren insgesamt 22 Gene
signifikant differentiell exprimiert. Davon waren 14 Gene (FLI-1, Ets-2, GATA-binding
protein 2, ERG, transcription factor AP-4, immediate early protein, early growth response,
ELH-3, transcription factor CP-2, transcription activator SNF2A, guanine nucleotide
binding protein, ZFP 161, ZFP 91, INI1) in hdmatopoetischen Stamm- und Vorlduferzellen
2 bis 32-fach hoher exprimiert, wihrend 8 Gene (ZFP 148, immunglobulin mu binding
protein 2, nuclear transcription factor NFX-1, purine-rich element binding protein, RBP-7,
p65, STAT-1, STAT-2) durch 2 bis 6,4-fach hoher in stromale Stamm- und Progenitorzellen
exprimiert waren (Abb. 4.3C). Im Bezug auf Stressabwehr waren insgesamt 4 Gene

(cytosolic superoxid dismutase 1, Glutaredoxin [GPX], heat shock protein 70 kDa protein 8,
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Abbildung 4.3: Signifikant differentiell exprimierte Gene der DNA-Synthese, der Zellzyklusregulation
und der Transkriptionsfaktoren in CD34-positiven Zellen und CD105-positiven Zellen. Verwendet
wurden hoch angereicherte CD34- und CD105-positive Zellen. Die Reinheit lag fiir die CD34-positiven Zellen
zwischen 96 und 99%, die fiir die CDI105-positiven Zellen zwischen 92 und 98%. Fir die reverse
Transkription der Gesamt-RNA wurde ein Array-spezifischer CDS-Primermix verwendet, um die Komplexitét
des resultierenden cDNA-Pools herabzusetzen und auf diese Weise die Sensitivitidt zu erhohen. Angegeben
sind die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen der Expressionsverhéltnisse. Abbildung (A) zeigt
signifikant differentiell exprimierte Gene der DNA-Synthese (MCM: , minichromosome maintance“-Gene;
RFC: reduced folat carrier; TOP: Topoisomerase). Abbildung (B) zeigt signifikant differentiell exprimierte
Gene der Zellzyklusregulation (CDC: cell division cycle). Abbildung (C) zeigt signifikant differentiell
exprimierte Gene der Transkription (ERG: early growth response protein; FLI: friend leukemia virus
integration; STAT: signal transducer and activator of transcription).

Die griinen Balken zeigen die im Vergleich hoher exprimierten Gene in CD105-positiven Zellen, die orangen

Balken zeigen die im Vergleich hoher exprimierten Gene in CD34-positiven Zellen.
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4.2.1.2 Hierarische Clusteranalysen der Makroarray-basierten Daten von CD105-

positiven und CD34-positiven Stamm- und Progenitorzellen

Zur weitergehenden Analyse der Daten fiihrten wir eine uniiberwachte hierarchische

Clusteranalyse mit einem ,,average-linkage*-Algorithmus durch.

Abbildung 4.4: Unterschiede der molekularen Phinotypen von CD34-positiven himatopoetischen
Stamm- und Progenitorzellen und CD105-positiven mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen in

einer hierarchische Clusteranalyse. Verglichen werden CD34-positive Zellen und CD105-positive Zellen
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aus dem Knochenmark gesunder Spender auf der Basis der 440 stirksten exprimierten Genen. Jede Spalte des
Diagramms reprisentiert eine Probe, jede Zeile reprisentiert ein Gen. Die Linge der Aste des Clusterbaums
zeigt den Verwandtschaftsgrad von zwei Proben an. Die Expressionsstirke der einzelnen Gene im Vergleich
zur medianen Expressionsstirke aller Gene ist farbkodiert. Rote Felder zeigen eine hohes Expressionsniveau
zum Gesamtmedian, griine eine niedriges Expressionsniveau. Anhand dieser Darstellung kann der Grad der

Ahnlichkeit der einzelnen Proben gezeigt werden

In die Clusteranalyse wurden die 440 am stirksten exprimierten Gene einbezogen.
Hierdurch war es moglich das Ausmal3 der Heterogenitit der Proben abzuschitzen. Des
Weiteren war es moglich, charakteristische Expressionsmuster von CD105-positiven Zellen
im Vergleich zu CD34-positiven Zellen darzustellen. In die Analyse wurden jeweils 5
Proben von CD34-positiven und CDI105-positiven Stamm- und Progenitorzellen
einbezogen. Die Isolation erfolgte fiir beide Zellpopulationen aus dem Knochenmark
gesunder Spender.

Aus dem Dendogramm lédsst sich ersehen, das in beiden Zellpopulationen homogene
charakteristische Genexpressionsmuster vorliegen. Des Weiteren ist zu erkennen, dass sich
die CDI105-positiven Zellen beziiglich ihres Genexpressionsprofil deutlich vom

Genexpressionsprofil der CD34-positiven Zellen unterscheiden.

4.2.1.3 Bestitigung der signifikant differentiell exprimierten Gene mittels quantitativer

»Real-Time*“-PCR

Zur Bestitigung der Daten aus den cDNA-Array-Experimenten wurde die mRNA-
Expression ausgewdhlter Gene in CD34- und CD105-positiven Zellen durch quantitative
,,real-time*“ RT-PCR bestimmt.

Untersucht wurde die revers transkribtierte mRNA von hochangereicherten CD34-positiven
hédmatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen von 3 Patienten und hochangereicherte
CD105-positive mesenchymale Stamm- und Progenitor-zellen von 3 Patienten. Die Reinheit
der immunmagnetisch isolierten CD105-positiven Zellen lag zwischen 91,5 und 98%, die

der CD34-positiven Zellen zwischen 95 und 98% (Abb. 3.5).
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Abbildung 4.5: Quantitative ,,real-time“-RT-PCR mittels LightCycler-Technologie zur Bestiitigung der
cDNA-Array-Experimente. Eingesetzt wurden jeweils 3 Proben von CD34- bzw. CD105-positiven Zellen
gesunder Probanden. Gezeigt ist ein repridsentatives Experiment einer Probe. Als externe Kontrolle und
Referenz fiir die relative Quantifizierung wurde das Referenz-Gen GAPDH (3-Phospho-Glycerinaldehyd-

Dehydrogenase) eingesetzt dargestellt als Punktlinie. Als MaB fiir die Quantifizierung wurde der ,,crossing
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point* herangezogen. Zur Normalisierung der Werte wurde der CP-Wert des Referenzgenes vom CP-Wert des

Zielgens subtrahiert (ACP).

Ausgewdhlt wurden 9 signifikant differentiell exprimierte Gene aus der funktionellen
Gruppe der Zellzyklusregulation und der Transkriptionsfaktoren. Als externe Kontrolle und
Referenz fiir die relative Quantifizierung wurde das Referenz-Gen GAPDH (3-Phospho-
Glycerinaldehyd-Dehydrogenase) eingesetzt (Abb. 4.5).

Schmelzkurvenanalysen und Agarosegelelektrophorese zeigten, dass bei der RT-PCR
jeweils ein einziges PCR-Produkt entstanden ist, welches der zu erwarteten Lénge entsprach
(Abb. 4.5 und Abb. 4.6). Zur weiteren Spezifizierung der Ergebnisse erfolgte die
Sequenzierung des entstandenen PCR-Produkts durch die Firma SEQLABSequence
Laboratories, Gottingen. Alle PCR-Produkte entsprachen der Gensequenz der ausgewihlten

Gene.

A B c D E
500
300
100
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
F G J K
1.2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

1 =10ul 100bp DNA-Leiter
2 = Probe (PCR-Produkt) 3 =RNA-Kontrolle 4 = Wasser-Kontrolle

500

300

100

Abbildung 4.6: Elektrophoretische Auftrennung der ,,Real-Time*“-RT-PCR-Produkte in einem 1 %igem
Agarosegel. Jeweils 10 pl des PCR-Produktes wurde fiir 1 Stunde bei 120 V aufgetrennt und das Gel

anschlieBend auf einem UV-Transilluminator fotografiert. Jeweils 1 reprisentatives Ergebnis ist dargestellt.
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(A = GAPDH; B = RBP-7; C = cyclin B; D = IGH2; E = pLK; F = Ets2; G = NFX-1; H=CDC2; J = FLI-1;
K =Erg)

Um die Genexpressionsdaten der cDNA-Arrays mit den Ergebnissen der quantitativen

,»Real-Time“-RT-PCR zu vergleichen stellten wir die Ergebnisse direkt einander gegeniiber
(Abb. 4.7).

CD34>CD105 CD105>CD34

6 1 ® cDNA-Array

Differentielle Genexpression log,(CD105/CD34)

= RT-PCR

FLI-1 Ets2 ERG RBP-7 NFX-1 IGH2 CDC2 pLK Cyclin
B

Abbildung 4.7: Vergleich der Daten von quantitativer ,,real-time“ RT-PCR und cDNA-Array-Analysen.
Verglichen wurde die Expression von 9 Genen in CD34-positiven und CD105-positiven Zellen aus dem
Knochenmark gesunder Spender. Die Daten beruhen auf einem relativen Expressionsunterschied normalisiert
zum Referenzgen. Angegeben sind die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen der

Expressionsverhéltnisse von jeweils drei Proben

Anhand dieser Darstellung zeigt sich deutlich, dass die mit den cDNA-Arrays ermittelten
Genexpressionsdaten bei allen untersuchten Genen durch die quantitative ,,Real-Time*-RT-

PCR bestitigt werden konnten.
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4.2.2 Funktioneller Vergleich CD105-positiver und CD34-positiver Stamm- und

Progenitorzellen durch klonogenen Wachstumstest

Die Differenzierung von hédmatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen in alle
blutbildende Zellen wird durch eine Reihen von Zytokinen, Transkriptionsfaktoren und
Adhidsionsmolekiilen sowie durch die Interaktion mit zelluldren Faktoren und
Matrixkomponenten bestimmt und l&sst sich mittels klonogenem Wachstumstest teilweise in
viro simulieren. In der Immunphinotypisierung zeigte sich, dass einige Marker der
erythropoetischen und myeloiden Differenzierung, wie z.B. CD71, GlyA, CD7 und CD19 in
CD105-positiven Stamm- und Progenitorzellen exprimiert waren.

Um zu untersuchen, ob CD105-positive Zellen in Zellen der Himatopoese differenzieren
konnen, setzten wir die Zellen in einen klonogenen hdmatopoetischen Wachstumstest ein.
Dazu wurden hochangereicherte immunmagnetisch isoliere CD105-positive Zellen und
CD34-positive Zellen in semisolidem Methylzellulosemedium mit hématopoetischen
Wachstumsfaktoren inkubiert. Nach 2 Wochen konnte der Anteil der ausdifferenzierten
BFU-E-Kolonien (erythroid) und der CFU-GM-Kolonien (myelo-monozytér) aus CD105-
positiven Zellen ausgezdhlt und prozentual in Relation zur hdmatopoetischen Kontrolle

(CD34-positiv) dargestellt werden.
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Abbildung 4.8: Klonogenes Wachstum von humanen CD105-positiven Stamm- und Progenitorzellen im

Vergleich zu CD34-positiven Zellen. CD105-positive Zellen wurden in semisolidem Methylzellulosemedium
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in den Konzentrationen 1x10° ; 5x103; 1x10* Zellen inkubiert. Nach 2 Wochen wurde die Anzahl der BFU-E-
Kolonien (Rot) und CFU-GM-Kolonien (Grau) ausgezdhlt und in Relation zur Kontrolle (CD34-positive
Zellen) dargestellt. Mittelwert und Standardabweichung von 3 durchgefiihrten Experimenten im Doppelansatz

sind angegeben

Mittels klonogenem Wachstumsvergleich konnte gezeigt werden, dass CD105-positive
Stamm-und  Progenitorzellen  konzentrationsunabhéngig unter den  gegebenen
hdmatopoetischen Bedingungen kein signifikantes klonogenes Wachstum in eine
hiamatopoetische Differenzierung zeigten. Des Weiteren waren die wenigen ausgebildeten
Kolonien im Vergleich zu den CD34-positiven Stamm- und Progenitorzellen in Grof3e und
Granularitét deutlich herabgesetzt. Die BFU-E-Kolonien und die CFU-GM-Kolonien kamen
im Mittel 90% kleiner zur Darstellung.

4.3 Vergleich gesunder CD105-positiver mesenchymaler Stamm- und
Progenitorzellen mit CD105-positiven Zellen einer Stammzellerkrankung

des Knochenmark

4.3.1 Charakterisierung CD105-positiver Zellen aus dem Knochenmark von Patienten

mit CML mittels FISH im Vergleich zu malignen CD34-positiven Zellen

Bei der CML handelt es sich um eine Erkrankung der pluripotenten hdmatopoetischen
Stammzelle, deren Ursache eine reziproke Translokation zwischen den Chromosomen 9 und
22 ist. Es kommt somit zu dem typischen BCR-ABL-Rearrangement. Da bis zum heutigen
Zeitpunkt nicht geklart ist, an welchem Punkt der Stammzellentwicklung die Translokation
stattfindet, stellte sich die Frage, ob das fiir die Philadelphia Chromosom positive CML
typische BCR-ABL-Rearrangement auch bei mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen
nachweisbar ist. Um dies zu {berpriifen, fiihrten wir eine Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung durch. Ausgangsmaterial fiir die FISH waren zuvor mittels
immunmagnetischer  Zellisolation  erhaltene = hochangereicherte CD34-positive

hédmatopoetische Stamm- und Progenitorzellen (n=3) und hochangereicherte CD105-
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positive mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen von CML-Patienten in chronischer
Phase (n=3). Fir die FISH wurde eine BCR-ABL Zweifarben Doppelfusions
Translokationssonde verwendet.

In Abbildung 4.7 sind repridsentative Fluoreszenzsignale der verschiedenen Zelltypen

dargestellt.

(A) (B)

Abbildung 4.9: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung CD105-positiver mesenchymaler Stamm- und
Progenitorzellen und CD34-positiver himatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen aus dem
Knochenmark von CML-Patienten. Verwendet wurden hochangereicherte CD34-positive himatopoetischen
Stamm- und Progenitorzellen sowie hochangereicherte CD105-positive Stamm- und Progenitorzellen von
CML-Patienten. (A) CD34-positive Zellen von CML-Patienten (B) CD105-positive Zellen von CML-

Patienten

Insgesamt war in 85% der CD105-positiven mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen
von Patienten mit CML das BCR-ABL-Genrearrangement nachweisbar. In CD34-positiven
Stamm- und Progenitorzellen von Patienten mit CML waren im Durchschnitt 70% der
Gesamtpopulation BCR-ABL positiv. Damit 148t sich das BRC-ABL-Fusionsgen in den
isolierten mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen im Vergleich zu malignen CD34-
positiven hdmatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen {iberrepresentativ nachweisen.
Die als Kontrolle eingesetzten CD34-positiven Zellen gesunder Spender waren durchgehend

negativ fiir das BCR-ABL-positives Genrearrangement.
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4.3.2 Immunphinotypische Charakterisierung CD105-positiver mesenchymaler
Stamm- und Progenitorzellen von Patienten mit CML mittels FACS und Vergleich mit
CD105-positiven Zellen gesunder Spender

Mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen stehen in enger raumlicher und funktioneller
Wechselwirkung mit der normalen Hamatopoese und der Proliferation maligner Zellklone.
Uber die molekularen Eigenschaften und Verinderungen im Rahmen hiimatologischer
Neoplasien ist bislang nur wenig bekannt. Um den Phénotyp von CD105-positiven
mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen von Patienten mit einer malignen
Knochenmarkerkrankung zu bestimmen, fiithrten wir zunichst eine durchflusszytometrische
Untersuchung durch.

Verwendet wurden immunmagnetisch hochangereicherte CD105-positive Zellen aus dem
Knochenmark von 3 Patienten mit CML in chronischer Phase. Zum Vergleich dienten

Daten, die an Zellen des gleichen Typs von 3 gesunden Spendern erhoben worden waren.
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Abbildung 4.10: Oberflichenmarker CD105-positiver mesenchymaler Stamm- und Progenitorzellen
von Patienten mit CML mittels FACS-Analyse im Vergleich zu CD105-positiven Zellen gesunder

Spender. Mittelwert und Standardabweichung von 3 durchgefiihrten Experimenten sind angegeben
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In der durchflusszytometrischen Analyse zeigte sich, dass die untersuchten CDI105-
positiven Stamm- und Progenitorzellen von Patienten mit CML fiir die Marker CD38, CD44
und CD71 wie die Vergleichsproben von gesunden Spendern homogen positiv waren.
Geringe Unterschiede zeigten sich bei den typischen Oberflichenmarkern hdmatopoetischer
Zellen wie CD7, CD14, CD15, CD19 und CD31 die im Vergleich zu den Zellen gesunder
Spender geringer auf der Zelloberflache exprimiert waren. Ebenfalls fehlten CD54 (ICAM-
1) und HLA-DR (MHC-II) als typische immunologische Oberflichenmarker. Die
Expressionsunterschiede zwischen gesund und krank lagen jedoch innerhalb der
Standardabweichungen, so dass sich im Rahmen der malignen Transformation keine

signifikante Veranderung der untersuchten Oberflichengene ergeben.

4.3.3 Makroarray-basierter Vergleich CD105-positiver Zellen aus dem Knochenmark
von Patienten mit CML mit CD105-positiven Zellen gesunder Spender

Um genomweiten transkriptionellen Verdanderungen in mesenchymalen Vorlduferzellen im
Rahmen der chronischen myeloischen Leukdmie (CML) zu untersuchen, fiihrten wir mittels
cDNA-Array Technologie eine Expressionsanalyse auf mRNA.Niveau durch. Eingesetzt
wurden hochangereicherte CD105-positive Zellen von gesunden freiwilligen Spendern
(n=5) und CDI105-positiven Zellen von Patienten mit neu diagnostizierter CML in
chronischer Phase (n=6).

Mit den verwendeten cDNA-Makroarrays war es moglich, 1185 ausgewéhlte Gene auf ihre

Expressionsstéirke hin zu untersuchen (Abb. 4.11).
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Abbildung 4.11: Darstellung der Gesamtexpressionsstirke der funktionellen Gengruppen in CD105-
positiven Stamm- und Progenitorzellen gesunder Spender und CD105-positiven Zellen von Patienten
mit neu diagnostizierter CML in chronischer Phase. Verwendet wurden hochangereicherte CD105-positive
mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen. In die Analyse wurden jeweils 5 Proben von gesunden Spendern
und 6 Proben von Patienten mit CML in chronischer Phase einbezogen. Die Balken zeigen die
Gsamtexpressionsstirke aller Gene einer funktionellen Gruppe mit einer relativen Mindestexpessionsstéirke

von 0,1. GCC: growth factors, receptors SKP: proteinases, inhibitors

Insgesamt waren 152 Gene signifikant differentiell exprimiert. Davon waren in CD105-
positiven Zellen von Patienten mit CML 24 Gene hoch- und 128 Gene herunter reguliert
(Anhang Tab. 7.1).

Nach Einteilung in funktionelle Gruppen zeigte sich, dass Gene der Zellzyklusregulation,
der DNA-Synthese, der Transkription, der Apotosesteuerung und der Stressabwehr in
CD105-positiven Zellen von CML-Patienten im Vergleich zu CDI105-positiven Zellen
gesunder Spender eine niedrigere Expressionsstirke aufwiesen. Des Weiteren war die

Signalwahrnehmung  iiber ~ Oberflichenmolekiille = und  Signalauslosung  iiber
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Wachstumsfaktoren und Interleukine in CD105-positiven Zellen im Knochenmark von
CML-Patienten im Vergleich zu gesunden Spendern verindert.

In der Detailanalyse der Gene, die eine Bedeutung in der DNA-Synthese haben, zeigte sich,
dass 20 Gene (darunter verschiedene replication factor C-Untereinheiten, helicase II
(KU70), helicase II (KU80), Ligase 1, MCM3, MCM5, TOP1, DNA polymerase gamma,
activator 1 replication factor C, RAD23 homolog B) 1,9 bis 5,2-fach héher in CD105-
positiven Zellen gesunder Spender exprimiert waren, wiahrend in CD105-positiven Zellen
von Patienten mit CML im Vergleich keine Gene iiberexprimiert waren.

In der funktionellen Gruppe der Transkriptionsfaktoren waren insgesamt 17 Gene
signifikant differentiell exprimiert. Davon waren 14 Gene (STATI1, STAT2, STATS,
BRCA, retinoblastom binding protein 2, ZFM1, DNA-binding protein SMBP-2, NFX1,
paired box protein 5, retinoblastoma-binding protein p46, E2F transcription factor 3, DNA
binding protein HIP116, basic transcription factor 2 p44, PCAF-association factor 65 alpha,
mitochondrial transcription factor 1, transcription intermediary factor 1) 1,7 bis 4,8-fach
niedriger exprimiert, wahrend 3 Gene (ZNF 161, TAT-binding protein 1, ISGF3) 1,7 bis
1,9-fach hoher in CD105-positiven Zellen von Patienten mit CML exprimiert waren.

In der Zellzyklusregulation zeigten sich insgesamt 14 Gene signifikant differentiell
exprimiert. Davon waren 14 Gene 1,5 bis 3,0-fach hoher in CDI105-positiven Zellen
gesunder Spender exprimiert. Darunter PLK1, Fuse binding protein, CDC2, CDC25A,
CDC25B, CDC2 related kinase, CDC like kinase 2, CDK9, MAP kinase 1, E2F
dimerization partner 1, cyclin G-associat kinase, R kappa B DNA binding protein.

In der Gruppe der Oberflachenmolekiile sind 3 Gene signifikant differentiell exprimiert. In
der Gruppe der Adhdsionsmolekiile fand sich in CD105-positiven Zellen von Patienten mit
CML eine 7,1-fach hohere Expression von cadherin 5, wéahrend die a7 Integrinuntereinheit
2,2-fach niedriger exprimiert war. Der tyrosine kinase EphAl receptor hingegen war 12,9-
fach hoher in CD105-positiven Zellen gesunder Spender exprimiert. Aulerdem zeigte sich,
verglichen mit gesunden CD105-positiven Zellen, ein unterschiedliches Expressionsmuster
von Wachstumsfaktoren und Zytokinen. Davon waren 4 Genen (calgranulin A, calgranulin
B, Interleukin 12 beta subunit, IL2 receptor alpha) 1,7- bis 2,9-fach héher in CD105-Zellen
von Patienten mit CML exprimiert und 10 Genen 1,5 bis 8,9-fach niedriger exprimiert, unter

anderem Interleukin 10, Interleukin 1 beta, Interleukin 13 und neuromedin B. Signifikante
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Unterschiede in der Genexpression zeigten sich in Bezug auf Stressabwehr und
intrazelluldren Stoffwechsels, welche in CD105-positiven Zellen gesunder Spender héher
exprimiert waren. Es zeigte sich eine 1,9 bis 6,8-fach niedrigere Expressionsstirke von
Genen, die zur Detoxifikation von Fremdstoffen und DNA-Reparatur bendtigt werden, wie
die Glutathion-S-Transferase 1, die Glutathion-reductase und zytosolischer Superoxid-
dismutase 1.

Verschiedene Gene, die BCR-ABL in hdmatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen
nachgeschaltet sind, wie JAK2, K-RAS, RAS-related protein RAB5A, RAS-related protein
RAB2, RAS-related protein RAB6A und N-RAS sind in CD105-positiven mesenchymalen

Stamm- und Progenitorzellen von Patienten mit CML nicht {iberexprimiert.
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5.1 Molekularer Phinotyp mesenchymaler Stamm- und Progenitorzellen

Mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen werden seit ca. 30 Jahren durch ihre selektive
Anheftung an Plastikoberflichen von Zellkulturgefilen gewonnen und sind in vielféltigen
Studien untersucht worden. Da ein spezifischer Marker mesenchymaler Stamm- und
Progenitorzellen, analog zu dem Oberflichenmarker CD34 fiir hdmatopoetische Stamm-
und Progenitorzelle bislang noch nicht beschrieben werden konnte, ist eine eindeutige
Charakterisierung mesenchymaler Stamm- und Progenitorzellen derzeit nicht mdglich.
Aufgrund dieser Problematik wurde zur Charakterisierung von mesenchymalen Stamm- und
Progenitorzellen von der International Society for Cellular Therapy (ISCT) sog. Dominici-
Kriterien festgelegt. Hierzu gehdren die Adhdrenz an Plastik, die Expression von
spezifischen Oberflichenmolekiilen (CD73", CD90’, CD105", CDI11b, CDI14 CDI19,
CD34, CD45°, CD79 alpha” und HLA-DR") und das multipotente Differenzierungspotential
in vitro in Osteoblasten, Adipozyten und Chondrozyten (Dominici et al. 2006). Allerdings
handelt es sich bei den aus dem Knochenmark isolierten Zellen nicht um eine homogene
Zellpopulation, sondern vielmehr um ein heterogenes Zellgemisch, mit verschiedenen
Subpopulationen, welche morphologisch als auch immunzytochemisch unterschieden
werden konnen. Die gewonnen Zellen konnen in ihrer  Genexpression,
Differenzierungskapazitit und ihrem Wachstumspotential stark variieren.

In dieser Arbeit wurden mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen mittels C105-Antigen
aus dem Knochenmark isoliert. Zur Charakterisierung der CD105-positiven Stamm- und
Progenitorzellen wurde zunédchst die Immunfluoreszenz gewéhlt, die eine Untersuchung auf
Einzelzellniveau erlaubt. Es konnte gezeigt werden, dass die isolierten Zellen aus dem
Knochenmark ein spezifisches Oberflichenantigenexpressionsmuster aufweisen. Typische
Oberflichenmarker hamatopoetischer Zellen wie CD7, CD14, CD15, CD19, CD31 und
CD45 fehlen oder sind nur schwach auf der Oberfliche exprimiert. Interessanterweise sind
die isolierten CD105-positiven Zellen des Knochenmarks homogen positiv fiir CD71 und

GlyA, klassische Marker fiir erythroide Progenitoren. Dass es sich bei den verwendeten
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Zellen nicht um erythropoetische Vorlduferzellen handelte, konnte durch das fehlende
Wachstum der CD105-positiven Zellen im klonogenen Wachstumstest mit Erythropoetin-
haltigem Medium gezeigt werden. Auch eine Verunreinigung durch myelomonozytére
Progenitoren konnten wir unter Hdmatopoese spezifischen Wachstumsbedingungen nicht
nachweisen.

Der klassische Endothelzellmarker CD106 ist in unseren Analysen auf den isolierten Zellen
homogen negativ, was zeigt das es sich bei den isolierten Zellen nicht um Endothelzellen
handelt. CD106, auch als vaskuldres Adhédsionsmolekiil-1 (VCAM-1) bezeichnet, ist ein
Transmembranprotein mit sieben Immunglobulin-dhnlichen Dominen, das iiberwiegend
Ca” -unabhingige Adhision vermittelt. Neben der starken Membranbetonung lisst sich
CD106 auch granulozytir verteilt iiber das gesamte Plasma nachweisen. Seine Expression
wird durch inflammatorische Mediatoren wie z.B. IL-18, IL-4, TNFa ind IFNy induziert. Es
interagiert mit den Integrinen a4f1 (VLA-4, Very Late Antigen-4) und 0437 und unterstiizt
den Austritt der Leukozyten aus den Blutgefidllen. Neben aktivierten Endothzellen, ist es auf
Knochenmarksstromazellen, dendritischen Zellen, Makrophagen und Fibrblasten
nachweisbar (Wu 2007). Interessanterweise wird CD106 als Marker fiir mesenchymale
Stamm- und Progenitorzellen abhingig von Zellpassage, Differenzierungsgrad und
Untersuchungsmethode in der Literatur kontrovers diskutiert. Hier scheint die
Spendervariabilitit eine groBe Rolle zu spielen (Romanov et al. 2006). Insgesamt
schwanken die in der Literatur beschriebenen Expressionsstirken in FACS-Analysen u.a.
abhingig vom Spenderalter von 5-70% (Mareshi et al. 2006). Allerdings ist fiir die hiufig
beschriebene Immunfluoreszenz zu berlicksichtigen, dass sich bei einer intra- und
extrazelluldren Verteilung eines Proteins unterschiedliche Ergebnisse fiir lysierte und nicht
lysierte Zellen ergeben. In der Literatur hat CD106 jedoch einen festen Stellenwert in der
Charakterisierung von mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen (Izadpanah et al. 2006;
Mareshi et al. 2006; Romanov et al. 2005).

Das Oberflachenantigen CD34, welches hdmatopoetische Stamm- und Progenitorzellen
kennzeichnet, ist in unseren Analysen auf frisch isolierten mesenchymalen Stamm- und
Progenitorzellen variabel nachweisbar. Dies deckt sich mit weiteren Studien, allerdings geht

diese initiale Antigenoberflichenexpression im Laufe einer Kultivierung verloren (Waller et
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al. 1995). Das urspriingliche Vorhandensein zeigt, dass es mdglicherweise einen
gemeinsamen Vorldufer fiir beide Populationen gibt.

Um CDI105-positive Stamm- und Progenitorzellen auf molekularer Ebene zu
charakterisieren wurden in dieser Arbeit hochangereicherte CD105-positive mesenchymale
Stamm- und Progenitorzellen durch simultane genomweite Expressionsanalysen auf
mRNA-Niveau analysiert und mit einer anderen Stammzellpopulation des Knochenmarks,
den CD34-positiven hdmatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen, verglichen. Diese auf
Macroarrays beruhende Methode wurde 2001 bei Stammzellen des Knochenmarks erstmalig
angewendet (Steidl et al. 2001). In unseren Untersuchugen zeigten sich wesentliche
Unterschiede, welche die unterschiedlichen zellbiologischen und funktionellen
Eigenschaften von mesenchymalen und himatopoetischen Zellen widerspiegeln.

In dieser Arbeit gelang es 115 signifikant differentiell exprimierte Gene zu identifizieren.
Im Detail zeigten sich in den Expressionsanalysen, 23 Gene der DNA-Synthese differentiell
exprimiert. Davon waren 20 Gene, welche unter anderem fiir die S-Phase des Zellzyklus
notwendig sind, in mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen hoher exprimiert.
Darunter minichromosom maintenance proteins (MCM) als entscheidender Teil der DNA-
Replikation (Chong et al. 1996), welche nur in proliferierenden Zellen exprimiert werden.
Die minichromosom maintenance proteins sind Komponenten des pra-replikativen
Komplexes, welcher an der Initialisierung der Replikation beteiligt ist. Spielen aber auch
eine wichtige Rolle bei der DNA-Transkription, der DNA-Reparatur und der Chromatin-
Regulation (Forsburg 2004). Der hochexprimierte Replikationsfaktor C (RFC) ist ein
heteropentamerer Proteinkomplex, der in eukaryotischen Zelle eine wichtige Rolle in der
DNA-Replikation und DNA-Reparatur spielt (Mossi and Hiibscher 1997). Die
Untereinheiten besitzen eine Molekularmasse von 140, 40, 38, 37 und 36 kDa.

Ebenfalls erhoht exprimiert sind die eigentlichen Replikationsenzyme die DNA-
Polymerasen, als auch die Topoisomerasen. In der Gruppe der Zellzyklus-regulierenden
Gene zeigten sich insgesamt 19 Gene differentiell exprimiert. Davon 9 Gene in
mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen. Darunter cyclin A2 welches zum einen eine
Akzeleration des Ubertritts von der G1- in die S-Phase bewirkt und zum anderen durch
seine Partner CDC2 und CDK2 den Ubergang von der G2- in die M-Phase kontrolliert. Wie
das cyclin A2 kontrolliert cyclin B1 mit seinem Partner CDC2 den Ubergang von der G2- in

88



5. Diskussion

die M-Phase (Li et al. 1997, Kushner et al. 1999). Die Serin-threonin Kinase PLK spielt eine
entscheidende Rolle in der spidten G2 Phase und dem Durchlaufen der M-Phase des
Zellzykluses (Takaki et al. 2008). CDC25A ist notwendig fiir die G1-S-Uberleitung durch
Aktivierung von cyclin E und CDK2 (Fernandez-Vidal et al. 2008). Es zeigt sich, dass in
jeder Phase des Zellzyklus Gene iiberexprimiert zur Darstellung kommen. Im Vergleich
dazu sind in CD34-positiven hdmatologischen Stamm- und Progenitorzellen 3 Zellzyklus-
Inhibitoren (CDK inhibitors 1C, 2A und 2D) hoher exprimiert, darunter auch der
Zellzyklusinhibitor p57. Somit weist das Genexpressionsmuster CD105-positiver Zellen auf
eine groflere Proliferationsaktivitit im Vergleich zu CD34-positiver Zellen hin.

In der funktionellen Gruppe der Transkriptionsfaktoren waren insgesamt 22 Gene
signifikant differentiell exprimiert. Hier zeigte sich ein deutliches Muster von
Transkriptionsfaktoren, welches moglicherweise ausschlaggebend fiir mesenchymale oder
hidmatopoetische  Zelldifferenzierung ist. In den mesenchymalen Stamm- und
Progenitorzellen waren 8 Gene tiberexprimiert. Darunter STAT1 und STAT2. STAT-(signal
and transducer and activator of transcription) Proteine sind zytoplasmatische Proteine die
mit membranstindigen Rezeptoren interagieren und externe Signale an den Zellkern
weiterleiten konnen (Levy and Darnell 2002). Durch ihre Rolle bei der Rezeptor-
vermittelten Signaliibertragung durch Zytokine, Wachstumsfaktoren und Hormonen sind sie
an verschiedenen zelluliren Prozessen beteiligt, wie der Zellproliferation, der
Zelldifferenzierung, der Apoptose, der angeborenen und adaptiven Immunitdt und der
Angiogenese (Horvath 2000; Bromberg 2001). Die direkte Signalweiterleitung, ohne
Beteiligung weitere Botenstoffe, ermoglicht eine Genaktivierung innerhalb weniger
Minuten und gewdhrleistet eine hohe Signalerhaltung und Spezifitit. Die Familie der
STAT-Proteine besteht aus sieben Mitgliedern: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STATS5a,
STAT5b und STAT6. STAT2 ist, neben STAT1 an der durch Interferon-induzierten
immunregulatorischen Prozessen beteiligt (Park et al. 2000). Neben der Stimulations-
induzierten = Tyrosinphosphorylierung Genexpression ist auch eine konstitutive
Genexpression durch STAT1 moglich. Diese fiihrt zur Apoptoseinduktion. Ebenfalls erhoht
exprimiert ist das immunglobulin mu binding protein 2 (IGHMBP2). Das Genprodukt von
IGHMBP?2 besteht aus 993 Aminosauren und enthélt 3 verschiedene funktionelle Doménen:

eine Helikase-Domine, eine R3H-Doméne und ein Zinkfinger-Motiv. Das Protein steht im
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Zusammenhang mit DNA-Replikation, pra-mRNA Splicing und Transkription. Die genaue
zelluldre Funktion ist noch unbekannt (Guenther et al. 2009). Das in mesenchymalen
Stamm- und Progenitorzellen {iberexprimierte retinoblastoma-bindig Protein (RBP7) spielt
eine Schliisselposition im Aufbau und der Aufrechterhaltung der Chromatinstruktur
(Murzina et al. 2008).

In den hdmatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen waren insgesamt 14 Gene hoher
exprimiert. Darunter einige Mitglieder der Ets-Transkriptionsfaktoren, wie FLI-1, ERG und
Ets2. Es handelt sich hier um wichtige Effektoren des Ras-MAP-Kinase-
Signaltransduktionsweges im Zellkern.

Im Bezug auf Stressabwehr waren insgesamt 4 Gene (cytosolic superoxid dismutase 1
[SOD1], Glutaredoxin [GPX], heat shock protein 70 kDa protein 8, Glutathione peroxidase
2) hoher in mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen exprimiert. Der Einfluss von
oxidativen Stress auf den Organismus ist durch zahlreiche Studien belegt und wird als
Ursache fiir Alterungsprozesse und zahlreiche Krankheiten angesehen. Eine groBle Rolle
spielt hier die Anhdufung sog. reaktiver Sauerstoffspezies. Reaktive Sauerstoffspezies
entstehen in kleinen Mengen in allen Zellen bei einer Vielzahl von Vorgingen wie z.B. der
Signaltransduktion, der Aufrechterhaltung des Immunsystems und der Apoptose. Durch
erhohte Produktion kommt es zur Beeinflussung einer Vielzahl von Stoffwechselvorgingen.
So konnen reaktive Sauerstoffspezies direkte Verdnderungen an den Basenpaaren bewirken
oder die Konformation der DNA verdndern und damit zur Entstehung von Mutationen
beitragen (Ma 2010). Es treten aber auch verstirkt Modifikationen von Proteinen und
Kohlenhydraten, Lipid-Peroxidationen oder Membranschiaden auf. Zur Beseitigung der
reaktiven Sauerstoffprodukte stehen dem Korper eine Vielzahl von Mechanismen zur
Verfligung. Neben dem Glutathion-System existieren spezifische antioxidative Enzyme,
darunter Katalasen, Peroxidasen und die Superoxid-Dismutase. Die erhdhte Expression
dieser Gene in CDI105-positiven Zellen spricht fiir eine hohere Stressresistenz und
genetische Stabilitdt der mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen.

Zusammenfassend 146t sich sagen, dass CD105-positive mesenchymale Stamm- und
Progenitorzellen eine deutlich erh6hte Proliferationsaktivitit aufweisen und insgesamt eine
grossere genetische Stabilitdt durch eine stirkere Stressabwehr aufzeigen. Deutlich wir auch

dass die beiden Stammzellpopulationen ein spezifisches Muster an Transkriptionsfaktoren
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besitzen, welches entscheidend fiir himatopoetische oder mesenchymale Differenzierung
ist.

Die hierarchische Clusteranalysen zeigt das hdmatologische Stamm- und Progenitorzellen
und mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen mathematisch anhand ihrer
Genexpressionsprofile voneinander unterschieden werden konnen. Dies unterstiitzt den
Stellenwert der gemessenen transkriptionellen Verinderungen. Die Ahnlichkeit der Proben
untereinander innerhalb der einzelnen Gruppen zeigt, dass die Unterschiede der
Genexpressionsmuster interindividuell nur sehr klein sind. Dies ist unter anderem durch die
Verwendung von Gen-spezifischen Primergemischen fiir die reverse Transkription, welche
nur Primer der ,,gespotteten” cDNA der Arrays enthielt erreicht worden. Somit erhoht sich
durch Reduktion der Komplexitidt des resultierenden cDNA-Pools die Sensitivitit und
ermoglicht es kleinste RNA-Mengen einzusetzen. Somit konnten Poolbildungen und
Amplifikationen von cDNA vermieden werden. Zur Validierung unserer Ergebnisse erfolgte
Bestitigungsexperimente durch quantitative real-time RT-PCR. Alle untersuchten Gene
konnten durch die zweite unabhingige Methode bestitigt werden, was die Zuverldssigkeit

der verwendeten Makroarrays unterstiitzt.

5.2 Veranderungen mesenchymaler Stamm- und Progenitorzellen im

Rahmen der chronisch myeloischen Leukimie

Mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen stehen in enger raumlicher und funktioneller
Wechselwirkung mit der normalen Hamatopoese und der Proliferation maligner Zellklone.
Ziel dieser Arbeit war es, das Verstindnis der dthiopathogenetischen Beteiligung von
mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen bei himatologischen Neoplasien zu vertiefen
und entitédtsspezifische transkriptionelle Verdnderungen zu identifizieren.

Die chronische myeloische Leukémie ist eine maligne Erkrankung der pluripotenten
hidmatopoetischen Stammzelle (Fialkow et al. 1977). Charakteristisches zytogenetisches
Merkmal der CML ist in nahezu 95% der Félle das Vorhandensein eines Philadelphia-

Chromosoms. Dieses abnormale Chromosom ist das Resultat einer reziproken Translokation
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der Chromosomen 9 und 22. Dadurch kommt es zur Fusion der beiden Gene BCR
(breakpoint cluster region; Chromosom 22) und ABL (Ablesion leukemia virus;
Chromosom 9) und zur Bildung eines BCR-ABL-Fusionsonkogens. Nach heutigem
Verstindnis ist dieses Gen bzw. sein Genprodukt die BCR-ABL-Tyrosinkinase, monokausal
fiir die Entstehung der Erkrankung verantwortlich. Die konstitutive Tyrosinkinaseaktivitét
des BCR-ABL Proteins mit vorwiegend zytoplasmatischer Lokalisation ermoglicht es dem
Fusionsprotein, mit einer Vielzahl verschiedener Proteine und intrazelluldrer Signal-
kaskaden zu interagieren und deren Aktivitit zu beeinflussen (Sawyers et al. 1995; Shuai et
al. 1996; Varticovski et al. 1995). Die Folge sind verdnderte Eigenschaften der zelluldren
Adhision im Knochenmark und peripheren Blut, erhohte Resistenz der Leukémiezellen
gegeniiber apoptotische Stimuli und einer von externen Wachstumsfaktoren unabhéngige
zelluldre Proliferation (Warmuth et al. 1999; Deininger et al. 2000).

Verschiedene Studien vermuten den Ursprung der reziproken Translokation in einer
iibergeordneten Vorstufe der hamatologische Stamm- und Progenitorzelle (Gunsilius et al.
2000; Fang et al. 2005). Fang isolierte Progenitorzellen aus Knochenmark von Patienten mit
CML welche Flk1-positiv und CD31- sowie CD34-negative waren und kultivierte diese auf
Einzelzellniveau und zeigte, dass diese Population Ursprung sowohl hdmatopoetischer als
auch endothelialer Zellen ist, welche beide die BCR-ABL-Translokation tragen. Diese
Studien waren Ausgangspunkt flir weitere Untersuchungen zum Einfluss von
mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen auf die maligne Transformation. So wurde
bei Patienten mit CML in weiteren Studien gezeigt, dass die mesenchymalen Stamm- und
Progenitorzellen frei von Leukdmie-typischen Verdnderungen sind, insbesondere der BCR-
ABL-Translokation (Carrara et al. 2007; Wohrer et al. 2007). Im komplexen funktionellen
Zusammenspiel zwischen Knochenmarkstroma und Himatopoese spielen neben
mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen auch Makrophagen eine entscheidende Rolle,
da sie in die neoplastische Proliferation mit einbezogen sind (Golde et al. 1977; Thiele et al.
1998). Makrophagen gehen aus hdmatopoetischen Stammzellen hervor, umgeben die
perisinusoidalen Endothelzellen und bilden zusammen mit den stromalen Zellen das
,microinvironment™ fiir die himatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen. Diese
»zentralen Makrophagen sind in der Lage héimatopoetische Wachstumsfaktoren

freizusetzen und stehen auBerdem iiber interzellulire Verbindungen mit hidmatopoetischen
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Vorlduferzellen in Verbindung. Da sie aus hdmatopoetischen Stammzellen hervorgehen,
sind sie positiv fiir das BCR-ABL-Fusionsonkogens und vermutlich mitverantwortlich fiir
die selektive Proliferation der malignen Zellklone (Bhatia et al. 1995). Der gelegentliche
PCR-Nachweis BCR-ABL-positiver mesenchymaler Stamm- und Progenitorzellen im
Knochenmark von Patienten mit CML ist vermutlich auf eine Kontamination der Proben mit
malignen Makrophagen zuriickzufiihren. Die in dieser Arbeit untersuchten
hochangereicherten CD105-positiven Zellen waren zu 85% positiv fiir die BCR-ABL-
Translokation, was darauf hinweist, dass mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen bei
der CML Teil des malignen Klons sind. Somit stehen unsere Daten zundchst im
Widerspruch zu den oben genannten Studien. Da jedoch CD34-positive und CD105-positive
Stamm- und Progenitorzellen womdoglich aus einer gemeinsamen pluripotenten Stammzelle
hervorgehen, die CML eine Stammzellerkrankung ist und man bis zum jetzigen Zeitpunkt
nicht genau weill, an welchem Punkt der Stammzellentwicklung die Translokation
stattfindet, ist es nicht auszuschlieBen, dass das chromosomale Rearrangement bereits in
einer sehr frithen Stammzelle stattfindet und die CD105-positive mesenchymale Stamm-
und Progenitorzellen dadurch ebenfalls das BCR-ABL-Translokationsgen tragen.

Um den immunologischen und molekularen Phinotyp der CD105-positiven mesenchymalen
Stamm- und Progenitorzellen von Patienten mit einer malignen Knochenmarkerkrankung,
wie der CML zu bestimmen, fiithrten wir durchflusszytometrische Untersuchungen und
genomweite  Genexpressionsanalysen — mittels ~ cDNA-Array  durch. In  der
durchflusszytometrischen Analyse zeigte sich, dass das Oberflichenantigenmuster im
Rahmen der malignen Transformation unverdndert bleibt. Diese deckt sich mit Ergebnissen
aus weiteren Studien (Zao et al. 2006; Carrara et al. 2007).

Um Verdnderungen auf molekularer Ebene abzukldren, haben wir erstmals ein
Genexpressionsprofil CD105-positiver mesenchymaler Stamm- und Progenitorzellen von
Patienten mit CML erstellt. Fiir CD34-positive hidmatopoetische Stamm- und
Progenitorzellen wurden Verdnderung auf molekularer Ebene auf Genexpressionebene
bereits gezeigt (Kronenwett et al. 2005).

Insgesamt konnten wir 152 differentiell exprimierte Gene im Vergleich zu CD105-positiven
mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen gesunder Spender nachweisen. Nach

Einteilung in funktionelle Gruppen zeigte sich, dass Gene der Zellzyklusregulation, der
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DNA-Synthese, der Apoptosesteuerung und der Stressabwehr in CD105-positiven Zellen
von CML-Patienten eine niedrigere Expressionsstirke aufwiesen. Somit weist das
Genexpressionsmuster von CD105-positiven Zellen bei der CML im Vergleich zu ihrem
Gegenstlick beim Gesunden auf eine geringere Proliferation und eine geringere
Stressresistenz  hin. Des Weiteren zeigte sich, dass die Signalwahrnehmung iiber
Oberflaichenmolekiile sowie die konstitutive Expression von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren in CD105-positiven Zellen im Knochenmark von CML-Patienten im
Vergleich zu gesunden Spendern verdndert war. Zytokine konnen das biologische Verhalten
der Zellen beeinflussen, indem sie die Zellproliferation stimulieren, Apoptose unterdriicken,
die Immunantwort modulieren und schlieBlich die Tumorvaskularisierung stimulieren
(Kebelmann-Betzing et al. 2001). Sie sind somit Schliisselenzyme im Prozess der malignen
Transformation (Wu et al. 2005). So konnte bereits gezeigt werden, dass es in der
Blastenkrise der CML zu einer abnormalen Expression von IL1beta, IL6, GM-CSF und LIF
(leukemia inhibitory factor) durch Stromazellen und somit einer parakrinen Stimulation der
malignen Zellpopulation (Ferrajoli et al. 1996) kommt. Unsere Daten zeigen eine
verminderte Expression von IL10, IL13, IL1b und insulin-like growth factor binding Protein
und eine erhohte Expression von IL12 beta subunit sowie Calgranulin A und B (S100A8
und S100A9) in mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen von Patienten mit
chronischer myeloischer Leukdmie. Calgranulin, auch als S100 kalzium-bindendes Protein
beschrieben, gehdrt zur Familie der kalzium-bindenden EF-Hand Proteine und wird gewebs-
und zellspezifisch lediglich in Vertebraten exprimiert (Schafer and Heizmann 1996).
Bislang umfasst die Familie der S100 Proteine 21 Mitglieder, es handelt sich dabei um
kleine Proteine mit einem Molekulargewicht von 10-12 kDa mit iiberwiegend saurer
Aminosdurenzusammensetzung. Die Namensgebung erfolgt aufgrund ihrer Loslichkeit in
100%iger Ammoniumsulfatlosung. Sie sind in die Regulation vieler unterschiedlicher
Prozesse einbezogen, wie Signaltransduktion, Zelldifferenzierung, Zellmotilitat,
Zellzyklusregulation, Transkription, Inflammation und Uberleben (Donato 2001; Heizmann
et al. 2002; Donato 2003; Salama et al. 2008). Mit Ausnahme der S100-Proteine S100B,
CALB (Calbinin 3) und S100P sind alle bisher identifizierten Mitglieder auf einem engen
Gen-Cluster auf Chromosom 121 lokalisiert, welches bekannt ist fiir seine chromosomalen

Anomalien und Rearrangemants in malignen Neoplasien (Heinzmann et al. 2002; Emberley
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et al. 2004; Carlsson et al. 2005, Luthra et al. 2007; Liu et al. 2008). Eine ganze Reihe von
S100 Proteinen sind in malignen Zellen differentiell exprimiert und sind assoziiert mit
Tumorentwicklung, Tumorinvasion und Metastasierung (Salama et al. 2008). Eine erhdhte
Expression von SI00AS8 (Calgranulin A) und S100A9 (Calgranulin B) konnte bereits beim
Adenokarzinom des Pankreas (Shen et al. 2004), Blasenkarzinomen (Yao et al. 2007) und
Mammakarzinomen (Cross et al. 2005) nachgewiesen werden. Man erkannte auBerdem,
dass ein Zusammenhang zwischen der Expressionsstirke der S100 Proteine und dem
AusmaB des invasiven Verhaltens der malignen Zellen besteht. Die Bestimmung von
S100A8 und S100A9 im Serum wurde bereits als neue, exaktere Screening Methode im
Vergleich zur PSA-Bestimmung in der Prostatakarzinomvorsorge diskutiert (Hermani et al.
2005). Fiir die chronische myeloische Leukimie konnte eine Uberexpression von S100A8
und S100A9 in mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen erstmals in unserer
Untersuchungen gezeigt werden. Obwohl die Funktion der S100 Proteine in malignen
Zellen bislang noch unbekannt sind, kann das spezifische Expressionsmuster dieser Proteine
ein wertvolles neues prognostisches Instrument darstellen.

Des Weiteren zeigte sich in den Genexpressionsdaten eine Uberexpression von kleinen G-
Proteinen. Kleine G-Proteine sind monomere GTPasen, die im Zellzyklus an der Regulation
zahlreicher Zellfunktionen beteiligt sind. Anhand der unterschiedlichen Funktionen in der
Zelle wird die Subfamilie der kleinen G-Proteine, die iiber 100 Mitglieder enthélt, in 5
Subfamilien eingeteilt (Takai et al. 2001): die Ras-, Rho-, Sarl/Arf- sowie die Ran-Familie.
Ras-dhnliche Proteine beeinflussen die Genexpression und sind an der Regulation der
Zellproliferation beteiligt. Eine konstitutive Aktivierung der Ras-Proteine fiihrt haufig zur
Tumorentstehung bei. Die Proteine der Sarl/Arf-Familie und der Ran-Familie ibernehmen
die Regulation des Vesikeltransportes, sowie die Regulation des Transportes zwischen
Zytoplasma und Zellkern (Stein et al. 2003). Im Rahme der Mitose libernehmen sie die
Funktion der Organisation der Mikrotubuli (Carazo-Salas et al. 2001). Die Rho-Proteine
sind hauptsichlich an der Organisation des Aktin-Zytoskeletts beteiligt (Ridly et al. 1992).
Das Aktin-Zytoskelett ist maB3geblich an der Stabilitdt der Zell-Zell-Interaktion als auch der
Zell-Matrix-Interaktion beteiligt. Die Stabilitét der Verbindungen kann entscheidend fiir die
Interaktionen der hdmatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen und dem Stroma sein.

Beziiglich der Adhésion der malignen Stamm- und Progenitorzellen an die
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Extrazelluldrmatrix sind Stimulation als auch Inhibition der Proliferation beschrieben. Zum
einen konnte gezeigt werden, dass maligne hdmatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen
eine verminderte Adhdsion an das Stroma und Fibronektin zeigen, wihrend sie eine
gesteigerte Adhésion an Laminin und Kollagen Typ IV aufweisen (Verfaillie et al. 1992).
Die gestorte Adhésion filihrt schlieBlich zur gesteigerten Proliferation der malignen
Zellklone. Andere Arbeitsgruppen zeigten, dass BCR-ABL die Adhésion hdmatopoetischen
Zellen an Fibronektin verstarkt und diese Art der Adhésion die Proliferation fordert (Kramer
et al. 1999). Entscheidend dabei ist die Fahigkeit der malignen Zellen, sich auch bei Verlust
der Stromabindung weiter zu vermehren (Krdmer et al. 2001; Bazzoni et al. 1996).
AuBerdem konnen Mitglieder der Rho-Familie Einfluss auf die Genexpression nehmen (Hill
et al. 1995) und Aufgaben im zelluldren Vesikeltransport iibernehmen (Lamaze et al. 1996).
In den Genexpressionsdaten zeigte sich eine erhohte Expression von RhoA. Vermutlich
fiihrt die gesteigerte Adhésion zu einem Proliferationsimpuls.

Betrachtet man Gene der Zellzyklusregulation, der DNA-Synthese und der Transkription, so
zeigt sich in unseren Genexpressionsanalysen von malignen CD105-positiven Stamm- und
Progenitorzellen eine profunde Verdanderungen im Genexpressionsprofil. In der Gruppe der
Zellzyklus-regulierenden Gene zeigten sich insgesamt 13 Gene differentiell exprimiert.
Davon waren 12 Gene in stromalen Stamm- und Progenitorzellen gesunder Spender erhoht
exprimiert. Es zeigt sich, dass in jeder Phase des Zellzyklus Gene {iberexprimiert zur
Darstellung kommen. In der funktionellen Gruppe der DNA-Synthese zeigten sich 14 Gene
differentiell exprimiert. Davon waren alle Gene in mesenchymalen Stamm- und
Progenitorzellen gesunder Spender erhoht exprimiert. Zusammenfassend zeigt sich
beeindruckend die erniedrigte Proliferationsaktivitit in CD105-positiven Zellen von
Patienten mit chronischer myeloischer Leukdmie. Mdglicherweise besteht ein
Zusammenhang zwischen verminderter Proliferationsaktivitit der stromalen Stamm- und
Progenitorzellen und dem Auftreten einer progredienten retikuldren und kollagenen Fibrose
im Krankheitsverlauf der chronisch myeloischen Leukdmie. Zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung liegt bereits in 28% der Félle eine schwere Fibrose vor (Thiele et al.
2000). Mehrere Untersuchungen haben zeigen konnen, dass die Myelofibrose ein
wesentlicher prognostischer Marker fiir das Uberleben darstellt (Lazarrino et al. 1986;

Thiele et al. 1998). Wenn die chronische myeloische Leukdmie in eine aggressive oder
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blastische Phase iibergeht, kommt es hdufig zur Progredienz. Die Ursachen fiir die Fibrose
sind derzeit noch nicht genau verstanden. Wiederholt sind in diesem Zusammenhang
signifikante Korrelationen zwischen der Anzahl der Megakaryozyten einschlieBlich ihrer
Vorlduferzellen mit der Faserdichte beschrieben worden (Thiele et al. 2000). Experimentelle
Studien zeigen auBerdem eine Beteiligung der Monozyten/Makrophagen, die wie die
Megakaryozyten PDGF und TGF-f produzieren (Rameshwar et al. 1996).

Daneben zeigten sich bei  Apoptose-assoziierten Gene Verdnderungen im
Genexpressionsprofil. Einerseits waren pro-apoptotische Gene wie caspase 2, GADD45,
GADD153 und BAX herunter reguliert, andererseits aber auch die anti-apoptotischen Gene
BAG1, BCL-xl, IAP3, AKT1 und Insulin-like growth factor 1 receptor. Da es sich sowohl
um pro- als auch um anti-apoptotische wirksame Genprodukte handelt, kann letztlich der
funktionelle Aspekt aus den in diese Arbeit gewonnen Daten nicht abgeschitzt werden,
Zudem darf die Apoptose nicht als isolierter pathophysiologischer Mechanismus gesehen
werden.

Die Genexpressionsdaten spiegeln im Gegensatz zu CD34-positiven Stamm- und
Progenitorzellen nicht die pathogenetischen Sdulen der CML wider. So lassen sich in den
gewonnen Daten keine Hinweise auf eine erhohte mitogene Aktivitit durch Hochregulation
von Zellzyklusgenen und auf eine reduzierte Apoptoseaktivitit finden. Beides
entscheidende Mechanismen der CML. Auch Gene die BCR-ABL nachgeschaltet sind wie
die Janus kinase 2 und Gene der ras-Familie, sind in CD105-positiven mesenchymalen
Stamm- und Progenitorzellen nicht signifikant in ihrer Expression verdndert, im Gegensatz
zu CD34-positiven Zellen der CML, bei denen eine Verdnderung der transkriptionellen
Aktivitdt nachgeschalteter Gene gezeigt wurde (Kronenwett et al. 2005; Diaz Blanco et al.
2007). In Zusammenschau mit den Ergebnissen der FISH spricht dies flir das stumme

Vorhandensein der BCR-ABL-Translokation.
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5.3 Schlussfolgerung und Ausblick

Zusammenfassend kann man sagen, dass Genexpressionsanalysen ein probates Mittel
darstellen, um neue prognostische Marker und neue therapeutische Zielgene zu
identifizieren. Obwohl die BCR-ABL-Translokation als Ursache der chronischen
myeloischen Leukdmie bekannt ist, sind die zugrundeliegenden Mechanismen nur
unvollstindig erforscht. Die Schwierigkeit der Fassbarkeit der CML-Zellbiologie liegt
wahrscheinlich darin begriindet, dass die Unterschiede zur normalen Himatopoese oft nur
gering erscheinen. Unsere Daten erweitern das molekulare Verstandnis der Pathogenese der
CML, insbesondere der Bedeutung der mesenchymalen Vorlduferzellen.

Im Rahmen der Gewebeersatztherapie durch Stammzelle stellt sich immer wieder die Frage,
inwieweit mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen zur Behandlung verschiedener
Erkrankungen genutzt werden konnen. Undifferenzierte mesenchymale Stamm- und
Progenitorzellen besitzen die Fahigkeit, die Himatopoese zu unterstiitzen und das Milieu zu
regulieren (Haynesworth et al. 1996; Deans et al. 2000). Thnen wird auflerdem eine
Immunmodulation und —Suppression zugeschrieben (Le Blanc et al. 2006). Der
Mechanismus dieser immunologischen Einfliisse ist bislang nur zum Teil verstanden, spielt
aber fiir die klinische Anwendung eine grofe Rolle. Im Rahmen der allogenen
Stammzelltransplantation stellt die Gabe von mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen
durch Unterdriickung der Spender-gegen-Wirt-Reaktion (Graft Versus Host Disease) einen
neuen vielversprechenden Therapieansatz dar, wobei derzeit unklar ist, welche
Auswirkungen dies auf die jeweilige Grunderkrankung hat (Herrero et al. 2010).

Das groBe Differenzierungsvermogen der mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen
und die Unterdriickung der Immunabwehr stellt eine entscheidende wirtschaftliche und
medizinische Bedeutung fiir die allogenen Anwendung der Zellen im Rahmen des Tissue

Engineering dar.
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6. Zusammenfassung

Fiir die normale Hdmatopoese spielen Stromazellen und deren Progenitorzellen durch
Bereitstellung eines geeigneten ,, Admatopoetischen Microenvironment eine entscheidende
Rolle. Dennoch ist iiber mesenchymale Progenitorzellen des Knochenmarks und deren
Verdnderungen im Rahmen hidmatologischer Neoplasien bisher nur wenig bekannt. Ziel
dieser Arbeit war es, CD105-positive mesenchymale Stamm- und Progenitorzellen gesunder
Spender auf molekularer und funktioneller Ebene zu charakterisieren und diese mit einem
weiteren Stamm- und Progenitorzelltyp des Knochenmarks, den CD34-positiven
hamatopoetischen Vorlduferzellen, zu vergleichen. Des Weiteren sollten die genomweiten
transkriptionellen Verdnderungen in mesenchymalen Vorlduferzellen im Rahmen der
chronischen myeloischen Leukdmie (CML) mit Hilfe von cDNA-Makroarrays untersucht
werden.

In dieser Arbeit wurde in Immunfluoreszenzanalysen gezeigt, dass CD105-positive Zellen
des Knochenmarks ein spezifisches Oberflichenexpressionsmuster besitzen, welches sich
durch klassische Marker erythropoetischer Progenitorzellen wie CD71, dem Fehlen
typischer hédmatopoetischer Oberflichenmarker, dem Fehlen des Endothelzellmarkers
VCAM-1 und dem Fehlen immunologischer Marker wie HLA-DR auszeichnet. Trotz
Nachweisbarkeit typischer Erythropoesemarker konnte mittels klonogenem Wachstumstest
ausgeschlossen werden, dass es sich bei den isolierten CDI105-positiven Zellen um
erythropoetische  Progenitorzellen handelt. In den vergleichenden genomweiten
Genexpressionsanalysen von CD105-positiven und CD34-positiven Zellen mittels cDNA-
Makroarrays spiegelten sich auf molekularer Ebene unterschiedliche zellbiologische und
funktionelle Eigenschaften wider. Der molekulare Phinotyp CD105-positiver
mesenchymaler Stamm- und Progenitorzellen weist auf eine erhohte Proliferationsaktivitét
und eine aktivere Stressabwehr hin. Beide Vorlauferzellpopulationen exprimierten ein
spezifisches Muster an Transkriptionsfaktoren, welches entscheidend fiir eine
hidmatopoetische und mesenchymale Differen-zierung ist. Keine transkriptionelle
Unterschiede zeigten sich flir Apoptose-, Signaltransduktion- und Adhédsion-assoziierte

Gene.
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Beim Vergleich CD105-positiver Zellen gesunder Spender mit denjenigen von Patienten mit
CML zeigten sich immunphinotypisch keine Unterschiede im Muster der
Oberfldchenantigene. Im Gegensatz dazu konnten erstmals durch vergleichende genomweite
Genexpressionsanalysen von CD105-positiven Zellen gesunder Spender und von Patienten
mit CML 152 signifikant differentiell exprimierte Gene identifiziert werden. Der molekulare
Phénotyp von CD105-positiven Zellen von Patienten mit CML weist auf eine geringere
Proliferationsaktivitdit und eine geringere genetische Stabilitdt durch eine verminderte
Expression von Genen der Stressabwehr hin. Erstmals konnte fiir die CML eine
Uberexpression von S100A8 (Calgranulin A) und S100A9 (Calgranulin B) in mesen-
chymalen Stamm- und Progenitorzellen gezeigt werden. Beides Gene, die mit
Tumorentwicklung, Invasion und Metastasierung assoziiert sind Eine Veridnderung von
BCR-ABL-nachgeschalteten Genen, wie sie in CD34-positiven Zellen bei der CML
nachgewiesen wurden, zeigte sich nicht, obwohl die in dieser Arbeit isolierten CD105-
positiven  Zellen in der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung das BCR-ABL-
Translokationsgen trugen. Unsere Befunde sprechen daher einerseits fiir eine stumme BCR-
ABL-Translokation in mesenchymalen Vorlduferzellen und zum anderen dafiir, dass das
chromosomale Rearrangement bereits in einer frithen Stammzelle stattfindet.

Diese Arbeit liefert erstmals eine genomweite Transkriptionsanalyse von CD105-positiven
Zellen aus dem Knochenmark gesunder Spender und Patienten mit CML. Die Ergebnisse
ermoglichen neue Einblicke in die Biologie mesenchymaler Vorlduferzellen und fithren zu
einem besseren Verstdndnis der pathophysiologischen Rolle von Stromazellen in der

Genese von hdmatologischen Neoplasien.
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7.1 Differentiell exprimierte Gene in CD34-positiven und CD105-positiven

Stamm- und Progenitorzellen gesunder Spender

Genbank Gene name Med. Ratio Med.
CD34 CD105
adhesion 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
L12002 integrin, alpha 4 (antigen CD49D) 0,317 0,52 0,608
M59040 CD44 antigen (Indian blood group) 0,161 3,29 0,049
apoptosis
X76104 death-associated protein kinase 1 0,300 1,90 0,158
U32944 dynein, cytoplasmic, light polypeptide 0,344 0,54 0,634
U28014 caspase 4, apoptosis-related cysteine protease 0,635 5,21 0,122
cell cycle
X51688 cyclin A2 0,089 0,23 0,384
M25753 cyclin B1 0,152 0,17 0,884
X05360 cell division cycle 2, G1to Sand G2 to M 0,054 0,14 0,386
U01038 polo (Drosophia)-like kinase 0,079 0,17 0,483
D13639 cyclin D2 0,296 3,05 0,097
M14505 cyclin-dependentkinase 4 0,225 0,78 0,290
L27211 cyclin-dependentkinase inhibitor 2A (p16, inhibits CDK4) 0,135 6,75 0,020
X66365 cyclin-dependentkinase 6 1,606 _ 3,17 0,507
U40343 cyclin-dependent kinase inhibitor 2D (p19, inhibits CDK4) 0,290 414 0,070
X66364 cyclin-dependentkinase 5 0,168 1,98 0,085
X55504 nucleolar protein 1 (120kD) 0,181 2,45 0,074
M81750 myeloid cell nuclear differentiation antigen 0,564 11,06 0,051
U05340 CDC20 (cell division cycle 20, S. cerevisiae, homolog) 0,179 0,22 -j 0,804
X54942 CDC28 protein kinase 2 0,244 0,44 0,560
M81933 cell division cycle 25A 0,104 0,50 0,209
L23959 transcription factor Dp-1 0,490 0,31 _ 1,598
M97287 special AT-rich sequence binding protein 1 0,247 2,04 0,121
U05040 far upstream element (FUSE) binding protein 1 0,044 0,34 0,130
cell surface
M34480 integrin, alpha 2b (antigen CD41B) 0,473 3,56 0,133
AF060231 poliovirus receptor-related 1 (nectin) 0,155 0,37 0,416
DNA-synthesis
D21063 MCM2 DNA-replication licensing factor 0,568 0,47 1,198
M13194 excision repair cross-complementing rodent repair deficie 0,747 2,03 0,368
X74794 minichromosome maintenance deficient (S. cerevisiae) 4 0,413 0,40 1,025
M80397 polymerase (DNAdirected), delta 1, catalytic subunit (1251 0,266 0,50 0,537
J03250 topoisomerase (DNA) | 0,071 0,36 0,198
D84557 minichromosome maintenance deficient (mis5, S. pombe 0,130 0,42 0,310
J04088 topoisomerase (DNA) Il alpha (170kD) 0,282 0,26 1,089
U07418 mutL (E. coli) homolog 1 (colon cancer, nonpolyposis type 3,798 _ 443 0,858
L07493 replication protein A3 (14kD) 0,065 0,16 0,407
D21090 RAD23 (S. cerevisiae) homolog B 0,278 0,47 0,594
L14922 replication factor C (activator 1) 1 (145kD) 0,045 0,20 0,224
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Genbank

M87338
M32865

Gene name

DNA-synthesis
replication factor C (activator 1) 2 (40kD)
thyroid autoantigen 70kD (Ku antigen)

AF025840 polymerase (DNAdirected), epsilon 2

L09561
L07540
D38073
L07541
X84740
X06745
M87339
M74524
X78627

M32977
M57627
D16431
K03515
K02770
M92381
X04602
M17733

M59818
X01057
u03187
M75914
M60459
D11086

M65212
M14200
D00726
X15480
X53463
L19185
M13267
X76648

X53655

M80359
K00650
U11732
M15024
V00568

Y00264
D00761
M93056

M23619

polymerase (DNAdirected), epsilon

replication factor C (activator 1) 5 (36.5kD)
minichromosome maintenance deficient (S. cerevisiae) 3
replication factor C (activator 1) 3 (38kD)

ligase lll, DNA, ATP-dependent

polymerase (DNAdirected), alpha

replication factor C (activator 1) 4 (37kD)
ubiquitin-conjugating enzyme E2A (RAD6 homolog)
translin

growth factor

vascular endothelial growth factor

interleukin 10

hepatoma-derived growth factor (HDGF)

glucose phosphate isomerase

interleukin 1, beta

thymosin, beta 10

interleukin 6 (interferon, beta 2)

thymosin, beta 4

growth factor-receptors

colony stimulating factor 3 receptor (granulocyte)
interleukin 2 receptor, alpha

interleukin 12 receptor, beta 1

interleukin 5 receptor, alpha

erythropoietin receptor

interleukin 2 receptor,gamma

metabolism

catechol-O-methyitransferase

diazepam binding inhibitor (GABA receptor modulator)
ferrochelatase (protoporphyria)

glutathione S-transferase pi

glutathione peroxidase-related protein 2 (GPRP)
peroxiredoxin 2

cytosolic superoxide dismutase 1 (SOD1)

glutaredoxin (thioltransferase)

neuro

neurotrophin 3

oncogenes, tumor suppressors

MAP/microtubule affinity-regulating kinase 3

v-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog
ets variant gene 6 (TEL oncogene)

v-myb avian myeloblastosis viral oncogene homolog
v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog
proteinases and inhibitors

amyloid beta (A4) precursor protein (protease nexin-Il)
proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 1
serpin proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member
replication

high-mobility group protein AT-hook 1 (HMGA1)

Med.

0,089
0,183
0,022
0,063
0,025
0,052
0,066
0,079
0,094
0,336
0,256
0,628

0,098
0,453
0,318
1,027
0,473
4,799
0,510
11,916

1,114
3,625
0,109
0,051
0,025
0,503

0,943
1,498
0,100
5,254
0,094
1,028
0,404
0,168

4,678

0,154
0,293
0,470
0,423
9,531

0,624
0,166
1,044

5,457

CD34
1. 2 3 4 5

Ratio

CD105
1. 2 3 4 5

0,18

0,39

0,17

0,40

0,15

0,15

0,16

0,31

0,20
0,37
0,44

1,71

0,24
0,15
0,24
4,12
0,46
213
0,27
6,93

:

6,26
3,04
8,39

0,43

0,18

3,93

4,72
10,12
0,07
4,67
0,08
0,05
0,20
0,27

2,85

0,36

3,53

6,44

3,13
6,25

5,24

0,48
6,57

ELal EE41 L

Med.

0,488
0,473
0,132
0,159
0,172
0,359
0,424
0,259
0,480
0,911
0.576
0,368

0,413
3,052
1,339
0,249
1,034
2,257
0,146
1,719

0,178
1,191
0,013
0,118
0,141
0,128

0,200
0,148
1,440
1,126
1,128
20,580
2,008
0,634

1,641

0,434
0,083
0,073
0,135
1,525

0,119
0,348
0,159

3,338
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Genbank

M16038
u78576
X01060
L36719
D10924
L29511
X69550
S76965
L20422

Y00371
M34664
M25627

L19067
M97935
M97934
L04282
X15949
M21535
U15306
M68891
736715
U35143
L14754
M96577
u04847
S73885
D26155
J04102
D28118
M93255
L11672
M14631
M62829
M62831
u03494

Gene name

SKP

v-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral related oncogene homo
phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase, type |, alpha
transferrin receptor (p90, CD71)

mitogen-activated protein kinase kinase 3

chemokine (C-X-C motif), receptor 4 (fusin)

growth factor receptor-bound protein 2

Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) alpha

protein kinase (cCAMP-dependent, catalytic) inhibitor alpha
tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase
stress

heat shock 70kD protein 8

heat shock 60kD protein 1 (chaperonin)

glutathione S-transferase A2

transcription

v-rel avian reticuloendotheliosis viral oncogene homolog /
STAT1

STAT2

zinc finger protein 148 (pHZ-52)

interferon regulatory factor 2

v-ets avian erythroblastosis virus E26 oncogene related
nuclear transcription factor, X-box binding 1

GATA-binding protein 2

ELK3, ETS-domain protein (SRF accessory protein 2)
retinoblastoma-binding protein 7

immunoglobulin mu binding protein 2

E2F transcription factor 1

actin dependent regulator of chromatin, subfamily b, mem
transcription factor AP-4 (activating enhancer-binding prot
actin dependent regulator of chromatin, subfamilya, mem
v-ets avian erythroblastosis virus E26 oncogene homolog
zinc finger protein 161

Friend leukemia virus integration 1

zinc finger protein 91

guanine nucleotide binding protein (G protein)

early growth response 1

immediate early protein

transcription factor CP2

Med.

0,211
0,187
0,187
0,129
0,781
1,084
1,902
0,043
0,107

0,193
0,202
0,142

0,105
0,061
0,032
0,333
0,236
0,256
0,103
1,101
0,643
0,101
0,058
0,117
1,043
0,120
0,352
0,141
0,747
1,311
0,327
7,776
0,747
0,827
0,423

CD34

Ratio

CD105
1 2 3 4 5

23,44

6,23
0,08
0,15

6,05
2,39
2,54
0,11

0,19

0,12
0,29

i

0,28

0,38

0,17

0,14

0,68

0,64

8,53

0,43

13,76

5,23

0,38

0,60

0.59

1,93

4,80

1,97

35,25

1,88

16,39

1,82
2,14
3,06

3,66

2,36

<0,08 0,08-1 0,3-1

Med.

0,009
0,030
2,381
0,866
0,129
0,453
0,750
0,402
0,571

1,660
0,705
0,507

0,278
0,366
0,226
0,492
0,367
0,030
0,238
0,080
0,123
0,264
0,097
0,198
0,540
0,025
0,179
0,004
0,398
0,080
0,180
3,635
0,244
0,226
0,179

Abbildung 7.1: Darstellung differentiell exprimierte Gene, sortiert nach funktionellen Gruppen.

Analysiert wurden 5 Proben von gesunden Spendern. Die relative Expressionsstérke ist farbkodiert dargestellt.

Angegeben sind die Mediane der Proben, sowie deren Verhiltnis (CD34/CD105) zueinander. Die

Bezeichnung der Gene erfolgt nach der HUGO-Nomenklatur. SKP: proteinases, inhibitors
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7.2 Differentiell exprimierte Gene in CD105-positiven Zellen gesunder

Spender und Patienten mit CML

GenBank Gene name

adhesion
X74295 integrin alpha 7B (IGA7B)
X79981 cadherin 5 (CDH5)
apoptosis
X04434 insulin-like growth factor | receptor (IGF1R)

U25994 receptor (TNFRSF)-interacting serine-threonine kinase 1

U13021 caspase 2 (CASP2)

L41690 tumor necrosis factor receptor 1-associated death

M60974 growth arrest & DNA damage-inducible protein

U04806 FMS-related tyrosine kinase 3 ligand (FLT3 ligand;

L34583 protein-tyrosine phosphatase 1E

$83171 BCL2-binding athanogene 1 (BAG1)

M63167 akt1 proto-oncogene

M93426 protein-tyrosine phosphatase zeta (R-PTP-zeta)

S40706 growth arrest & DNA damage-inducible protein 153

U29680 BCL2-related protein A1 (BCL2A1)

U45880 inhibitor of apoptosis protein 3 (API3; IAP3)

U84388 RIP-associated protein with death domain (RAIDD)

L22474 BAX

cell cycle

U01038 polo-like kinase (PLK)
AF04607< BUBR1 protein kinase

M80629 CDC2-related protein kinase CHED

U05040 FUSE binding protein

X05360 cell division control protein 2 homolog (CDC2)

U08191 R kappa B DNA-binding protein

D88435 cyclin G-associated kinase (GAK)

M81934 cell division cycle 25 homolog B (CDC25B)
AF05178z diaphanous 1 (HDIA1)

L23959 E2F dimerization partner 1

M81933 cell division cycle 25 homolog A (CDC25A)

U28838 transcription factor TFIIIB 90-kDa subunit (TFIIIB90)

L29220 CDC-like kinase 3 (CLK3)

L25676 cell division protein kinase 9 (CDK9)

X66365 cell division protein kinase 6 (CDK6)

DNA-Synthesis

D38073 MCM3 DNAreplication licensing factor

L07541 replication factor C 38-kDa subunit (RFC38)
AF02584C DNApolymerase Il subunit B

M32865 Ku 70-kDa subunit (KU70)

X59764 DNA-lyase; AP endonuclease 1 (APE1)

U33841 ataxia telangiectasia mutated protein (ATM)
AF08255€ TRF1- polymerase (TANKYRase; TNKS)

D21090 UV excision repair protein RAD23 homolog B

X52221 xeroderma pigmentosum group D complementing

M30938 Ku (p70/p80) subunit

L20046 xeroderma pigmentosum group G complementing

Med.

0,160
0,057

0,335
0,272
0,543
0,355
0,260
0,149
0,099
0,408
0,546
0,120
0,332
0,140
0,187
0,097
0,150

0,557
0,307
0,186
0,208
0,444
0,232
0,224
0,392
0,155
1,647
0,286
0,107
0,115
0,193
0,574

0,426
0,492
0,213
0,545
0,297
0,255
0,126
0,664
0,259
0,203
0,381

1

CD105-HD

2

3

4

5

Ratio

1

CD105-CML

2

3

4

5

6

2,20

0,19

4,92

3,19

2,93

2,63

2,50

2,15

2,07

1,99

1,90

1,75

1,74

1,65

1,61

1,60

1,56

3,09

2,89

2,79

2,52

2,04

1,98

1,96

1,92

1,90

1,88

1,88

1,59

1,51

1,45

0,64

5,20

4,21

3,59

3,06

2,87

2,83

2,60

2,56

2,26

2,24

2,08

Med.

0,073
0,303

0,068
0,085
0,185
0,093
0,106
0,069
0,042
0,205
0,288
0,068
0,176
0,085
0,116
0,054
0,096

0,196
0,106
0,067
0,082
0,218
0,117
0,115
0,204
0,081
0,931
0,145
0,067
0,076
0,133
0,903

0,082
0,112
0,059
0,182
0,097
0,090
0,049
0,259
0,115
0,091
0,183
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7. Anhang

GenBank

U13696
M36067
M87338
U13695
X98093
M87339
M31899
U12134

M57627
M22489
M22491
L06801

M31145
K02770
D14012
M22488
M37435
M65290
X06233
X06234

M73482
M75914
X01057

J03746
Y07701
D21243
M13267
X15722
X53463
M14200
X79389
J03727

X16706
X74594
X13293
212020
124038
M13228
X16416
X56681
U11732
S85655
M74088
X02811
L06895
U44378
X02751

Gene name

DNA-Synthesis

DNA mismatch repair protein PMS2 (PMS1 protein
harlegendent DNA ligase | (LIG1)

replication factor C 40-kDa subunit (RFC40); RFC2
DNA mismatch repair protein PMS1

DNA polymerase gamma (POLG)

replication factor C 37-kDa subunit (RFC37); RFC4
xeroderma pigmentosum group B complementing
UNP@%E&) repair & recombination protein 52 homolog
GroWAR factors

interleukin 10 (IL10)

bone morphogenetic protein 2A (BMP2A)

bone morphogenetic protein 3 (BMP3)

interleukin 13 (IL13)

insulin-like growth factor binding protein 1 (IGF-binding
pitelulin 1 beta (IL1-beta)

hepatocyte growth factor activator (HGF activator)
bone morphogenetic protein 1 (BMP1)
macrophage-specific colony-stimulating factor (CSF-1;
MfefiEdkin 12 beta subunit (IL12-beta; IL12B)
calgranulin B (CAGB)

calgranulin A (CALA)

growth factor-receptors

neuromedin B receptor (NMBR)

interleukin 5 receptor alpha subunit (IL5R-alpha; IL5RA);
{REHRIKin 2 receptor alpha subunit (IL2R-alpha; IL2RA)
friétabolism

microsomal glutathione S-transferase 1 (MGST1)
puromycin-sensitive aminopeptidase (PSA)

heme oxygenase 2 (HO2; HMOX2)

cytosolic superoxide dismutase 1 (SOD1)

glutathione reductase (GSR)

glutathione peroxidase-gastrointestinal (GSHPX-GI))
acyl-CoA-binding protein (ACBP)

glutathione S-transferase theta 1 (GSTT1)
phenylethanolamine N-methyltransferase (PNMTase)
oncogenes, tumor suppressors

fos-related antigen 2 (FRA2)

retinoblastoma-like protein 2 (RBL2; RB2)
MYB-related protein B (B-MYB)

p53-binding mouse double minute 2 homolog (MDM2)
A-raf proto-oncogene serine/threonine-protein kinase;
RE®Ryc proto-oncogene

c-abl proto-oncogene

junD proto-oncogene

ets translocation variant 6 (ETV6)

prohibitin (PHB)

adenomatous polyposis coli protein (APC); DP2.5
platelet-derived growth factor beta subunit (PDGF-beta)
MAX dimerization protein (MAD)

mothers against decapentaplegic homolog 4 (MADH4)
n-ras proto-oncogene; transforming protein p21

Med.

0,167
0,947
0,559
0,149
0,327
0,966
0,413
0,120

3,093
0,126
0,193
0,161
0,123
1,090
0,161
0,122
0,728
0,065
0,469
1,020

0,616
0,197
1,277

0,737
0,158
0,136
2,049
0,288
1,189
0,225
0,495
0,071

0,276
0,421
0,898
0,159
0,187
0,127
0,138
0,204
0,151
0,117
0,303
0,157
0,150
0,333
0,251

CD105-HD
1. 2 3 4 5

Ratio

CD105-CML
1.2 3 4 5 6

2,08
2,08
2,07

1,98

1,91
1,91
1,88

1,79

9,84
2,711

2,69

2,66

2,42
2,25
2,06

1,91

1,80

0,59
0,25
0,25

2,31

1,88
0,52

6,76

3,35

2,22
2,10
1,90
1,87
0,54
0,36
0,16

[T 1]
S

4,96

3,33
3,25
2,81

2,65

2,32

2,24

1,84

1,79

1,77

1,73

1,69

1,65

1,25

1,03

Med.

0,081
0,455
0,270
0,066
0,172
0,505
0,197
0,059

0,349
0,047
0,071
0,060
0,051
0,485
0,078
0,064
0,405
0,111
1,353
2,532

0,267
0,105
2,340

0,109
0,044
0,063
0,977
0,152
0,638
0,419
1,364
0,460

0,061
0,083
0,277
0,057
0,071
0,055
0,062
0,111
0,084
0,066
0,175
0,079
0,091
0,266
0,243
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7. Anhang

GenBank Gene name

oncogenes, tumor suppressors
L25050 ras homolog gene familymember A(RHOA; ARHA)
X75042 c-rel proto-oncogene protein
V00568 myc proto-oncogene
proteinases and inhibitors
D00761 proteasome beta 1 subunit (PSMB1)
K01500 alpha-1-antichymotrypsin (ACT)
D00759 proteasome alpha 1 subunit (PSMA1)
D00760 proteasome subunit alpha type 2 (PSMA2)
D88378 proteasome inhibitor subunit 1 (PSMF1)
SKP
M18391 ephrin type Areceptor 1 (EPHAT1)
L08807 protein-tyrosine phosphatase SH-PTP2
M23410 14-3-3n protein eta
M29870 ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (RAC1)
L13738 tyrosine-protein kinase ack
M23410 junction plakoglobin (JUP)
M31724 protein-tyrosine phosphatase 1B (PTP1B)
X59932 c-src kinase (CSK)
M63960 serine/threonine protein phosphatase alpha 1 (PPP1CA)
S87759 protein phosphatase 2C alpha isoform (PP2C-alpha)
AF03690¢ linker for activation of T-cells (LAT)
U61166 SH3p17 protein
L24959 calcium/calmodulin-dependent protein kinase subunit
M33336 CcAMP-dependent protein kinase | alpha subunit
U14417 ras-related GTPase (RALGEF)
L14778 serine/threonine protein phosphatase 3 (PPP3CA)
U17032 GAP-associated protein
X75621 tuberin(TSC2)
X66363 serine/threonine-protein kinase PCTAIRE 1 (PCTK1)
M65066 CAMP-dependent protein kinase type | beta regulatory
L07597 ribosomal protein S6 kinase Il alpha 1 (S6Kll-alpha 1)
L111285 MAP kinase kinase 2
stress
Y00371 heatshock 70-kDa protein 8 HSP73
X14672 polymorphic arylamine N-acetyltransferase (PNAT)
L13278 quinone oxidoreductase
D49547 40-kDa heat-shock protein 1 (HSP40)
M25627 glutathione S-transferase A1 (GTH1; GSTAT1)
X08020 glutathione S-transferase mu1 (GSTM1; GST1)
X51757 heatshock 70-kDa protein 6; heat shock 70-kDa protein
X54079 27-kDa heat shock protein (HSP27)
transcription
U76638 BRCA1-associated ring domain protein 1 (BARD1)
M97935 STAT1
M97934 STAT2
U78773 transcription intermediary factor 1 beta (TIF1B)
L14754 DNA-binding protein SMBP-2
D26121 ZFM1 protein [alternatively spliced]
U15306 transcriptional repressor NF-X1
L34673 DNA-binding protein HIP116
M58603 paired box protein 5 (PAX5)
U35143 retinoblastoma-binding protein 7 (RBBP7)
Y10479 E2F transcription factor 3 (E2F3)

Med.

1,896
0,166
1,594

0,428
0,163
0,208
0,540
0,461

1,441
0,626
0,624
0,284
0,300
0,324
0,244
0,169
1,197
0,542
0,388
0,190
0,148
0,290
0,249
0,474
0,150
0,290
0,117
0,335
0,564
0,115

1,724
0,166
0,120
0,593
0,576
0,398
0,237
3,323

0,114
0,427
0,292
0,151
0,176
0,420
0,316
0,161
0,488
0,343
0,349

1

CD105-HD
3 4 5

2

Ratio

CD105-CML
1 2 3 4 5 6

0,63
0,62
0,33

2,05

2,01

1,56

1,56

1,51

6,94

3,82

3,75

3,06

2,91

2,65

2,41

2,39

2,39

2,36

2,00

1,92

1,85

1,78

1,78

1,65

1,58

0,68

0,54

0,51

0,49
0,17

8,30

2,59

2,46

2,26

2,15

2,07

1,91

4,75

4,56

3,98

2,68

2,40

2,24

2,18

2,06

1,97

1,86

1,79

Med.

3,011
0,267
5,809

0,231
0,081
0,133
0,347
0,306

0,208
0,164
0,166
0,093
0,103
0,122
0,101
0,071
0,501
0,230
0,194
0,099
0,080
0,163
0,140
0,287
0,095
0,423
0,217
0,662
1,143
0,676

0,208
0,064
0,049
0,262
0,268
0,192
0,124
5,961

0,024
0,094
0,073
0,056
0,074
0,188
0,145
0,078
0,247
0,184
0,195
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7. Anhang

GenBank Gene name Med. Ratio Med.
CD105-HD CD105-CML
transcription 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6
M62810 mitochondrial transcription factor 1 (MTTF1) 0,173 1,78 0,097
U16031 STAT6; IL-4 STAT 0,475 1,68 0,283
X15949 interferon regulatory factor 2 (IRF2) 0,438 1,31 0,333
M87503 interferon-stimulated gene factor 3 gamma subunit 0,724 0,86 0,844
M83234 nuclease-sensitive element DNA-binding protein (NSEP) 7'956h 0,59 13,378
D28118 znc finger protein 161 (ZNF161) 0,465 0,59 0,788
M34079 TAT-binding protein 1 (TBP1) 0,727 0,58 1,259
transport
K03195 ATP-binding casette 8 (ABC8) 0,144 3,38 0,043
AF07786€ sodium- & chloride-dependent glycine transporter 1 0,163 2,46 0,066
M12529 sodium/potassium-transporting ATPase beta 3 subunit 0,230 214 0,108
S70609 membrane protein E16 (MPE16) 0,107 1,82 0,059
D00099 apolipoprotein E (APOE) 0,228 0,30 H 0,765
X91249 glucose transporter 1 (GLUT1) 0,039 0,29 0,132

o oer fof BE BN EE

Abbildung 7.2: Darstellung differentiell exprimierter Gene, sortiert nach funktionellen Gruppen.
Analysiert wurden 5 Proben von gesunden Spendern und 6 Proben von CML-Patienten in der chronischen
Phase. Die relative Expressionsstirke ist farbkodiert dargestellt. Angegeben sind die Mediane der Proben,
sowie deren Verhiltnis (HD/CML) zueinander. Die Bezeichnung der Gene erfolgt nach der HUGO-
Nomenklatur. HD: Healthy Donor (gesunder Spender). SKP: proteinases, inhibitors
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