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Finleitung- Polycythaemia vera

A. Einleitung
A. 1. Polycythaemia vera
A.1.1. Definition

Die Polycythaemia vera (PV) wurde 1892 von Vaquez zum ersten Mal beschrieben und
gehort neben der chronischen myeloischen Leukdmie (CML), der essentiellen
Thrombozythdmie (ET) wund der idiopathischen Myelofibrose (IMF) zu den
myeloproliferativen Erkrankungen'”. Die Klassifikation dieser Erkrankungen durch
Dameshek aus dem Jahr 1951 ist vor kurzem von der World Health Organisation (WHO)
revidiert worden®. GemiB dieser WHO-Klassifikation werden neben den vier oben
genannten Erkrankungen auch die chronische Neutrophilen-Leukdmie, die chronisch
eosinophile Leukidmie inklusive dem Hypereosinophilie-Syndrom, die systemische
Mastozytose und die nicht klassifizierbare chronische myeloproliferative Erkrankung zu
diesem Krankheitskomplex gezihlt’. Die PV stellt dabei eine klonale Erkrankung einer
multipotenten hamatopoietischen Progenitorzelle dar, in deren Folge es zu einer Hyperplasie
der erythrozytiren, granulozytiren und megakaryozytiren hématopoetischen Zelllinien
kommt, ohne dass ein dem Bedarf gemiBer physiologischer Stimulus existiert™”. Neben einer
Akkumulation von Erythrozyten, die der Erkrankung den Namen gab und eine entscheidende
Rolle fiir das klinische Bild und die Diagnose spielt, kann auch die Konzentration reifer
Granulozyten und Thrombozyten erhdht sein®’. Dabei gilt es, die PV von anderen Formen
einer Polyglobulie abzugrenzen, wie sie unter bestimmten physiologischen oder
pathophysiologischen Zustinden als sekundire Form anzutreffen ist’. So kommt es
physiologischerweise zu einer Erythrozytose bei einem Aufenthalt in groer Hohe aufgrund
des verminderten Sauerstoffpartialdrucks®. Pathophysiologisch spielen unter anderem
chronisch obstruktive Lungenerkrankungen oder Erythropoietin-produzierende Tumore der

Niere eine Rolle bei der Entstehung einer Erythrozytose™’.



Finleitung- Polycythaemia vera

A.1.2. Epidemiologie, klinisches Bild und Diagnose

Die PV tritt mit einer Inzidenz von 2,3 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohnern pro Jahr

6,10

auf, wobei das mittlere Erkrankungsalter oberhalb des 60. Lebensjahres liegt” . Méanner

. . . . . 10-12
erkranken in einem Verhiltnis von 3 zu 2 etwas hiufiger als Frauen'®"'?.

Die klinische Symptomatik und die meisten Komplikationen der PV werden durch die
Erythrozytose und die daraus resultierende gesteigerte Blutviskositit bestimmt'>'*.
Kennzeichend fiir die PV ist eine absolut erhohte Erythrozytenzahl, ein gesteigerter
Hamatokrit und eine Erhohung der Hadmoglobinkonzentration. Aufgrund der verdnderten
FlieBeigenschaften stellen Thrombosen eine hidufige Komplikation im Verlauf der Erkrankung
dar: So werden zwischen 12-49% der Patienten mit einer PV aufgrund eines
thrombembolischen Ereignisses entdeckt, und wihrend des Krankheitsverlaufs entwickeln
40% der Patienten eine Thrombose'®. Zwischen 20-40% der Patienten versterben aufgrund
einer thrombembolischen Komplikation'*. So zeigen Patienten mit PV eine signifikant
erhohte Rate an Schlaganfillen, Myokardinfarkten, Lebervenenthrombosen (Budd-Chiari-

415 " Qeltener als thrombembolische

Syndrom) und peripher ischdmischen Ereignissen
Ereignisse werden paradoxerweise hamorrhagische Diathesen mit Nasenbluten, Blutergiissen
und gastrointestinalen Blutungen beobachtet, die eine Folge der Thrombozytose bzw.

Thrombozytopathie und der vaskuliren Stase sind'*.

Charakteristisch fiir PV ist auch ein Juckreiz, der wihrend des Duschens auftritt und
vermutlich Folge eines erhdhten Histaminspiegels im Blut ist'®. Haufiges Symptom ist auch
eine Splenomegalie hervorgerufen durch extramedullire Blutbildung’. Des weiteren weist
ein Teil der Patienten mit PV eine arterielle Hypertonie auf. Daneben konnen auch
Gichtanfille oder Uratsteine infolge eines erhohten zelluldren Umsatzes und des daraus

resultierenden Anstiegs des Serumspiegels von Harnsdure auftreten'”.

Im fortgeschrittenen Krankheitsstadium tritt bei manchen Patienten ein sogenanntes ,,Wasting
Syndrome* auf, das mit therapieresistentem Gewichtsverlust, extramedulldrer Blutbildung
und einer ausgeprigten ErhShung der Leukozyten— und Thrombozytenzahl einhergeht'*.
Wihrend des Krankheitsverlaufs konnen sich komplizierend eine Anémie, eine Fibrosierung

des Knochenmarks und eine akute Leukidmie entwickeln, die zunédchst als genuiner
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Einleitung- Polycythaemia vera

Krankheitsverlauf gewertet wurden, wie sich heute zeigt, jedoch weitaus hiufiger als Folge

einer Therapie durch ionisierende Strahlung, **Phosphor oder Chlorambucil auftraten'*'®.

Die Diagnose der PV beruht schon seit der Erstbeschreibung der Erkrankung auf klar
definierten Kriterien. Begonnen von Osler im Jahre 1903, systematisiert durch die
Polycythemia Vera Study Group (PVSG) 1971 und durch Pearson et al. im Jahre 2001
beriicksichtigt der aktuelle Katalog der American Society of Hematology (2005) neben den
klassischen Kriterien auch neuere wissenschaftliche Erkenntnisse, die wir der Anwendung

sensitiverer Labormethoden verdanken'’%.

Sie unterscheidet vier sog. ,,A“- oder
Hauptkriterien und vier sog. ,,B“- oder Nebenkriterien, die in der folgenden Tabelle

dargestellt sind™.

Diagnosekriterien fuir Polycythaemia vera ASH 2005

A1 Gesteigerte Erythrozytenmasse (mindestens 25% oberhalb des Durchschnittswertes,

oder Hamatokrit Manner mindestens 60%, Frauen mindestens 56%)

A2 Ausschlul} einer sekundaren Erythrozytose (normale arterielle Sauerstoff-
sattigung und keine Erhéhung des Erythropoietin-Serumspiegels)

A3 Palpable Splenomegalie

A4 Nachweis der JAK2 V617F Mutation oder andere zytogenetischer Veranderungen

(auBschlielRlich BCR-ABL) in hamatopoietischen Zellen

B1 Thrombozytose tber 400.000/pl

absolute Neutrophilie (iUber 10.000/ul bei Nichtrauchern bzw. tber 12.500/ul
B2 bei Rauchern)

B3 radiologisch nachgewiesene Splenomegalie

B4 Wachstum endogenener erythrozytarer Kolonien (EEC) oder niedriger Erythropoietin-

Serumspiegels

Die Diagnose PV wird bei Vorliegen der Kriterien A1 und A2 und einem weiteren

A- oder zwei weitere B-Kriterien gestellt.

1"



Einleitung- Polycythaemia vera

Erstmals wird in dieser Einteilung auch der Nachweis der JAK2 V617F Mutation (s. unten)
als Diagnosekriterium angewandt, die dhnlich wie das Philadelphia-Chromosom bei der CML
als molekularer Marker etabliert worden ist”. Im weiteren mochte ich noch auf neuere
Untersuchungen eingehen, die mdglicherweise die Grundlage fiir zwei weitere
»,Diagnosemarker liefern konnten. Dabei handelt sich zum einen um das ,,Polycythemia
Rubra Vera-1 (PRV-1)"**. Dieses ist ein Oberflichenrezeptor, der physiologisch im
Knochenmark und in einem sehr geringen Mafle in der fetalen Leber exprimiert wird und zur
Familie der ,,uPAR/Ly6/CD59/snake toxin-receptors® zahlt**. Der PRV-1-Rezeptor wird auf
Granulozyten von Patienten mit PV exprimiert, nicht jedoch auf Granulozyten von gesunden
Personen oder von Patienten mit sekundérer Erythrozytose, so dass hier eine differential-
diagnostische Abgrenzung moglich ist?%. Allerdings zeigen Granulozyten von manchen
Patienten mit IMF und ET ebenfalls eine gesteigerte PRV-1-Expression, so dass die
Differentialdiagnose zwischen den verschiedenen myeloproliferativen Erkrankungen nur
unter Beriicksichtigung anderer Befunden moglich ist**. Fiir die Diagnostik ist mittlerweile
eine RT-PCR etabliert worden”. Bei dem anderen Kandidaten handelt es sich um den
Thrombopoetin-Rezeptor ,,c-Mpl“, der auf den Blutplittchen von Patienten mit PV und IMF
stark vermindert ist oder sogar fehlt*®. Moglicherweise lassen sich iiber die verminderte ,,c-
Mpl“-Expression die sog. Philadelphia-Chromosom-negativen = myeloproliferativen

Erkrankungen charakterisieren.

A.1.3. Therapie und Prognose

Die Behandlung der PV verfolgt bis dato einen symptomatischen Therapieansatz und zielt auf
die Vermeidung von Komplikationen wie z. B. Thrombosen, Myokardinfarkten oder
cerebralen Insulten ab. Die zu diesem Zweck am hdufigsten durchgefiihrte Therapie sind
isovoldmische Aderldsse, deren Ziel die Verminderung der Erythrozytenmasse und damit des
Hématokrits ist (Frauen: Hkt < 42%, Manner: Hkt < 45%)*’. Synergistisch im Hinblick auf
die Reduktion des kardiovaskuldren Risikos wirken der Thrombozytenaggregationshemmers
Acetylsalicylsdure (100mg/Tag) sowie die Behandlung anderer kardiovaskulérer

Risikofaktoren wie z. B. arterielle Hypertonie und Dyslipoproteindmie®*%.
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Einleitung- Polycythaemia vera

Die Entstehung einer symptomatischen Splenomegalie als Ausdruck einer progressiven
Krankheitsverlaufes, eine verminderte Toleranz des Patienten hinsichtlich der Aderlésse
sowie das Auftreten einer Thrombozytose stellen eine Indikation fiir eine zytoreduktive
Therapie dar”*’. Hierfiir wird in den meisten Fillen Hydroxyurea (Litalir®) benutzt™2’. Als
Alternative hierzu kann bei jlingeren Menschen (< 40 Jahre) oder bei Schwangeren Interferon
alpha (INF-0)) zur Zytoreduktion eingesetzt werden™’, da diese Substanz keinen gesicherten
leukdmie-induzierenden oder teratogenen Effekt aufweist. Zur Behandlung der
Thrombozytose kommt auch Anagrelide (Agrylin®) infrage, welches hemmend auf die
Thrombozytenaggregation und die  Thrombozytenzahl  durch  Inhibition  der
Megakaryozytenausreifung direkt senkt®*’. Aufgrund der erhdhten Inzidenz von Leukimien
und anderen Sekundirneoplasien als Folge der Therapie mit **P, Chlorambucil, Pipobroman,
dem Alkylans Busulfan oder auch als Folge einer Bestrahlung werden diese Therapieformen

nicht mehr angewandt**".

Da alle oben genannten Behandlungsmethoden nicht zu einem Verschwinden des malignen
Zellklons fiihren, stellt die Transplantation allogener hdmatopoietischer Stammzellen den
einzigen kurativen Therapieansatz dar”’. Angesichts der mit dieser Behandlung assoziierten
Risiken wird sie allerdings nur bei wenigen, ausgewihlten Patienten, wie zum Beispiel bei
verhdltnisméBig jungen Patienten oder bei Patienten mit weit fortgeschrittener Myelofibrose,

in klinischen Studien durchgefiihrt**~>*°.

In aktuellen Untersuchungen konnte die Bildung von ,erythroiden Burst-Forming Units*

(BFU-E) durch den Tyrosinkinase-Inhibitors Imatinib (Glivec®) bei einigen Patienten mit PV

34,35

inhibiert werden™ """, Dennoch scheint es aufgrund klinischer Ergebnisse so, dass Imatinib fiir

3435 Die erst

die Behandlung der PV wenn iiberhaupt nur eine geringe Bedeutung zukommt
kiirzlich gewonnenen Erkenntnisse beziiglich der Januskinase 2 (JAK2) legen nahe, dass die
JAK 2 moglicher Angriffspunkt einer molekularen Therapie bei PV sein kann, zumal eine
Hemmung der Bildung ,endogenener erythrozytirer Kolonien* (EEC) durch einen
pharmakologischen Inhibitor der JAK2 und eine gegen JAK2 gerichtete ,,short interfering®

RNA in vitro bereits gezeigt werden konnte®®®.

Prognostisch betrachtet ist die Lebenserwartung von Patienten mit PV signifikant verringert
(15-Jahresiiberlebensrate 65%), und die Mortalitit ist mit ca. 3 pro 100 Patienten/Jahr um den

Faktor 1,6 gegeniiber der gesunden Bevolkerung erhoht® .
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A. 1. 4. Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie und Pathogenese der Polycythaemia vera ist auch nach iiber einem Jahrhundert
klinischer und experimenteller Forschung nicht vollstindig bekannt. Aktuelle Untersuchungen
haben entscheidende Einblicke in die molekularen Grundlagen dieser Erkrankung gebracht
und ermdglichen ein neues pathophysiologisches Verstindnis der PV. Im folgenden werde ich
einen Abril} iiber die Pathogenese der PV geben.

Im Gegensatz zur CML oder z. B. der Promyelozytenleukdmie (AML M3) lésst sich bei der
PV keine einheitliche zytogenetische Verdnderung nachweisen, so dass zytogenetische
Untersuchungsmethoden fiir die Routine-Diagnostik der PV keine Rolle spielen**.
Moglicherweise weist das Vorhandensein chromosomaler Abberationen zum Diagnose-
zeitpunkt dhnlich wie bei anderen Leukdmieformen auf einen ungiinstigen Verlauf hin.

Zum Diagnosezeitpunkt weisen lediglich 13%-29% der Patienten mit PV eine zytogenetische
Aberration auf”. Nachfolgend sind die hiufigsten chromosomalen Verinderungen bei PV

aufgelistet:

Abbildung 1: Zytogenetische Verinderungen bei PV

Trisomie 9

16% .
21% Zugewinn an chromo-

somaler Substanz

Strukturelle Ver- diverse

dnderungen

Zugewinn an chromo- 12%

somaler Substanz

19%  Deletion 20q
Deletion 13 q 13%

19%

Trisomie 8
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Einleitung- Polycythaemia vera

Die strukturellen Verdnderungen des Chromosoms 9 sind besonders haufig bei PV. Deshalb
vermuteten schon Chen et al (1998) und Najfeld et al (2002), dass die Amplifikationen von
Genen, die auf dem kurzen Arm von Chromosom 9 lokalisiert sind, fiir die PV pathogenetisch
eine Rolle spielen****. Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass der Verlust der Heterozygotie
des kurzen Arms von Chromosom 9 (LOH9p) die hiufigste strukturelle Aberration bei PV
ist*. Etwa 30% der Patienten mit PV weisen diesen Chromosomendefekt auf*’.

Fokussiert auf diese Chromosomen-Region wiesen fiinf Arbeitsgruppen unabhingig von-
einander eine Punktmutation (Guanin — Tyrosin) des Nukleotids 1849 im Exon 12 fiir die
Januskinase 2 (JAK2) nach®’. Diese Mutation, die durch einen Aminosiurenaustausch
(V617F) zu einer konstitutiven Aktivierung der JAK?2 fiihrt, ist eine somatische Mutation und
tritt mit einer Inzidenz von 65%-97% bei Patienten mit PV auf'’. Ihre pathogenetische
Relevanz wird in einem eigenen Kapitel beschrieben.

Daneben zeigen Granulozyten und CD34+ Zellen von Patienten mit PV, die den oben
genannten 9pLOH-Defekt besitzen, eine erhohte Expression des Transkriptionsfaktors NFI-
B*®. Dieser Transkriptionsfaktor vermittelt in vitro eine Resistenz gegeniiber ,, Transforming
Growth Factor p1“ (TGF B1)*. Da TGF Pl ein bekannter Inhibitor der Himatopoese ist,
konnte die gesteigerte Expresssion von NFI-B fiir die ibermifBige Bildung reifer Blutzellen
bei der PV verantwortlich sein™.

Eine andere chromosomale Aberration, die Deletion des langen Arms von Chromosom 20, die
sich als Verlust einer Region von 8 bis 9 Megabasen prisentiert und um die Bande 20q12
lokalisiert ist, fithrt moglicherweise zur Inaktivierung von Genen, die zur Entstehung der PV

- - 48,49
oder einem Progress der Krankheits fiihren kann™"".

Im folgenden Abschnitt der Einleitung mdchte ich auf die fiir die PV charakteristische
Hypersensitivitit der hdmatopoietischen Progenitorzelle gegeniiber Erythropoietin und
gegeniiber anderen hdmatopoietischen Wachstumsfaktoren néher eingehen.

PV beruht auf der malignen Transformation einer multipotenten hématopoietischen
Vorlduferzelle, die zu einer Hyperplasie aller drei myeloischen Zellreihen, insbesondere
jedoch der erythrozytiren Zellreihe fiihrt*®. Charakteristisch fiir hidmatopoietische
Progenitorzellen bei der PV ist die Bildung sog. ,,endogenener erythrozytirer Kolonien*
(EEC), d. h. sie konnen im Gegensatz zu hdmatopoietischen Vorlduferzellen von Gesunden

ohne von auflen zugefiihrtes Erythropoietin in serumhaltigen Kulturmedien erythrozytére

15
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Zellkolonien, sog. ,Burst Forming Units-Erythroid” (BFU-E) bilden®. Dieses
Wachstumsverhalten, das initial als ,,Erythropoietin-Unabhigigkeit” bezeichnet wurde, wird
mittlerweile als ,,Erythropoietin-Hypersensitivitit™ interpretiert und richtete den Schwerpunkt
vieler Untersuchungen auf den Erythropoietin-Rezeptor’ .

Hierbei zeigte sich jedoch, dass der Erythropoetin-Rezeptor mit Ausnahme seltener familidrer
Formen einer Erythrozytose bei PV strukturell und funktionell intakt ist’>. Aufgrund dieser
Erkenntnis wurde vermutet, dass die ,,Erythropoetin-Hypersensitivitit Folge von Verdnder-
ungen auf der Stufe der intrazelluldren Signaltransduktion sein konnte. Diese Theorie wurde
durch weitere Befunde bekriftigt. So zeichnen sich hdmatopoietische Vorlduferzellen von
Patienten mit PV durch eine deutlich gesteigerte Empfindlichkeit fiir weitere
hidmatopoietische Wachstumsfaktoren, wie z. B. Interleukin 3 (IL-3), ,,Stem Cell Factor*
(SCF), Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF), Insulin-like Growth
Factor-1 (IGF-1) und Thrombopoietin (TPO) aus™°. Bemerkenswert ist auBerdem, dass
sowohl die intrazelluldre Signaltransduktionskaskade dieser Zytokine als auch diejenige des
Erythropoietin-Rezeptors aus Januskinasen (JAK) und sog. ,,STAT-Proteinen* (,,signal
transducer and activator of transcription®) besteht’®’.

Auf der anderen Seite zeigen andere chronisch myeloproliferative Erkrankungen, allen voran
die CML mit der ber-abl-Tyrosinkinase, aber auch seltenere Formen wie die systemische
Mastozytose mit der c-Kit-Tyrosinkinase konstitutionelle Kinaseaktivitdt als Ursache fiir die

abnorme Proliferation>®’.

Durch die oben genannten Erkenntnisse auf mdgliche Verdnderungen intrazelluldrer Signal-
transduktionsprozesse aufmerksam geworden, riickte die Januskinase 2 (JAK2) in den
Mittelpunkt der neueren Untersuchungen. An dieser Stelle soll zum besseren Verstindnis kurz
das physiologische Wirkprinzip der Januskinasen erkliart werden. Diese phosphorylieren
Tyrosinreste an den intrazelluliren Domédnen von Zytokin-Rezeptoren, sobald diese mit ihrem
zugehorigen Liganden interagieren. An die phosphorylierten Tyrosinreste des Rezeptors
binden anschlieBend sog. ,,STAT-Proteine* (signal transducer and activator of transcription)
und werden danach durch Phosphorylierung aktiviert. Nach der Aktivierung wandern diese

Proteine in den Zellkern und modulieren als Transkriptionsfaktoren die Expression ihrer
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Zielgene. Neben dem ,,STAT-Pathway* werden durch die Phosphorylierung des Rezeptors
weitere Signalkaskaden wie MAP-Kinase, und Phosphatidylinositol-3-Kinase aktiviert.
Konsequenz der aktivierten Signaltransduktionskaskaden ist ein Uberlebensvorteil, eine
gesteigerte Proliferation und Differenzierung der jeweiligen Zellen®.

Tatsachlich konnten 5 Arbeitsgruppen unabhingig voneinander dieselbe, erworbene Punkt-
mutation (s. oben) im Genort fiir die JAK 2 bei 65- 97% der Patienten mit PV nachweisen®’.
Auf Proteomebene fiihrt die Mutation zu einem Austausch der Aminosdure Valin gegen die
Aminoséure Phenylalanin an Position 617 in der Aminosiurenkette von JAK2***". Mit Blick
auf die Quartdrstruktur der JAK2 fiihrt dieser Aminosdurenaustausch zu einer
Konformititsinderung im Bereich der sog. JH2-Domine der JAK2". Diese Untereinheit der
JAK?2 besitzt physiologisch keine Kinase-Aktivitit, sondern iibt eine inhibitorische und somit
regulatorische Wirkung auf die eigentliche Kinase-Region des Molekiils, die JH1-Domine,
aus®%?. Durch diese Punktmutation, so die aktuelle Theorie, geht diese autoinhibitorische
Funktion der JH2-Doméne verloren, und es resultiert eine konstitutive Aktivitdt der JAK2 mit

3947 Diese konstitutiv aktive Kinase ist

Aktivierung untergeordneter Signalkaskaden
verantwortlich fiir die gesteigerte Empfindlichkeit der erythrozytiren Vorlduferzellen
gegenliber verschiedenen hédmatopoietischen Wachstumsfaktoren, insbesondere dem
Erythropoietin, was eine gesteigerte Proliferation der erythrozytiren Progenitorzellen zur
Folge hat*®*’.

Die Tatsache, dass 23-57% der Patienten mit ET und 35-57% der Patienten mit IMF eben-
falls diese Mutation aufweisen, zeigt die dtiologische Verwandtschaft der chronisch myelo-

: . . 36,47
proliferativen Erkrankungen untereinander™™"'.

Neben den Schwierigkeiten bei der
Diagnosestellung stellte sich gleichzeitig die Frage, wie die JAK2-Mutation alleine zu den
phénotypisch unterschiedlichen Krankheitsbildern PV, ET oder IMF fithren kann.
Moglicherweise wird die Aktivitidt der JAK2 durch bisher unbekannte Faktoren moduliert, so
dass die drei unterschiedlichen Krankheitsbilder Folge einer unterschiedlichen enzymatischen
Aktivitit sind. Denkbar ist auch, dass die JAK2-Mutation in unterschiedlichen
Subpopulationen der himatopoietischen Progenitorzellen auftritt und somit zu den
phanotypisch unterschiedlichen Entititen fithrt*®*.

AuBerdem konnten bisher unbekannte genetische Verdnderungen zu den verschiedenen
V617F-JAK2-Mutation assoziierten chronisch- myeloproliferativen Erkrankungen beitragen.

In diesem Zusammenhang sind genetische Aberrationen zu nennen, die den ,,JAK/STAT-
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Pathway* beeinflussen, wie zum Beispiel Gene fiir Phosphatasen, sog. ,,SOCS*“-Proteine
(,,suppressor of cytokine signalling®) oder ,,CIS*“-Proteine (“cytokine-inducible SH2-protein”)

364793 Diese Proteine schwichen physiologisch das durch JAK 2-initierte Signal ab®.

In einem weiteren Kapitel werde ich nun die bisherigen Erkenntnisse iiber die Atiologie und
Pathophysiologie der PV darlegen, die anhand von Genexpressionsanalysen gewonnen
wurden.

Die ,,cDNA-Microarray-Technik® ermoglicht eine simultane Expressionsanalyse einer
Vielzahl von Genen auf dem Niveau der RNA. Dadurch kdnnen neue Kandidatengene
identifiziert werden, die zur Aufkldrung der molekularen Ursachen der PV beitragen, und
neue Ansitze flir die Diagnose und Therapie der PV liefern.

Goerttler et al. konnten anhand eines Genexpressionsprofils von reifen Granulozyten
Patienten mit PV eindeutig von Patienten mit sekundirer Erythrozytose unterscheiden®.
Dafiir haben sie 64 Gene identifiziert, die eine Trennung zwischen diesen beiden
Patientengruppen ermoglicht. Verglichen mit gesunden Kontrollpersonen wiesen Patienten
mit PV 644 Gene mit unterschiedlicher Expression (>1,5fach) auf. Interessanterweise zeigen
Patienten mit PV eine 2,3- bis 40fach erhohte Expression des Transkriptionsfaktors NF-E2 in
reifen peripheren Granulozyten. Die Uberexpression dieses Transkriptionsfaktors, die in
fetalen Leberzellen zur Ausreifung Erythropoietin-unabhédngiger erythrozytdrer Kolonien
fithrt und hdmatopoietische Vorlduferzellen in Richtung erythroider Ausreifung bringt, konnte
nach Goerttler et al. bei PV fiir die gesteigerte Produktion von Erythrozyten und in manchen
Fillen fiir die Thrombozytose verantwortlich sein®*®.

Eine zweite Arbeitsgruppe um Andrea Pellagati untersuchte ebenfalls mit Hilfe von cDNA-
Array-Technik das Genexpressionsprofil von reifen Granulozyten bei Patienten mit PV im
Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen und 2 Patienten mit ET®. Sie fanden 147 Gene,
deren Expression sich mindestens um den Faktor 2,5 zwischen den Patienten mit PV und den
gesunden Kontrollen unterscheidet. Eine Vielzahl dieser Gene fordert antiapoptotische
Prozesse und damit das Uberleben der Zellen®.

Ziel beider Arbeitsgruppen ist einerseits eine neue diagnostische Methode der PV von zu
etablieren, und andererseits neue pathogenetisch relevante Genverdanderungen zu entdecken.
Bei diesen Untersuchungen gilt es jedoch zu beriicksichtigen, dass eine klonale Alteration

einer himatopoietischen Vorlauferzelle der pathogenetische Ausgangspunkt der Erkrankung
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ist, was sich nicht unbedingt mit einem verdnderten Expressionsmuster in Granulozyten

decken muss.
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A.2. Ziele und Aufgabenstellung

Trotz mehr als hundert Jahren klinischer und experimenteller Forschung sind die Atiologie
und Pathogenese der PV nicht vollstindig aufgeklért, auch wenn in den letzten Jahren mit der
Entdeckung der JAK2-Mutation eine wichtige Erkenntnis {liber die molekularen Grundlagen
dieser Erkrankung gewonnen wurde.

Der pathogenetischer Ausgangspunkt der PV liegt in klonalen Verdnderungen einer
hdmatopoietischen Progenitorzelle.

Da ,cDNA-Arrays“ eine zeitgleiche Expressionsanalyse einer Vielzahl von Genen
ermoglichen, wéhlten wir zur Untersuchung CD34+ hidmatopoietischer Vorlduferzellen aus
dem Knochenmark von Patienten mit PV zunichst diese Technik, um ein Genxpressionsprofil
dieser Zellen zu erstellen und dieses mit dem Expressionsprofil von CD34+ Zellen von
gesunden Knochenmarkspendern zu vergleichen.

Ziel dieser Untersuchung war die Identifikation neuer Kandidatengene, um einerseits weitere
Erkenntnisse tliber die molekularen Ursachen der PV zu gewinnen, andererseits neue Ansétze
fiir die Diagnose und Therapie der PV zu liefern.

Hierbei identifizierten wir mit dem Retinoic Acid Receptor (RARP) und dem Retinoic X
Receptor (RXRP) zwei Retinsdurerezeptoren, die mit Blick auf die Pathophysiologie und
einen moglichen Therapieansatz der PV interessant sein konnten.

Deshalb sollte im nichsten Schritt die differentielle Expression der Gene des Retinsédure-
Signalweges mit Hilfe einer anderen, etablierten Methode bestétigt werden. Hierfiir wihlten
wir eine quantitative ,,Real-Time* RT-PCR.

Das Ziel der nichsten Experimente war die Untersuchung, ob all-trans Retinsdure (ATRA) als
physiologischer Ligand der Retinsdurerezeptoren das Wachstumsverhalten hamatopoietischer
Progenitorzellen von PV-Patienten in vitro beeinflusst. Aus diesem Grund flihrten wir einen
Methylcellulose-Assay durch und inkubierten die hdmatopoietische Vorlduferzellen von PV-

Patienten mit ATRA.
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B Material und Methoden

B. 1. Zellen

Alle Patienten mit PV und alle gesunden Kontrollpersonen, von denen wir fiir die
Laboruntersuchungen Zellen gewonnen haben, wurden iiber das Entnahmeverfahren und den
wissenschaftlichen Zweck der Untersuchungen informiert und haben danach schriftlich ihr
Einverstindnis gegeben. Bei der Betrachtung der Ergebnisse sollte berticksichtigt werden,
dass die Patienten, die fiir die Genexpressionsanalysen untersucht wurden, nicht die Patienten
reprasentieren, die in den PCR-Analysen und den Colony-forming Assays eingesetzt wurden.
Das liegt unter anderem daran, dass nach der Durchfiihrung der cDNA-Microarrays nicht
mehr ausreichend RNA fiir die Bestitigungsexperimente mittels RT-PCR zur Verfiigung
standen. Eine erneute Knochenmarkpunktion zur Gewinnung von CD34+ Zellen erfolgte
einerseits aufgrund der fehlenden klinischen Indikation nicht, andererseits wurde sie aus
logistischer Schwierigkeiten nicht durchgefiihrt, da diese Patienten lediglich fiir eine
Zweitmeinung in unserer Klinik vorgestellt worden waren.

Die Diagnose der 14 Patienten mit PV, deren Zellen untersucht wurden, stiitzte sich auf die
Diagnosekriterien der American Society of Hematology (ASH 2005)>. Eine Ubersicht iiber
die Patientencharakteristika gibt Tabelle 1.

Array
Zur Erstellung eines Genexpressionsprofils durch cDNA-Microarrays wurden CD34+ Zellen

aus dem Knochenmark von vier zu diesem Zeitpunkt noch unbehandelten Patienten mit PV

und von zehn gesunden Kontrollpersonen gewonnen.

Real Time RT-PCR

Fiir die Untersuchung von mRNA-Expression bei Patienten mit PV, wurden CD34+ Zellen
aus dem Knochenmark von sechs PV-Patienten gewonnen und mit sechs gesunden
Kontrollpersonen verglichen.

Die Therapie bei diesen Patienten erfolgte zum Entnahme-Zeitpunkt durch Aderlésse,

Interferon alpha, Anagrelide oder eine Kombination.
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Colonv-forming assavs

Bei der funktionellen Untersuchung der himatopoietischen Vorlduferzellen von PV-Patienten
mittels Methylcellulose-Assays wurden mononukleédre Zellen aus Aderldssen von fiinf PV-

Patienten eingesetzt. Zwei dieser Patienten wurden allein mit Aderldssen behandelt, drei
dieser Patienten erhielten zusétzlich zu den Aderldssen Interferon alpha und zwei weitere

Anagrelide in Kombination mit der Aderlass-Therapie.

B. 2. Dichtegradienten-Zentrifugation

Das bei einer Knochenmarkspunktion gewonnene Aspirat enthélt neben Knochenbrockeln ein
heterogenes Gemisch von Zelltypen aller Stadien der Himatopoiese. Um aus diesem Gemisch
CD34+ Stamm- und Progenitorzellen zu gewinnen, fithrten wir als ersten Schritt eine

Dichtegradienten-Zentrifugation durch.

B.2.1. Prinzip der Dichtegradienten-Zentrifugation

Bei einer Dichtegradienten-Zentrifugation werden die verschiedenen zelluldren Bestandteile
des Knochenmarkes dichteabhingig aufgetrennt. Dazu wird das verdiinnte Knochenmark auf
ein Phasentrennmittel, hier Lymphoprep”-Medium, aufgeschichtet und anschlieBend
zentrifugiert. Die Erythrozyten durchwandern die Lymphoprep®-Phase und befinden sich am
Boden. Getrennt durch die Lymphoprep®-Phase erscheint oberhalb der Erythrozyten der
sogenannte Interphase-Ring, der von den mononukledren Zellen gebildet wird. Oberhalb des

Interphase-Rings lagern sich die Thrombozyten in einer Plasma-Schicht ab.

B.2.2. Dichtegradienten-Zentrifugation

Zuerst wurden 15-20 ml mit Heparin oder Citrat antikoaguliertes Knochenmark-Aspirat von
einer Spritze in ein Falcon®-Tube (Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, USA)
iiberfiihrt, mit 35 ml PBS-Puffer (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) verdiinnt und durch 1-
miniitiges kriftiges Vortexen gemischt. Als nichstes wurden jeweils 20ml Lymphoprep™

Medium (Nycomed Pharma, Oslo, Norwegen) in zwei neue Falcon®-Tubes vorgelegt.
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Tabelle 2a: Patientencharakteristika entsprechend der ASH-Diagnosekriterien (2005)

Nr. Alter Geschlecht Hb (g/dl) Hkt (%) Leukozyten (/ul) Thrombozyten (/ul} Neutrophile Granulozyten (/ul

Genexpressionsanalysen:

1 58 m 18,1 54,4 15.400 732.000 12.335
2 52 m 17,6 59 7.200 325.000 5.900
3 72 m 22,1 69,4 12.300 246.000 8.899
4 67 m 21,6 72,6 11.600 172.000 9.396
RT-PCR:
5 61 w 16,2 58,4 6.000 202.000 4.110
6 66 w 17,4 62,5 9.300 355.000 4.801
7 65 m 19,1 61 11.200 543.000 5.022
8 67 w 12,7 36,9 10.500 1.087.000 7.634
9 56 m 18,2 57 16.300 377.000 14.490
10 56 m 12,1 39,7 5.900 832.000 n. u.
Colony-forming assays:
11 61 w 15,6 47,4 9.000 846.000 5.200
12 68 m 17,4 50,2 11.200 476.000 8.064
13 68 m 21,2 64,1 9.100 290.000 7.271
14 65 m 17,8 51,1 8.900 138.000 8.222

15 entspricht Patient Nr. 4
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Tabelle 2b: Patientencharakteristika entsprechend der ASH-Diagnosekriterien (2005)

Nr. V617F-JAK2 BCR-ABL  Zytogenetik  Serum-Erythropoetin  arterielle O2-Sattigung (%) Erythrozytenmasse Splenomegalie
Genexpressionsanalysen:

1 n. u. negativ n. u. niedrig-normal 9 erhoht nein

2 n. u. n. u. n. u. niedrig-normal 96,3 n. u. radiologisch

3 n. u. n. u. n. u. niedrig-normal 98 normal nein

4 n. u. negativ n. u. vermindert 92 n. u. radiologisch
RT-PCR:

5 n. u. n. u. n. u. niedrig-normal n.u. n.u. palpabel

6 n. u. n. u. n. u. n.u. 93 n.u. palpabel

7 n. u. n. u. n. u. n.u. 94 n.u. nein

8 n. u. n. u. n.u. n.u. n.u. n.u. nein

9 positiv negativ Trisomie 9 n.u. n.u. n.u. radiologisch

10 n. u. n. u. n.u. n.u. n.u. n.u. nein
Colony-forming assays:

11 n. u. n. u. normal vermindert 97 n.u. palpabel

12 n. u. negativ n. u. n.u. 96 n.u. palpabel

13 n.u negativ.  Monosomie 7 vermindert 95 erhoht radiologisch

14 n. u. n. u. normal niedrig-normal 94 n.u. nein

15 entspricht Patient Nr. 4
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Auf dieses Medium wurden dann jeweils 25ml des verdiinnten Knochenmark-Aspirats mit
Hilfe einer mechanischen Pipettierhilfe (Brand GmbH und Co KG, Wertheim, Deutschland)
vorsichtig aufgeschichtet, so dass eine Durchmischung zwischen den beiden Fliissigkeiten
vermieden wurde. AnschlieBend wurde dieser Gradient bei 1600 rpm und 20° C 30 Minuten
zentrifugiert. Bei diesem Zentrifugationsschritt kommt es zu der oben beschriebenen
dichteabhéngigen Verteilung der unterschiedlichen Zellpopulationen.

Der Interphase-Ring wurde nun mit einer mechanischen Pipettierhilfe in ein neues Falcon®-
Tube iiberfithrt, mit 35ml PBS-Puffer aufgefiillt und 10 Minuten bei 1600 rpm und 20° C
zentrifugiert. Nach Abkippen des Uberstandes wurden die Zellen erneut in PBS-Puffer
aufgenommen und abzentrifugiert. Zuletzt wurde das Zell-Pellet in einem definierten
Volumen resuspendiert, und die Anzahl der mononukledren Zellen durch einen Zellzihl-

Automaten (Beckman-Coulter) bestimmt.

B. 3. Immunmagnetische Zellisolation

Der Anteil der CD34+ Zellen an den mononukledren Zellen des Knochenmarks entspricht
circa 0,5-3%"’. Um die Fraktion der CD34+ Zellen spezifisch zu selektieren, fiihrten wir eine

immunmagnetische Zellisolation durch.

B.3.1. Prinzip der immunmagnetischen Zellisolation

Die immunmagnetische Zellisolation basiert auf einer spezifischen Antigen-Antikorper-
Reaktion und anschlieBender Sdulenchromatographie und ermoglicht die selektive Separation
einer Subpopulation von Zellen. Der Antikorper, der spezifisch gegen ein Epitop der
Subpopulation gerichtet ist, ist an seinem Fc-Teil mit einem kolloidalen, magnetisierten
»Microbead* gekoppelt. Dieser magnetisch markierte Antikorper bindet spezifisch an das

Epitop der Zielzelle. Um eine unspezifische Bindung beziechungsweise eine Bindung an den
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Fc-Teil des Antikorpers zu verhindern, wird ein zweiter Antikorper (humaner 1gG-
Antikdrper, FcR Blocking Reagent™) hinzugefiigt. Bei der anschlieBenden Séulen-
chromatographie durchlaufen die Zellen ein magnetisches Feld, das die Antikdrper-
markierten und somit magnetisierten Zellen in der Sédule zuriickhélt. Die Zellen, die nicht
durch den Antikdrper magnetisch markiert wurden, durchlaufen hingegen die Séule. Nach
Entfernen des magnetischen Feldes konnen anschlieBend die Antikorper-markierten Zellen

aus der Saule eluiert werden.

B.3.2. »Magnetic Labeling“

Um die hdmatopoietischen Stamm- und Progenitor-Zellen aus den mononukledren Zellen
immunmagnetisch zu isolieren, wurden diese mit einem ,,Microbead‘-gekoppelten Antikdrper
markiert, der spezifisch an das CD34-Epitop bindet, da das CD34-Antigen ein anerkannter

Marker fiir himatopoietische Stamm- und Progenitor-Zellen ist®’.

Folgende Antikorper, die von der Firma Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland)
geliefert wurden, wurden verwendet:

MACS CD34 MicroBeads isotype: mouse IgG1, clone: QBEND/10

FcR Blocking Reagent human IgG

Zunichst wurden die mononukleiren Zellen kurz abzentrifugiert, der Uberstand verworfen
und die Zellen in einem der Zellzahl entsprechenden Volumen MACS-Puffer aufgenommen.
(300ul MACS-Puffer pro 1 x 10® Zellen). Der MACS-Puffer wurde aus 450 ml PBS-Puffer,
50 ml Humanalbumin ( Humanalbin®, Aventis Behring GmbH, Marburg, Deutschland) und
372 mg EDTA ( entspricht 2 mM) hergestellt. Als nidchster Schritt wurden FcR-Blocking
Reagent (100ul pro 1 x 10°® Zellen) und CD34-Microbeads (100ul pro 1 x 10° Zellen)
entsprechend der Zellzahl hinzupipettiert und der Ansatz bei 4° C 30 Minuten inkubiert.

AnschlieBend wurde der Ansatz mit 10 ml MACS-Puffer aufgefiillt, 5 Minuten bei 1600 rpm
zentrifugiert und das Zell-Pellet nach Verwerfen des Uberstandes mit 3 - 10 ml MACS-Puffer

resuspendiert. Unmittelbar danach erfolgte die Sdulenchromatographie.
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B.3.3 Sdulenchromatographie

Zuerst wurden die Trennsdulen in den Magneten eingespannt. Trennsdulen und Magneten
wurden von der Firma Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland) geliefert.
Anschliefend wurden die Sédulen mit 3 ml MACS-Puffer angefeuchtet. Nach dem
»Anfeuchten* der Siule wurde die Zellsuspension auf die Trennsédule aufgetragen. Nachdem

die Zellsuspension die Trennsdule durchlaufen hatte, wurde die Sdule mit 3 ml MACS-Puffer

gewaschen. Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt.

Als néchster Schritt wurde die Trennsdule aus dem Magneten herausgenommen und mit 3 ml
MACS-Puffer in ein neues Falcon®"-Tube eluiert.

Um die Spezifitit dieses Anreicherungsverfahrens zu erhohen, wurde die Sdulenchromato-
graphie anschliefend mit einer neuen Trennsdule wiederholt.

Danach wurden die eluierten Zellen kurz abzentrifugiert, in einem definierten Volumen
MACS-Puffer aufgenommen und die Zellzahl mit Hilfe eines Zellzahl-Automaten (Becton
Dickinson) bestimmt.

AnschlieBend wurde die Zellsuspension kurz abzentrifugiert und nach Abkippen des
Uberstandes in einem der Zellzahl entsprechenden Volumen RLT-Puffer (Qiagen, Hilden
Deutschland) resuspendiert (600 ul pro 1x 10° Zellen). Der RLT-Puffer war zuvor mit p-
Mercaptoethanol (10 pl pro 1000 ul RLT-Puffer) versetzt worden. Nach Transfer in ein neues
Eppendorf-Gefdl wurden die Zellen bis zu ihrer weiteren Verwendung bei — 20° C

eingefroren.

B. 4. Immunfluoreszenzfirbung und Durchflusszytometrie (FACS)

Bei der immunmagnetischen Zellisolation kann es zu unspezifischen Bindungen der
Microbead-gekoppelten Antikdrper kommen, so dass auch Zellen isoliert werden, die nicht
das spezifische Epitop, in diesem Fall das CD34-Antigen, auf ihrer Oberfldche besitzen. Um
eine Aussage iliber die Spezifitit des Anreicherungsverfahrens zu erhalten, wurden eine

Immunfluoreszenzfirbung und eine Durchflusszytometrie durchgefiihrt.
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Hierzu wurden als erstes 1 x 10° immunmagnetisch-angereicherte Zellen in ein Eppendorf-
GefiB iiberfiihrt und 2 Minuten bei 2400 rpm zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes
wurde das Zell-Pellet in 100 ul PBS-Puffer resuspendiert und danach auf 2 FACS-R6hrchen
verteilt (je 50 pl). AnschlieBend wurden die Zellen 30 Minuten lang bei 4° C mit je 10 ul
Fluorescein Isothiocyanate (FITC)- konjugierten CD34 monoklonalen Antikdrper (Clone
8G12, Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) oder dem Isotyp-identischen
Kontrollantikérper (mouse IgG; FITC-conjugated, Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland) inkubiert. Im Anschluss an die Inkubationsphase wurden die Proben mit je 1000
ul PBS aufgefiillt, 5 Minuten bei 1600 rpm zentrifugiert und nach Verwerfen des Uberstandes
in 500 pl PBS resuspendiert.

Die nachfolgende durchflusszytometrische Analyse wurde mit einem Becton Dickinson
FACScan mit einem 2-W Argon-Laser durchgefiihrt. Zur Fluoreszenzmessung wurde fiir
FITC ein 530/15 nm — Filter benutzt. Die Auswertung der Messdaten erfolgte mit Hilfe der
CELL QUEST Software (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland), nachdem auf
lebendige Zellen ,,gegated* worden war. Die Reinheit der immunmagnetisch angereicherten

CD34+ Zellen betrug zwischen 98 und 99,8 %.

B. 5. Genexpressionsanalysen mit Hilfe von cDNA-Arrays

B.5. 1. Prinzip der cDNA-Arrays

Genexpressionsanalysen mit RT-PCR, Rnase Protection Assay und Northern Blot lassen nur
die Untersuchung weniger Gene zum gleichen Zeitpunkt zu. Die ,,cDNA-Array-Technik*
hingegen ermoglicht die simultane Expressionsanalyse einer Vielzahl von Genen auf dem

Niveau der RNA.

cDNA-Arrays bestehen aus Nylonmembranen, auf deren Oberfliche viele unterschiedliche
cDNA-Sequenzen mit einer Linge von 200 bis 600 Basenpaaren ,gespottet sind. Die
Zusammenstellung der Gene kommerziell erwerbbarer cDNA-Arrays entspricht entweder
einer Auswahl wichtiger funktioneller Gengruppen, wie zum Beispiel Zellzyklus-Genen, oder

kann den Anforderungen des Untersuchers entsprechend entworfen werden.
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Bei der Durchfiihrung des Experimentes wird zundchst die mRNA aus den Zellen isoliert und
mit Hilfe einer reversen Transkription zu cDNA konvertiert. Als Substrat fiir die entstehende
cDNA werden radioaktiv markierte Triphosphate verwendet, die in die wachsenden cDNA-
Strange eingebaut werden. Bei der anschlieBenden Hybridisierung binden die radioaktiv
markierten cDNA-Molekiile nach dem Prinzip der komplementiren Basenpaarung an die
korrospondierenden Sequenzen auf den Array, so dass ein entsprechendes Hybridisierungs-
muster auf dem Array entsteht, das aufgrund der emittierten Strahlung auf Rontgenfilmen
darstellbar wird. Anschlieend erfolgt mit Hilfe von spezifischen Software-Programmen eine

quantitative Auswertung der Daten, die einen Vergleich zu einer Referenzgruppe ermoglicht.

Initial wurde die RNA der immunmagnetisch-isolierten CD34+-Zellen extrahiert und
anschlie8end fiir die Array-Experimente eingesetzt.
Fiir die Array-Experimente wurde das Atlas™ Human Array Trial Kit der Firma BD

Biosciences Clontech (Heidelberg, Germany) verwendet.

B.5.2. RNA-Extraktion

Nach der immunmagnetischen Zellisolation wurde die zelluldire RNA mit Hilfe des ,,RNeasy
Mini Kit*“ (Qiagen, Hilden, Deutschland) extrahiert.

Hierzu wurden initial 1,5 x 10° bis 3 x 10® immunmagnetisch angereicherte Zellen in ein
Eppendorf-Gefaf iiberfiihrt und kurz abzentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde
das Zellpellet in 600 pul RLT-Puffer (im Kit enthalten) resuspendiert und durch 1-miniitiges
»Vortexen™ lysiert. Der RLT-Puffer war zuvor mit 10 ul/ml B- Mercaptoethanol versetzt
worden. Als nichstes wurde dem Ansatz das gleiche Volumen Ethanol 70% hinzugefiigt, der
Ansatz gut durchmischt und dann auf eine RNeasy-Zentrifugationssidule aufgetragen.
AnschlieBend wurde der Ansatz eine Minute bei 10000 rpm zentrifugiert, der Durchfluss
verworfen und die RNeasy-Zentrifugationssdule in ein Collection Tube eingesetzt. Dann
wurden 650 ul RW1 Waschpuffer auf die Séule gegeben und die Sdule eine Minute lang bei
10000 rpm zentrifugiert. Nach Verwerfen des Durchflusses wurden 500 pl RPE Waschpuffer

auf die Sdule pipettiert und erneut eine Minute bei 10000 rpm zentrifugiert. Danach wurde die
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Séule in ein neues Collection Tube iiberfiihrt und nach nochmaliger Zugabe von 500 ul RPE

Waschpuffer 2 Minuten lang bei 12000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde die Séule
vorsichtig aus dem Collection Tube entnommen und die RNA mit 30 pl sterilem Wasser
durch einminiitige Zentrifugation bei 10000 rpm eluiert. Nachfolgend wurden RNA-Gehalt
und —Reinheit des Eluats photometrisch bestimmt. Zuletzt wurde das FEluat kurz
abzentrifugiert, und die RNA nach Verwerfen des Uberstandes in 2 ul RNAse freiem Wasser

resuspendiert. Unmittelbar danach wurde die reverse Transkription durchgefiihrt.

B. 5. 3. Reverse Transkription

Fiir die Konvertierung der mRNA zu radioaktiv markierter cDNA wurde der Gen-spezifische
CDS-Primer-Mix der Firma BD Biosciences Clontech (Heidelberg, Germany) verwendet, da
dieser im Gegensatz zu zufillig ausgewéhlten Primern sicherstellt, dass nur cDNA-Molekiile

solcher Gene synthetisiert werden, die sich auf dem jeweiligen Array befinden.

Als Substrat fiir das ,,Radioactive Labeling* diente a->*P-Desoxyadenosintriphosphat (dATP),
das von der Firma Amersham geliefert wurde.

Es wurden RNA-Mengen zwischen 1,2 pg und 4 pg revers transkribiert.

Zuerst wurde ein Mastermix hergestellt, der folgende Reagenzien enthielt: 3,5 ul a->*P-dATP
(35uClI, 1,295 Bq), 2 pl 5x Reaction Buffer, 1 pl 10X dNTP Mix und 0,5 pl DTT. Die
Mengenangaben beziehen sich auf ein Array-Experiment und wurden entsprechend der
Anzahl der durchgefiihrten Array-Experimente angepasst. Der Mastermix wurde bei
Raumtemperatur gelagert. Als niachstes wurden jeweils 1,5 ul RNA und 1,5ul CDS Primer
Mix in ein Eppendorf-Gefal3 pipettiert, kurz zentrifugiert und dann erst 4,5 Minuten lang bei
70° C und anschlieBend 3 Minuten lang bei 50° C im Wasserbad inkubiert. Im Anschluss an
diese Inkubationsphase wurden jeweils 8 ul des Mastermixes, der zuvor mit je 1 pl/Reaktion
MMLYV Reverse Transcriptase versetzt worden war, zu jeder Probe hinzupipettiert und 25
Minuten bei 50° C im Wasserbad inkubiert. Nach 25 Minuten wurde jeder Probe 1ul des 10X
Termination Mix hinzugefiigt, um die reverse Transkription zu beenden. AnschlieBend

erfolgte die Sdulenchromatographie.
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B.5. 4. Sdulenchromatographie

Zur Aufreinigung der radioaktiv markierten c¢cDNA wurde als nédchster Schritt eine
Siulenchromatographie durchgefiihrt, um **P-markierte Nukleotide zu entfernen, die nicht in
die cDNA-Striange inkorporiert wurden.

Dazu wurden die cDNA-Proben initial mit jeweils 190 ul NT2-Puffer verdiinnt und
anschlielend auf NucleoSpin Extraktionssdulen aufgetragen, die zuvor in 2 ml- Collection
Tubes eingesetzt worden waren. Die Proben wurden 1 Minute lang bei 14000 rpm

zentrifugiert und der Durchfluss verworfen.

Danach wurden die Extraktionsséulen jeweils in neue 2 ml- Collection Tubes transferiert und
nach Auftragen von jeweils 400 pl NT3-Puffer auf jede Extraktionssdule 1 Minute bei 14000
rpm zentrifugiert. Nachdem der Durchfluss verworfen wurde, wurde dieser Waschschritt
zweimal wiederholt. Zur Elution der gereinigten cDNA wurden anschlieBend je 100 pl NE-
Puffer auf die Extraktionssdulen aufgetragen, die zuvor in 1,5 ml- Microcentrifuge Tubes
transferiert worden waren. Nach einer Einwirkzeit von 1 Minute wurden die Proben 60
Sekunden bei 14000 rpm zentrifugiert und die Extraktionssdulen anschlieend verworfen.
Zuletzt wurde die Radioaktivitdt der cDNA-

Proben mit Hilfe eines Beckmann LS 9000 gemessen. Die erste Peak-Fraktion, die 0,5 — 10 x

10° cpm enthielt, wurde fiir die direkt anschlieBende Hybridisierung verwendet.

B.S.S. Hybridisierung

Als Hybridisierung wird ein Vorgang bezeichnet, bei dem ein Array der radioaktiv markierten
cDNA exponiert wird. Die radioaktiv markierte cDNA kann gemédfl dem Prinzip der
komplementiren Basenpaarung an die entsprechende cDNA auf dem Microarray binden.
Hierzu wurden die Microarrays zuerst mit 0,5 mg ,,Salmon Sperm DNA* prahybridisiert, um
das sogenannte ,Background Binding® zu verringern. AnschlieBend erfolgte die
Hybridisierung der Arrays mit der cDNA.

Zunichst wurde eine sogenannte Prahybridisierungslosung hergestellt. Dazu wurden 50 pl
,,Salmon Sperm DNA“ — Losung (entsprechen 0,5 mg) 5 Minuten auf 95° C—100° C erhitzt

und anschlieBend sofort auf Eis gekiihlt. Nach diesem Denaturierungsprozess wurde die
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»Salmon Sperm DNA* — Losung (BD Biosciences Clontech, Heidelberg, Germany) mit 5 ml
ExpressHyb™ Hybridization Solution, die zuvor auf 68° C erwdrmt worden war, vermischt
und bei 68° C aufbewahrt. Die Mengenangaben beziehen sich auf ein Array-Experiment und
wurden entsprechend der Anzahl der Versuche berechnet.

Als néchstes wurden die einzelnen Arrays mit je 10 ml destilliertem Wasser angefeuchtet und
in Hybridisierungsflaschen eingelegt, so dass sie vollstdndig an der Innenwand anlagen und
die DNA-Spots zum Flaschenlumen ausgerichtet waren. Im Anschluss daran wurden in jede
Hybridisierungsflasche 5 ml der oben beschriebenen Prahybridisierungslosung hinzupipet-
tiert.

Die so vorbereiteten Arrays wurden in einem Hybridisierungsofen (ThermoHybaid,
Heidelberg, Deutschland) 30 Minuten bei 68° C unter kontinuierlicher Rotation (6 rpm)
inkubiert.

Wihrend dieser Prahybridisierung wurden die cDNA-Proben vorbereitet. Als erstes wurden je
100 pl der cDNA-Proben mit je 11 pl 10x ,,.Denaturing Solution* (0,1 M NaOH) in einem
Eppendorf-Gefi$ gemischt und 20 Minuten bei 68° C inkubiert, um die cDNA-Proben zu
denaturieren. Danach wurden je 115 pl 2X , Neutralizing Solution* (0,5 M NaH,PO,) und je 5
ul COt-1 DNA (Qiagen, Hilden Deutschland) hinzugefiigt und die Proben erneut 10 Minuten
bei 68° C inkubiert. Insgesamt ergibt sich so ein Endvolumen von 231 ul fiir jede cDNA-
Probe. Die hinzugefiigte COt-1 DNA vermindert unspezifische Bindungen der cDNA-
Fragmente an die Arrays.

Nach Beendigung der Préhybridisierung wurden die Hybridisierungsflaschen und die darin
befindlichen Microarrays aus dem Hybridisierungsofen entnommen und senkrecht aufgestellt.
In jede Hybridisierungsflasche wurde dann das vollstindige Volumen je einer cDNA-Probe
pipettiert und durch vorsichtiges Schwenken mit der in der Flasche befindlichen
Prahybridisierungslosung vermischt. AnschlieBend wurden die Flaschen erneut in den
Hybridisierungsofen gestellt und 20 Stunden bei 68° C und kontinuierlicher Rotation (6 rpm)
inkubiert. Die kontinuierliche Rotation bewirkt einen konstanten, gleichméBigen Kontakt der

cDNA-Probe mit der Array-Membran.
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Nach Beendigung der Hybridisierungsphase wurden mehrere Waschschritte durchgefiihrt.

Hierfiir wurden zwei verschiedene Waschlosungen mit folgender Zusammensetzung

verwendet:
Waschlosung 1: 2X SSC, 1% SDS
Waschlésung 2: 0,1X SSC, 0,5% SDS

Zuerst wurden die Hybridisierungsflaschen aus dem Hybridisierungsofen entnommen und die
Hybridisierungslosung  vorsichtig entfernt. Die Array-Membranen wurden an der
Flaschenwand anliegend in den Hybridisierungsflaschen belassen. AnschlieBend wurden die
Hybridisierungsflaschen mit 68° C warmer Waschlsung zu 4/5 des Flaschenvolumens gefiillt
und 30 Minuten bei 68° C unter konstanter Rotation (12-15 rpm) im Hybridisierungsofen
inkubiert. Danach wurde die Waschlosung verworfen und dieser Waschschritt dreimal
wiederholt.

Nach einem weiteren Waschschritt, der nach dem gleichen Schema mit Waschlosung 2
durchgefiihrt wurde, erfolgte abschlieend ein Waschschritt mit 2X SSC-Losung.

Hierzu wurden die Array-Membranen vorsichtig mit Hilfe einer Pinzette von den
Hybridisierungsflaschen in ein Plastik-Gefal iiberfiihrt, das mit 2X SSC-Losung gefiillt war.
In dieser Losung wurden die Array-Membranen 10 Minuten lang bei Raumtemperatur unter
Schiitteln gewaschen. Unmittelbar danach wurden die Membranen in sterilen Plastikfolien

eingeschweifit und Phosphorlmager Filmen (FujiFilm, Diisseldorf, Deutschland) ausgesetzt.

B. 5. 6. Quantifizierung, Normalisierung und Statistische Analysen

Die Expositionszeit der Membranen ist abhéngig von der Aktivitét der jeweiligen Probe und
betrug bei unseren Experimenten zwischen 24 bis 96 Stunden.

Nach dieser Expositionszeit wurden die Phosphorlmager-Filme mit einem Phosphorlmager
(Fuji FLA-3000; FujiFilm) unter Benutzung der BAS-Reader 3.01 Software (Raytest,
Straubenhardt, Deutschland) ,,gescanned®. Die Intensitit der Signale jedes ,,Gen-Spots™ auf
den Arrays wurde mit Hilfe der TINA-Software 2.09 g (Raytest, Straubenhardt, Deutschland)
gemessen und anschlieBend durch die ArrayVision Software (Interfocus, Suffolk,

Grofbritannien) bestétigt.
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Nach Subtraktion der Hintergrund-Signale erfolgte die Normalisierung der Messdaten, indem
zuerst die mittlere Signal-Intensitit aus den 20% am stédrksten exprimierten Genen eines

Experiments berechnet wurde. Diese mittlere Signal-Intensitdt wurde in Bezug zu jedem
Einzelsignal gesetzt und als Ratio (Intensitit des Einzelsignals/mittlere Signal-Intensitdt) fiir
jedes Gen wiedergegeben. Um die Proben der vier PV-Patienten mit den Proben der zehn
gesunden Kontrollpersonen zu vergleichen, wurde fiir jedes Gen der Mittelwert der PV-
Patientengruppe und analog dazu fiir die Kontrollpersonengruppe berechnet. AnschlieBend
wurde fiir jedes Gen der Mittelwert der PV-Patientengruppe durch den Mittelwert der
Kontrollpersonengruppe  dividiert und das FErgebnis als Ratio (PV-Patienten-
gruppe/Kontrollpersonengruppe) dargestellt. Dabei bedeuten Werte groBBer 1 eine hohere
Expression des Gens bei PV-Patienten, wohingegen Werte kleiner 1 eine hohere Expression
des Gens in der Gruppe der gesunden Kontrollpersonen widerspiegeln. Um zu ermitteln, ob
diese Unterschiede in der Genexpression statistisch signifikant sind, wurde der Mann-

Whitney U-Test durchgefiihrt. Es wurden nur p-Werte < 0,01 als statistisch signifikant

zugelassen.
B. 6. Quantitative “Real-Time” RT-PCR
B.6.1. RNA-Extraktion

Zur Evaluierung der Expression von RAR f und RXR B auf mRNA-Niveau fiihrten wir eine
quantitative ,real-time* RT-PCR durch. Hierzu wird in einem ersten Schritt die zelluldre
RNA extrahiert und in cDNA revers transkribiert. AnschlieBend erfolgt die Durchfiihrung der
PCR.

Fir diese Experimente wurde die zellulire RNA der CD34+ Zellen nach der
immunmagnetischen Anreicherung mit Hilfe des ,,Absolutely RNA® Microprep Kit*
(Stratagene, La Jolla, USA) extrahiert. Vorteil dieses RNA-Extraktions-Kits im Gegensatz zu
dem weiter oben erwédhnten Kit ist eine integrierte DNase-Verdauung, die eine DNA-
Kontamination vermeidet.

Als erstes wurden 5 x10° Zellen kurz abzentrifugiert, der Uberstand verworfen, die Zellen in

100 pl Lyse-Puffer (im Kit enthalten), der zuvor mit 0,7 pl f-Mercaptoethanol versetzt
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worden war, aufgenommen und durch 1-miniitiges kriftiges “Vortexen™ lysiert. Danach
wurden 100 pl Ethanol 70% hinzugefiigt und gut gemischt. Dieses homogene Gemisch wurde
anschlieBend auf eine Zentrifugationssdule aufgetragen, bei 13000 rpm 60 Sekunden
zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Um eine DNA - Kontamination der Probe zu
vermeiden, wurde als néchster Schritt eine DNase —Verdauung durchgefiihrt. Dazu wurden
600 pl ,,Low Salt Wash* Puffer auf die Zentrifugationssdule aufgetragen und bei 13000 rpm
60 Sekunden zentrifugiert. Nach Abkippen des Durchflusses wurde die Zentrifugationsséaule
erneut 120 Sekunden bei 13000 rpm abzentrifugiert, um samtliche Fliissigkeitsriickstdnde aus
der Zentrifugationssdule zu entfernen. Anschliefend wurden 30 pul DNase —Losung, die aus 5
ul RNase freier DNase I und 25 pl ,,DNase Digestion” Puffer hergestellt wurde, auf die
Zentrifugationssdule aufgetragen und bei 37° C 15 Minuten im Wasserbad inkubiert. Nach
Beendigung der Inkubation wurden 500 pl ,High Salt Wash*“ Puffer auf die
Zentrifugationsséule pipettiert, 60 Sekunden bei 13000 rpm zentrifugiert und der Durchfluss

verworfen. In zwei weiteren Waschschritten wurden 600 pl beziehungsweise 300 pl ,,.Low
Salt Wash* Puffer auf die Zentrifugationssdule aufgetragen und jeweils 60 Sekunden bei
1300 rpm zemtrifugiert. Der Durchfluss wurde jeweils verworfen und die
Zentrifugationssdule  in ein Sammelr6hrchen transferiert. Um die RNA aus der
Zentrifugationssdule zu eluieren, wurde die Probe mit 30 pl ,,Elution Puffer 2 Minuten lang
inkubiert und danach 60 Sekunden bei 13000 rpm zentrifugiert. Zur Verbesserung der
Ausbeute bei der RNA-Extraktion wurde dieser Elutionsschritt anschlieBend mit 20 pl
Elutions-Puffer wiederholt. Die Menge und Reinheit der so extrahierten RNA wurden

photometrisch bestimmt und die reverse Transkription unmittelbar angeschlossen.

B. 6. 2. Reverse Transkription

Um die RNA zu cDNA umzuschreiben, wurde zundchst der so genannte cDNA-Mix
bestehend aus folgenden Komponenten hergestellt: 10,5 pl 5xGibco-M-MLV-Puffer, 0,53 ul
Gibco-DTT (0,1M), 2,1 ul 4xdNTPs (je 25 mM), 1,1 pl pdNe-Losung [539 pl H,O, 21 pl
KCL (0,5 M) 50 U pdNg] und 10,3 pl RNase freies H,O. Aus diesem Mix mit einem
Endvolumen von 24,53 pl wurden 19 pl entnommen und unmittelbar vor der reversen

Transkription mit 1,33 ul M-MLV-RT (Gibco, 200 u/ul) und 0,67 ul RNasin (Gibco, 40 u/ul)
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versetzt. Die Angaben beziehen sich auf eine Einzelprobe, fiir die Versuche wurde ein
Mastermix entsprechend der Anzahl der Proben synthetisiert.

Anschliefend wurden 19 pl RNA-Eluat mit 21 pl cDNA-Mix mit M-MLV-RT und RNasin
gemischt und zuerst 2 Stunden bei 37° C und danach 10 Minuten bei 65° C inkubiert. Die
reverse Transkription wurde auf dem ,,Mastercycler personal der Firma Eppendorf (Koln,

Deutschland) durchgefiihrt.

B. 6. 3. Prinzip der “Real-Time” RT-PCR

Um die Detektion und Quantifizierung der mRNA-Expressionsstirke von RAR  und RXR 3
zu ermdglichen, wurde eine RT-PCR mit dem ABI PRISM® 7900HT Sequence Detection
System Instrument (Applied Biosystems, Applera Deutschland GmbH, Darmstadt,
Deutschland) durchgefiihrt. Dieses Hybridisierungsformat wurde fiir die DNA-Detektion und
—Quantifizierung entwickelt und erlaubt eine maximale Spezifikation der PCR-Produkte.
Grundprinzip dieses Verfahrens ist eine speziell fiir das erwiinschte PCR-Produkt hergestellte
TagMan-Sonde. Diese TagMan-Sonde (Tagman MGB probe) ist an ihrem 3" Ende mit einem
»NonFluorescent Quencher” und an ihrem 5" Ende mit einem ,,reporter dye* (6-Carboxy-
Fluoreszein) markiert. In diesem Zustand bewirkt der geringe Abstand zwischen
»NonFluorescent Quencher“ und ,reporter dye* die Ausloschung des durch 6-Carboxy-
Fluoreszein emittierten Lichts. Dieser Vorgang wird als ,,Forster-type energy transfer
bezeichnet”’. Die Sequenz der Sonde ist so gewdhlt, dass sie an die amplifizierten cDNA-
Fragmente binden kann. In jeder ,,Annealing-Phase* bindet die Sonde an die komplementére
Basensequenz der entstehenden PCR-Produkte. Bindet nun die Taqman-Sonde an das
wachsende PCR-Produkt, spaltet die AmpliTaq Gold DNA-Polymerase aufgrund ihrer

5" Exonuklease-Funktion den ,;reporter dye* vom NonFluorescent Quencher wéhrend der
Extensionsphase ab. Der ,,reporter dye* emittiert daraufthin ein griines Licht der Wellenldnge
530 nm, welches iiber den Messkanal des ABI PRISM® 7900HT Sequence Detection System
Instrument gemessen wird. In jeder Annealing/Extension-Phase spaltet die AmpliTaq Gold
DNA-Polymerase den ,,reporter dye* ab, wenn die Sonde an die neu entstandenen cDNA-

Strénge hybridisiert hat. Dadurch vergrofert sich die Menge des emittierten Lichtes
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proportional zur Menge an PCR-Produkten mit zunehmender Zykluszahl. Es wird der PCR-

Zyklus bestimmt, an dem die Fluoreszenz ein zuvor festgelegtes Niveau erreicht. Dieser
Zyklus wird ,.cycle of threshold“ (Ct) genannt. Der Cr-Wert dient als Mal} fiir die im
Ausgangsmaterial enthaltene Menge an der gewiinschten Zielsequenz der PCR. Um die
Menge einer Zielsequenz in verschiedenen Proben miteinander vergleichen zu kdnnen, erfolgt
eine Normalisierung tiiber ein Referenzgen. Bei der quantitativen RT-PCR dienen
Housekeeping-Gene wie zum Beispiel Glycerinaldehyd-3-Phophat Dehydrogenase (GAPDH)
als Referenzgene. Die Normalisierung erfolgt iiber die Differenz der Cr-Werte fiir Zielgen

und Referenzgen (ACr) fiir eine Probe.

B. VL. 3. Quantitative “Real-Time” RT-PCR mittels TaqMan®-Sonde

Die RNA-Extraktion und die Reverse Transkription (RT) wurden wie unter B. 2. 1. und
B. 2. 2. beschrieben durchgefiihrt.

,»Assay-on-Demand Gene Expression Products“ sind kommerziell erwerbbare, von der Firma
Applied Biosystems, Applera Deutschland GmbH (Darmstadt, Deutschland) etablierte und

synthetisierte Primerpaare kombiniert mit der jeweilig passenden TagMan®-Sonde.

Die Sequenz der Primer und die Lange des zu erwartenden PCR-Produkts werden von der
Firma nicht bekanntgegeben.
Fiir die Durchfiihrung der quantitativen “Real-Time” RT-PCR wurden folgende ,,Assay-on-

Demand Gene Expression Products* eingesetzt:

“Assay-on-Demand Gene Expression Products”:

Retinoic acid receptor beta (Hs00233407 ml, Applera)
Retinoic X receptor beta (Hs00232774 1, Applera)
GAPDH (Hs99999905 ml, Applera)

Es wurde das ,,TagMan® Universal PCR Master Mix, No AmpErase” UNG* Kit (Applied
Biosystems, Applera Deutschland GmbH, Darmstadt, Deutschland) verwendet.
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Die PCR wurde in einer AbiPrism”® 96-Well Optical Reaction Plate (Applied Biosystems,
Applera Deutschland GmbH, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt. Pro Ansatz wurden

12,5 ul TagMan® Universal PCR Master Mix, No AmpErase® UNG(2x)* und 1,25 pl

20x Assay-on-Demand Gene Expression Product als Mastermix (13,75 ul pro Ansatz)
angesetzt und einzeln mit jeweils 11,25 pul cDNA (20ng total RNA revers transkribiert zu
cDNA) auf 25 pl aufgefiillt. Die 96-Well-Platte wurde mit einem ,,AbiPrism® Optical
Adhesive Cover“ (Applied Biosystems) verschlossen und bei 1500 rpm 10 Sekunden
zentrifugiert. Die quantitative “Real-Time” RT-PCR wurde auf dem ABI PRISM® 7900HT
»Sequence Detection System Instrument* (Applied Biosystems, Applera Deutschland GmbH,
Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt. Nach einer Vor-Inkubationszeit von 10 Minuten bei
95° C folgten 40 Zyklen mit jeweils 15 Sekunden Denaturierung und 1 Minute Primer-
Annealing/Kettenverldngerung bei 60° C. Der Verlauf der Fluoreszenzstirke wurde von der
AbiPrism®-Software (Applied Biosystems®”) wihrend der PCR-Zyklen kontinuierlich
detektiert. Anhand der gemessenen Fluoreszenzstirke in den einzelnen Amplifikationszyklen
ermittelt die Software die Cr-Werte der Proben. Hierfiir legten wir den sog. ,,FAM threshold*
auf 0,1 fest.

B.7. Klonogener Wachstumstest (“Colony-forming assays”)

B.7.1. Prinzip der “Colony-forming assays”

,»Colony-forming assays* stellen eine etablierte Methode zur funktionellen Untersuchung
hamatopoietischer Progenitorzellen dar®. Sie erméglichen eine Aussage iiber die erythroide
und myelomonozytéire Differenzierungskapazitit von Vorlduferzellen. In diesem Experiment
benutzten wir ein methylcellulosehaltiges Medium, das aufgrund seiner Zytokin- und
Wachstumsfaktor-Zusammensetzung selektiv das Wachstum von CD34+ hidmatopoietischer

Stamm- und Progenitorzellen erlaubt.

B.7.2. »Colony-forming assays*

Um mogliche Wirkungen von ATRA auf das Koloniebildungsverhalten von CD34+ Zellen

von PV-Patienten zu untersuchen, fiihrten wir einen ,,Colony-forming assay* durch.
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Dazu wurde folgender Ansatz gewihlt:

1.) Kontrolle keine Zusitze

2.) Kontrolle mit DMSO DMSO

3.) ATRA 10° M Endkonzentration
4.) ATRA 10° M Endkonzentration

Zur Herstellung einer 10° M ATRA-Stammlésung wurden 50 ul ATRA in 16,64 ml DMSO
geldst. Diese Stammlosung wurde anschliefend im Verhltnis 1:10 mit DMSO zu einer 107
M Stammldsung verdiinnt. Um mdgliche Einfliisse des DMSO auf das Wachstum und die
Differenzierungskapazitdt der hdmatopoietischen Progenitorzellen zu untersuchen, wurde
einer Kontrolle das entsprechende Volumen reines DMSO hinzugefiigt.

In Abhingigkeit der zur Verfiigung stehenden Zellmenge wurden die Versuche mit 1x 10°, 5x
10° und 1x 10° Zellen pro Kulturschale durchgefiihrt. Jeder Versuch erfolgte als Doppel-

ansatz.

Mononukledre Zellen wurden aus Aderldssen von PV-Patienten mittels Dichtegradienten-
Zentrifugation isoliert. AnschlieBend wurden die Zellen 2 min bei 2400 rpm abzentrifugiert,
der Uberstand verworfen und das Zell-Pellet in 2000ul RPMI 1640-Medium (Sigma,
Taufkirchen, Deutschland) resuspendiert. Zusitzlich enthielt das RPMI 1640-Medium 1%
Penicillin, 1% Streptomycin, 1% L-Glutamin und 10% FCS. Als néchstes wurden je 2500ul
eines semisoliden, Methylcellulose-haltigen Mediums in 4 Cryotubes vorgelegt. Als Medium
diente MethoCult® SF H4436 (StemCell Technology, Vancouver, Canada) mit folgender
Zusammensetzung: Methylcellulose in Iscove's MDM, Bovine Serum Albumin,
rekombinantes humanes Insulin, humanes Transferrin (Eisen-gesittigt), 2-Mercaptoethanol,
L-Glutamin, rh Stem Cell Factor, rh GM-CSF, rh IL-3, rh IL-6, rh G-CSF, rh Erythropoietin.
In jedes der Cryotubes mit je 2500ul Medium wurden danach je 500ul der Zellsuspension
pipettiert, so dass ein Endvolumen von 3000ul in jedem Cryotube entstand. Durch 1-
mintitiges ,.kraftiges Vortexen* wurden die Zellen homogen im Medium verteilt. Als nidchstes
wurde in jedes Cryotube entsprechend des oben beschriebenen Ansatzes das jeweilige
Volumen der Stammlésung hinzupipettiert und durch ,kriftiges Vortexen“ im Medium
verteilt. AnschlieBend wurden aus jedem Cryotube zweimal je 1000ul Zellsuspension mit

einer 1000ul Insulinspritze (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) entnommen und in
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zwei kleine Petrischalen (Corning Inc., Corning, USA) iiberfiihrt. Durch leichtes Schwenken
wurde die Zellsuspension gleichmiBig auf dem Boden der Petrischalen verteilt. Die beiden
Petrischalen der vier Ansitze wurden jeweils in eine groBe Petrischale (Greiner bio-one,
Kremsmiinster, Osterreich) gestellt. Zuletzt wurde in jede groBe Petrischale eine weitere
kleine Petrischale gestellt, die 1000ul steriles Wasser enthielt. AnschlieBend wurden die
Zellkulturen bei 37° C und 4,7% CO, 14 Tage inkubiert.

B.7.3. Auswertung der ,,Colony-forming assays*

Die Auswertung der Colony-forming assays erfolgte nach der 14-tdgigen Inkubationszeit mit
Hilfe eines Auflichtmikroskops (Leitz Diavert ©) bei 100-facher VergroBerung.

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

B.7.4. Statistische Analysen
Anhand der erhaltenen Koloniezahlen fiir BFU-E und CFU-GM in den einzelnen Ansétzen
wurden Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet (Micrososoft Excel*"). Es wurden

jeweils Zellen von PV-Patienten mit Zellen von gesunden Kontrollpersonen verglichen. Ein

p-Wert < 0,05 ( Student-T-Test) wurde als statistisch signifikant gewertet.
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C Ergebnisse

C.1. Genexpressionsprofile von PV-CD34+ Zellen

Um mogliche molekulare Ursachen fiir die gesteigerte Proliferation hdmatopoietischer
Progenitorzellen bei PV zu identifizieren, untersuchten wir die Genexpression von immun-
magnetisch angereicherten CD34+ Zellen aus dem Knochenmark von vier unbehandelten
Patienten mit PV mittels der cDNA-Array-Technik. Als Vergleich diente die Genexpression
in CD34+ Zellen von zehn gesunden Knochenmarkspendern.

Hierfir benutzten wir  Clontech Atlas™ cDNA-Arrays, was eine Betrachtung der
Genexpressionsprofile der einzelnen Patienten erlaubt, ohne dass ein ,,Pooling* der einzelnen
Patientenproben oder eine Amplifikation der mRNA aus den CD34+ Zellen mittels PCR-
gestiitzter Techniken oder in-vitro-Transkription notwendig ist.

Auf den Clontech Atlas™ Human 1.2 I ¢cDNA Arrays sind 1185 verschiedene Gene

aufgetragen.
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Abbildung 2: Clontech Human 1.2 I cDNA Array. Beispielhaft ist ein Array abgebildet, bei
dem jeder dunkle Punkt eine Zielsequenz darstellt. An diese bindet die komplementire DNS
entsprechend der in der Probe enthaltenen Menge.
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Beim Vergleich des Genexpressionsprofils der Patienten mit PV mit dem der gesunden
Probanden fanden wir bei 107 Genen einen statistisch signifikanten Unterschied (p < 0,01)
der Expressionsstirke. Von diesen 107 differentiell exprimierten Genen waren 50 Gene in der
Patientengruppe um den Faktor 1,9 bis 192 stirker exprimiert. Fiir die restlichen 57 Gene
fanden wir bei den Patienten eine um den Faktor 1,75 bis 14,3 verminderte Expression. Die

differentiell exprimierten Gene sowie und p-Werte sind in Abbildung 3 zusammengefasst.

Im Folgenden werde ich die differentiell exprimierten Gene entsprechend funktioneller
Gruppen darstellen:

Zunichst wenden wir uns den Genen zu, die an der Regulation von Apoptose beteiligt sind.
Hierbei fanden wir sechs proapoptotische Gene, Calpain, Caspase 2, Caspase 3, DAPK 1,
Ribosomal Protein S 19 und ALG 2, die bei PV-CD34+ Zellen 2- bis 8-fach schwicher
exprimiert sind, wihrend eine 4-fach verstirkte Expression des antiapoptotischen Gens SMN
1 nachweisbar war. Insgesamt sprechen die Expressionsdaten fiir eine verminderte
apoptotische Aktivitit der PV-CD34+ Zellen.

Im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe wiesen PV- CD34+ Zellen fiir 7 Transkriptions-
faktoren eine erhohte Genexpression auf, wohingegen 17 andere Transkriptionsfaktoren in
PV-CD34+ Zellen auf RNA-Niveau schwicher exprimiert waren. Dieses hinsichtlich der
Transkriptionsfaktoren verdnderte Expressionsmuster konnte einerseits die in Richtung
Erythropoiese verschobene Zelldifferenzierung bei PV erkldren, andererseits kann die
differentielle ~Expression der Transkriptionsfaktoren als direkte oder indirekt-
kompensatorische Folge der verdnderten Signaltransduktion in PV-CD34+ Zellen interpretiert
werden®®*"47,

Wir konnten fiir ingesamt 13 Gene eine differentielle Expression nachweisen, die den
Zellzyklus und die DNA-Replikation beeinflussen. Acht dieser Gene waren stirker ex-
primiert, 5 Gene waren schwicher exprimiert. Insgesamt kann aus diesen Daten
geschlussfolgert werden, dass weder die Stimulation oder Inhibition des Zellzyklus fiir die
klonale Proliferation der hdamatopoetischen Progenitorzellen bei PV verantwortlich sind.
Diese Beobachtung konnte die Theorie bestirken, dass PV eher eine myeloakkumulative denn

eine myeloproliferative Erkrankung ist.
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Abbildung 3a, b: Differentielle Genexpression in PV-CD34+ Zellen (PV) im Vergleich mit CD34+

Zellen von gesunden Probanden (GK). Die Gene sind in unterschiedlichen funktionellen Gruppen ein-

geteilt. Zur Darstellung der differentiellen Genexpression wurde eine logarithmische Darstellung (log,)
gewdhlt. Positive Werte (rote Balken) zeigen eine erhohte Expression in PV-CD34+ Zellen, negative Werte
(griine Balken) zeigen eine verminderte Expression in PV-CD34+ Zellen. Standardabweichungen sind

dargestellt. Es wurden nur Gene mit statistisch signifikanter, differentieller Expression (p< 0,01) abgebildet.
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Abbildung 3b: Differentielle Genexpression in PV-CD34+ Zellen (PV) im Vergleich mit CD34+

Zellen von gesunden Probanden (GK).
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Mit Blick auf Gene, die eine Rolle im Zellmetabolismus und fiir sogenannte Detoxifikations-
prozesse spielen, zeigten PV- CD34+ Zellen fiir diese Gene eine iiberwiegend verminderte
Expression. Moglicherweise fiihrt dies bei PV zu einer genetischen Instabilitit der hdmato-
poietischen Progenitorzellen und fordert die Entstehung eines malignen Zellklons.

Bei den Proteinasen und Proteinaseinhibitoren fanden wir eine 2- bis 15fache Erhéhung der
Genexpression folgender Gene unter den PV-Patienten: Matrix Metalloproteinase 11, TIMP
1, Proteasome Components C2, C5 und C8 sowie Proteasome Inhibitor Subunit 1. Letztere
legen eine gesteigerte Proteasomaktivitt bei Patienten mit PV nahe. Dies legt die Vermutung
nahe, dass bei Patienten mit PV eine Therapie mit dem Proteasom-Inhibitor Bortezomib (PS
41,Velcade® Millenium, Cambridge, MA) erfolgreich sein konnte® .

Fiir insgesamt 20 Gene, die Bestandteil von Signaltransduktionskaskaden sind, konnten wir in
PV-CD34+ Zellen verglichen mit den CD34+ Zellen der gesunden Kontrollgruppe eine
verdnderte Genexpression nachweisen. Hierzu zdhlten unter anderem die Proteinkinase A
regulatory subunit B und Hematopoietic Cell Kinase. Besonders erwidhnenswert ist jedoch,
dass die Janus Kinase 2 (JAK2), die durch eine Punktmutation bei bis zu 97% der PV-
Patienten konstitutive Aktivitét erlangt, in PV-CD34+ Zellen um den Faktor 2,87 auf mRNA-
Niveau hochreguliert ist’®"*’. Zusammenfassend betrachtet konnten die Verdnderungen
verschiedener Signalkaskaden Ursache der trilinedren Zellhyperplasie bei PV  sein.
Andererseits konnten diese Alterationen auch sekundér infolge der JAK2-Mutation im Sinne
eines ,,Cross-Talks* zwischen verschiedenen Signalkaskaden betrachtet werden.

Fokussiert auf Wachstumsfaktoren und Zytokine fanden sich mit Interferon gamma,
Interleukin 4, Interleukin 6, Interleukin 13, Transforming Growth Factor B1 (TGF f1),
Transforming Growth Factor B2 (TGF B2), Epidermal Growth Factor (EGF), Bone
Morphogenetic Protein 2 (BMP 2), Endothelin 12 und Endothelial Monocyte Activating
Peptide II 10 Gene, die in CD34+ Zellen von PV-Patienten stirker exprimiert wurden.
Ebenfalls eine erhohte Expression in PV-CD34+ Zellen lie sich fiir verschiedene
Oberfldchenrezeptoren, z. B. Insulinrezeptor, Opioidrezeptor al, CRH 1-Rezeptor, TGF B1-
Rezeptor, Fibroblast Growth Factor Receptor 1, Fibronectin B-Rezeptor und den PDGF f-
Rezeptor nachweisen. Im Gegensatz dazu war die mRNA des G-CSF-Rezeptors bei PV-
Patienten signifikant geringer exprimiert.

Die verdnderte Expression von Signalmolekiilen einerseits und Rezeptoren andererseits

konnte fiir die Dysregulation der himatopoietischen Differenzierungsentscheidungen bei
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dieser chronisch myeloproliferativen Erkrankung verantwortlich sein. Alternativ konnte auch
dieses alterierte Genexpressionsmuster der Oberflachenrezeptoren und Signalmolekiile eine
Folge oder ein Kompensationsmechanismus der durch die JAK2-Mutation verdnderten

. . . 4
Signaltransduktion sein®®>"*,

Interessanterweise waren bei den PV-Patienten drei Gene hochreguliert, die eine Rolle bei der
Retinsdure-Signalkaskade spielen: Retinoic Acid Receptor beta (RAR ) war 5,5fach (SA:
1,52), Retinoic X Receptor beta (RXR B) 2,4fach (SA:0,26) und Cellular Retinoic Acid
Binding Protein 2 (CRABP2) 3,5fach (SA: 1,18) stirker exprimiert in CD34+ Zellen von PV-

Patienten verglichen mit CD34+ Zellen von gesunden Kontrollpersonen.
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C.2. Uberexpression von RAR f und RXR p auf mRNA-Ebene

Im nichsten Schritt iiberpriiften wir die differentielle Expression der Gene des Retinsdure-
Signalweges (RARP/ RXRB) mit der quantitativen RT-PCR. Dafiir entwickelten wir eine auf
der TagMan®-Technologie basierende, quantitative , Real-Time* RT-PCR.

Hierbei bestimmten wir fiir jede Probe von 6 Patienten mit PV und 6 gesunden Kontroll-
personen die Cr-Werte fiir RAR B und RXR . Jedes Experiment wurde als Doppelansatz
durchgefiihrt. Die RAR - beziehungsweise die RXR B-spezifischen PCR-Kurven sowie die
PCR-Kurven des Referenzgens GAPDH der einzelnen CD34+ Zellproben von PV-Patienten
und gesunden Kontrollpersonen wurden miteinander verglichen.

Der ,,cycle of threshold* (Cr) der RAR B-spezifischen PCR-Kurven lag bei PV-CD34+ Zellen
im Durchschnitt bei Zyklus 32,8 und im Vergleich dazu bei den gesunden Kontrollpersonen
im Durchschnitt bei Zyklus 35,2. Bei Betrachtung der RXR B-spezifischen PCR-Kurven lag
der ,.cycle of threshold“ (Cr) bei den PV-CD34+ Zellen im Durchschnitt bei Zyklus 26,4,
wihrend dieser bei den gesunden Kontrollpersonen im Durchschnitt bei Zyklus 28,6 lag. Die
»cycle of threshold“ (Cr) —Werte fiir die GAPDH-spezifischen PCR-Kurven von PV-
Patienten und gesunden Kontrollpersonen lagen im Durchschnitt bei Zyklus 20,3 (Abbildung
4).
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Abbildung 4: Bestitigung der Uberexpression von RARp und RXRp in PV-CD34+
Zellen mit der quantitativen ,,Real Time* RT-PCR. Reprisentativ flir insgesamt 6
unabhingig voneinander untersuchten PV-CD34+ Proben und 6 CD34+ Zellsamples von
gesunden Kontrollpersonen (GK) sind die PCR-Kurven der RARB- bzw. RXRp- sowie der
GAPDH-spezifischen PCR aus einem Experiment dargestellt. GAPDH fungierte als externe
Kontrolle. Ein ,Pooling der einzelnen Proben erfolgte nicht.

A. qRT-PCR von GAPDH und RARR. B. qRT-PCR von GAPDH und RXR.
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Entsprechend erfolgte die Berechnung von ACr(RAR B — GAPDH) beziehungsweise des
ACr(RXR B —GAPDH) fiir PV- und Kontrollproben (Tabelle 3). ACr(RAR f — GAPDH) lag
bei den PV-Proben im Durchschnitt bei 12,5, bei den gesunden Kontrollproben hingegen bei
14,9. Parallel dazu betrug der AC(RXR B — GAPDH)-Wert bei den Proben von PV-Patienten
durchschnittlich 6,1, bei den gesunden Kontrollproben bei 8.4.

Durch Subtraktion der ACr-Werte der PV-Proben von den ACr -Werten der gesunden
Kontrollproben haben wir die sog. AACr-Werte fiir das jeweilige Gen berechnet. Durch
Potenzierung der Zahl 2 mit dem jeweiligen AACr-Wert konnte fiir die beiden untersuchten
Gene die Expression als Ratio PV/gesunde Kontrollen ermittelt werden. Hiernach war RAR 3
bei den Patienten mit PV 5,3fach hoher exprimiert als bei den gesunden Kontrollpersonen.
Die Expression des RXR [ war bei den Patienten mit PV im Vergleich mit den gesunden

Kontrollen um den Faktor 4,8 ebenfalls erhoht.

Tabelle 3:  Vergleich der Expressionsdaten aus den cDNA-Array-Experimenten und

der quantitativen RT ,,real-time* Polymerase Chain Reaction (QRT-PCR)

RXR B RXR B
cDNA array
Expression PV/HD 5.5 2.4
SA 1,52 0,26
p 0,001 0,005
gRT-PCR
ACt*, gesunden Kontrollen 14,903 8,368
SA, gesunde Kontrollen 0,470 1,157
ACt®, PV-Patienten 12,496 6,103
SA, PV-Patienten 0,991 1,383
AAC:© 2,407 2,265
Expression PV/HD D 53 4,8

p 0,0001 0,007
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Ergebnisse- Uberexpression von RAR f und RXR B auf mRNA-Ebene

A Mittelwert der Differenz aus den CT-Werten fiir das spezifische Gen und GAPDH fiir
individuelle Proben (n=6)

B Mittelwert der Differenz aus den CT-Werten fiir das spezifische Gen und GAPDH fiir
individuelle Proben (n=8)

“AACr=ACr (gesunde Kontrollen) - ACr (PV-CD34+ Zellen)

P Expressionsratio PV/HD = 2 44T

Abbildung 5: Bestitigung der Genexpressionsdaten mit Hilfe der RT-PCR. Dargestellt
sind die Expressionsstirken des RARP und RXR[ , die mit Hilfe der cDNA-Array-Technik
(graue Sdulen, n=4) und der RT-PCR (helle Sdulen, n=8) ermittelt wurden. Abgebildet sind
jeweils Mittelwert und Standardabweichung.

\

RARP RXRP
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C.3. ATRA-induzierte Hemmung des Wachstums von PV-CD34+ Zellen

All-trans Retinsdure (ATRA) ist ein biologisch aktives Derivat des Vitamin A und fungiert als
physiologischer Ligand des RAR [372’78. Um zu priifen, ob eine Stimulation von RAR 3 durch
ATRA das klonogene Wachstumsverhalten von CD34+ Zellen von PV-Patienten beeinflusst,
filhrten wir Methylcellulose-Assays durch. Hierzu inkubierten wir CD34+ Zellen von 5 PV-
Patienten 14 Tage mit ATRA in 2 verschiedenen Konzentrationen. Als Kontroll-Ansitze
kultivierten wir CD34+ Zellen dieser Patienten mit H,O und mit DMSO. Nach
vierzehntdgiger Inkubationszeit erfolgte die lichtmikroskopische Auswertung. Die Kolonien
wurden anhand morphologischer Kriterien in ,,Burst-Forming Units Erythrocyte* (BFU-E)
und ,,Colony-Forming Units Granulocyte/Monocyte* (CFU-GM) eingeteilt.

ATRA bewirkte eine signifikante, dosisabhangige Reduktion des Wachstums der BFU-E von
PV-Patienten im Vergleich zu den Kontrollansitzen. (Abbildung 6 und 7)

PV-CD34+ Zellen, die ATRA in einer Konzentration von 1 uM ausgesetzt waren, zeigten
eine Inhibition der BFU-E-Proliferation von 72% (SA 20%, p < 0,001). PV-CD34+ Zellen,
die bei einer 10uM ATRA-Konzentration kultiviert wurden, wiesen sogar eine Reduktion der
BFU-E-Proliferation von 89% (SA 16%, p <0,001) auf.

Das Wachstum der Colony-Forming-Units Granulocyte/Monocyte (CFU-GM) wurde durch
ATRA nicht signifikant beeinflusst (Abbildung 6 und 7).
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Abbildung 6: Dosisabhingige Hemmung des klonogenen Wachstums

ATRA

10 uM

erythroider

Kolonien bei himatopoietischen Progenitorzellen von Patienten mit PV. Mononukledre
Zellen aus dem peripheren Blut von fiinf Patienten mit PV wurden in ,,Colony forming
assays* untersucht. BFU-E (dunkle Balken) und CFU-GM (weille Balken) wurden nach 14
Tagen ausgezidhlt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen. Eine
statistisch signifikante Inhibition des klonogenen Wachstums ist durch * (p<0,01) gekenn-

zeichnet.
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R e

Abbildung 7: Hemmung der erythroiden Koloniebildung himatopoietischer
Progenitorzellen eines Patienten mit PV durch ATRA. Eines von fiinf unabhingigen
Experimenten ist reprisentativ abgebildet. A. H,O-Kontrolle. B. DMSO 0,1%. C. ATRA
1uM, DMSO 0,1%. D. ATRA 10 uM, DMSO 0,1%.
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D Diskussion

D. 1. Untersuchung der Genexpression von CD34+ Zellen aus dem

Knochenmark von Patienten mit PV

In dieser Arbeit verglichen wir mit Hilfe von cDNA-Arrays das Genexpressionsprofil von
CD34+ Zellen aus dem Knochenmark von Patienten mit PV mit dem Genexpressionsprofil
von CD34+ Zellen aus dem Knochenmark von gesunden Personen. Um mdgliche therapie-
induzierte Verdnderungen der Genexpression auszuschlieBen, wahlten wir ausschlieBlich
Patienten mit PV aus, deren Diagnose erst kurz zuvor gestellt worden war und die noch
unbehandelt waren. Obwohl Granulozyten aus dem peripheren Blut einfacher zu gewinnen
sind, untersuchten wir anders als zwei Arbeitsgruppen CD34+ Zellen aus dem Knochenmark,
da die Ursachen der PV in Verdnderungen einer hdmatopoietischen Progenitorzelle zu

vermuten sind**%¢.

D.1.1. Differentielle Genexpression verschiedener funktioneller Genfamilien

Hierbei fanden wir 107 Gene, die im Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe in PV-
CD34+ Zellen differentiell exprimiert werden. Dieses Genexpressionsprofil kann
moglicherweise pathophysiologische Zusammenhénge bei Patienten mit PV auf molekularer
Ebene aufdecken und erkldren, anderseits vermag es neue Ansatzpunkte flir eine kausale
Therapie der PV zu liefern.

Bei der Betrachtung der verschiedenen funktionellen Gruppen konnten wir zeigen, dass die
sechs proapoptotische Gene Calpain, Caspase 2, Caspase 3,DAPK 1, Ribosomal Protein S 19
und ALG 2, bei Patienten mit PV geringer exprimiert sind, wahrend das antiapoptotische Gen
SMNI1 in PV-CD34+ Zellen stirker exprimiert wird. Insbesondere die verminderte

Expression der Caspase 2 und Caspase 3 konnten fiir die Pathogenese der PV von Bedeutung
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sein. Caspasen sind zytoplasmatische Proteasen, die autokatalytisch nach Stimulierung durch
verschiedene Mechanismen, wie zum Beispiel tiber den CD 95 (Fas/Apo-1) Rezeptor, in
einer Kaskade aktiviert werden und dann {iber weitere katalytische Schritte zum
programmierten Zelltod fithren””. Dabei existiert eine direkte Verbindung zwischen der

Erythropoiese und der Caspase 3

. Proliferation und Differenzierung von erythroid-
determinierten Progenitorzellen nach Stimulation mit Erythropoietin werden unter anderem
durch die gesteigerte Expression des Transkriptionsfaktors GATA-1 vermittelt”. Eine
verminderte Stimulation durch Erythropoietin resultiert hingegen in einer Aktivierung von
Caspase 3 und weiteren Caspasen, was durch den Abbau von GATA-1 die Apoptose der
erythroiden Vorlduferzellen®™®' fordert. Zeuner et al konnten zeigen, dass in erythroiden
Vorlduferzellen von Patienten mit PV, welche die JAK2-Mutation aufweisen, nach
Aktivierung des CD 95 (Fas/Apo-1) Rezeptors eine verminderte Caspase-3-Aktivitidt und
konsekutiv eine verminderte Proteolyse von GATA-1 vorliegen®. Die fir PV
charakteristische Hypersensivitit gegeniiber Erythropoietin und anderen Zytokinen infolge
der konstitutiven Januskinase 2 mag zu einer Akkumulation von GATA-1 und somit zur
gesteigerten Hamatopoiese beitragen. Diese Beobachtung korreliert mit der von uns in PV-
CD34+ Zellen nachgewiesenen verminderten Expression der Caspase 3 und ldsst vermuten,

dass die Erythrozyten-Akkumulation bei PV zum Teil Folge einer verminderten Apoptoserate

der Vorlduferzellen ist.
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Wildtyp JAK2 mit EPO Wildtyp JAK2 ohne EPO JAK?2 mit V617F
Mutation ohne EPO

®
® o “~t 009 0 o
e ® o

Erythroide Progenitorzellen

Abbildung 8: Verminderter Apoptose und gesteigerte Proliferation erythroider
Progenitorzellen bei PV als Folge der JAK2 (V617F)-Mutation. Durch die Bindung von
Erythropoietin an den Rezeptor wird der Transkriptionsfaktor GATA-1 hochreguliert. Dies
vermittelt den erythroiden Vorlduferzellen einen Wachstumsvorteil. Durch die JAK2
(V617F)-Mutation wird einerseits die Expression von GATA-1 gesteigert, andererseits der
Abbau von GATA-1 durch die Caspase-3 (CASP3) blockiert.

Diese Deutung steht im Einklang mit anderen bisher publizierten Daten, die eine erhdhte

Expression von Bcl-X, einem Inhibitor der Apoptose, in erythroiden Vorlduferzellen bei PV

82,84-86
belegen™

. Silva et al. vermuten, dass die Hochregulation dieses Proteins in den
erythroiden Progenitorzellen, die mit der Jak2-induzierten STATS-Aktivierung assoziiert ist,
fir die Erythrozytose bei PV eine Rolle spielt*’. Interessanterweise vermittelt Bcl-X als

Bestandteil der intrazelluliren Signalkaskade Erythropoetin-induzierte Wachstumsstimuli*®.
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Eine andere Arbeitsgruppe konnte bei Patienten mit PV anhand von Genexpressionsanalysen
eine verdnderte Expression von Genen zeigen, die eine &hnliche Verschiebung des
Gleichgewichts zwischen pro- und antiapoptotischen Abldufen in Richtung der
antiapoptotischen Prozesse nahe legen®. Bei der Betrachtung deren Resultate muss
berticksichtigt werden, dass die Untersuchungen an Granulozyten durchgefiihrt wurden und
deshalb nicht unmittelbar auf die molekularen Verdanderungen in CD34+ Zellen iibertragen
werden konnen. Diese Ergebnisse konnten andererseits eine Erklarung fiir die bei PV héaufig
anzutreffende Vermehrung von Granulozyten sein. Die Verdnderungen innerhalb der Erythro-
poiese vermdgen sie aber nicht zu erkléren.

Die Expression des Transkriptionsfaktors NF kappa B, einem weiteren Molekiil mit Wirkung
auf Apoptosevorginge war in PV-CD34+-Zellen gegeniiber den normalen Kontrollen um den
Faktor 2,4 vermindert. Die Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors fithrt zu einer
gesteigerten Expression von antiapoptotischen Genen und vermittelt hierdurch eine Hemmung
der Apoptose®’. Dieser Mechanismus spielt unter anderem bei der Pathophysiologie anderer
Neoplasien, wie z. B. von B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphomen, Hodgkin-Lymphomen und der
Philadelphia-Chromosom-positiven CML eine Rolle, indem es dem malignen Zellklon bei
diesen Entititen einen Proliferationsvorteil verschafft*®®. Im Lichte dieser Resultate konnte
man erwarten, dass eine verminderte Expression von NF kappa B in PV-CD34+ Zellen eine
die Proliferation diampfende Wirkung hervorrufen konnte. Die Ergebnisse anderer
Arbeitsgruppen hingegen legen nahe, dass eine gesteigerte Aktivitit von NF kappa B
Apoptose induziert und so der Entstehung von Tumoren entgegenwirkt® .

Ungeachtet dieser etwas unklaren Rolle von NF kappa B zeigen unsere Daten in der Gesamt-
schau, dass die in gesunden Zellen vorhandene Homoostase zwischen Apoptose und

Proliferation in PV-CD34+ Zellen zugunsten einer gesteigerten Proliferation verschoben ist.

Zwei im Langzeitverlauf der PV relativ hiufig auftretende Komplikationen sind der Ubergang
in eine akute Leukémie und die Fibrosierung des blutbildenden Knochenmarks'*'®,

Bei unseren Untersuchungen fanden wir in PV-CD34+ Zellen eine reduzierte Expression von
Detoxifikationsenzymen wie z. B. Glutathione-Peroxidase und Glutathione S-Transferase 1
und 2. Veridnderungen dieser Gene werden in Zusammenhang mit der Pathogenese der akuten

myeloischen Leukémie und der myelodysplastischen Syndrome gebracht™. Diese Enzyme

metabolisieren wihrend der Phase II der Biotransformation physiologischerweise endogene
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und exogene Karzinogene. Hierdurch verhindern sie die Interaktion der Karzinogene mit der
DNA und somit eine potentielle DNA-Schiadigung. Zusammen mit der verminderten
Expression von den DNA-Reparatur-Proteinen ,,Excision Repair Cross Complementing*
(ERCC) 3 und 5 konnte dies in PV-CD34+ Zellen eine genetische Instabilitidt fordern, die im
Zuge von somatischen Mutationen zur Leukdmogenese beitragen konnte. Eine erhohte
genetische Instabilitdt konnte also erkldren, warum wéhrend des Krankheitsverlaufes etwa 2-
15% der Patienten mit PV eine akute myeloische Leukémie entwickeln'*'®. Diese Hypothese
wird durch Untersuchungen von Kronenwett et al. an CD34+ Zellen von Patienten mit CML
unterstiitzt™. So zeigten seine Expressionsanalysen 11 Detoxifikationsenzymen und DNA-
Reparaturproteinen, die in den CML-CD34+ Zellen gegeniiber normalen hdmatopoietischen
CD34+ Zellen signifikant vermindert waren®. Kronenwett schlussfolgerte, dass die
gesteigerte genetische Instabilitdt zur Transformation von der chronischen Phase in die
Blastenkrise bei CML beitragen konnte™.

Eine Myelofibrose tritt zwar nur bei etwa 9 % der Patienten mit PV auf, fiihrt jedoch dann
nicht selten zu einer Transfusionsbediirftigkeit und kompliziert damit den weiteren
Krankheitsverlauf erheblich'*'®. Die molekularen Mechanismen, die einer Fibrosierung des
Knochenmarks zugrunde liegen, sind nur zum Teil geklart. Bei unseren Untersuchungen
fanden wir einige, hochregulierte Wachstumsfaktoren, Zytokine sowie Rezeptoren, die einen
fordernden Einfluss auf die Entstehung einer Myelofibrose haben kdnnten. Eine Schiisselrolle
kommt hierbei dem ,Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) und seinem
korrespondierenden Rezeptor, dem ,,Fibroblast Growth Factor Receptor I (FGFR I) zu.
,Basic Fibroblast Growth Factor* wird von Knochenmarkstromazellen, Megakaryozyten und
Thrombozyten produziert und vermittelt neben der wachstumsstimulierenden Wirkung auf
Fibroblasten regulatorische Effekte auf himatopoietische Zellen””’. Le Bousse-Kerdilés et
al. konnten in Thren Arbeiten eine gesteigerte Expression von bFGF in CD34+ Zellen von

Patienten mit IMF nachweisen’®

. bFGF stimuliert unter anderem in Synergismus mit
Zytokinen wie IL-3, GM-SCF, Epo und SCF das Wachstum von CD34+ Zellen einschlieBlich
der determinierten Progenitorzellen®®”"'”. Sie schlussfolgerte hieraus, dass die gesteigerte
Expression von bFGF und des FGFR 1 in CD34+ Zellen von Patienten mit IMF einerseits
durch autokrine und parakrine Mechanismen die Proliferation von hédmatopoietischen

Progenitorzellen steigert, andererseits auch eine pathogenetische Rolle fiir die progressive
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Myelofibrose spielt’®'"'

. Damit steht auch im Einklang, dass der bFGF auch im Serum von
Patienten mit PV erhoht ist'"%.

Neben dem FGFRI fanden wir mit dem Platelet-derived Growth Factor Receptor beta
(PDGFR beta), Bone morphogenetic protein 2 (BMP2), Epidermal Growth Factor (EGF),
dem Transforming Growth Factor Receptor beta 1 (TGFR beta 1) sowie dem Transforming
Growth Factor beta 1 und beta 2 (TGF1/2) solche Wachstumsfaktoren und zugehorige
Rezeptoren, die in CD34+ Zellen von Patienten mit PV stirker exprimiert werden. Alle diese
Wachstumsfaktoren stimulieren das Wachstum von Stromazellen, Fibroblasten und
mesenchymalen Progenitorzellen, was auf molekularer Ebene die Entstehung der Myelo-
fibrose erkliren konnte'**'%,

Hierbei ist der TGF beta 1 und sein korrespondierende Rezeptor TGFR beta 1 von besonderer
Relevanz, da deren gesteigerte Expression einerseits durch Verdnderungen im Knochenmark-
stroma zur Myelofibrose beitragen kann, andererseits aber auch das Wachstumsverhalten des
malignen CD34+ Zellklons bei PV beeinflussen kann'*""'%,

TGF beta 1 flihrt in vitro durch einen autokrinen Stimulationsmodus zu einem Zellzyklus-
arrest und hemmt dadurch das Wachstum von unreifen CD34+ Zellen''"'"?. Bei der IMF
wird der TGFR beta 2 in CD34+ Zellen vermindert exprimiert. Le Bousse-Kerdiles et al.
postulierten in zwei Arbeiten diese abgeschwéchte Stimulation des TGF/TGFR-Pathways als
eine Ursache der Myeloproliferation’'"!
eine gesteigerte Expression des TGFR beta 1 sowie des TGF1 und TGF2 in PV-CD34+

Zellen. Moglicherweise kann dies als ein Versuch des entarteten PV-CD34+ Zellklons

. Im Gegensatz hierzu zeigten unsere Experimente

fungieren, sein Wachstum endogen zu unterdriicken.

Interessanterweise konnte ein funktioneller Antagonismus zwischen TGF beta 1 und dem
zuvor erwdhnten bFGF nachgewiesen werden. Wéhrend bFGF die Proliferation von
hidmatopoietischen Progenitorzellen stimuliert, hemmt TGF beta 1 das Wachstum der

7113 Bei der PV kann dies bedeuten, dass das wachstumshemmende TGF

Progenitorzellen
beta 1-Signal in CD34+ Zellen durch bFGF iiberspielt wird. Zusammenfassend darf ein
Ungleichgewicht zwischen wachstumsférdernden und inhibitorischen Stimuli zu Gunsten der

Proliferation angenommen werden.

59



Diskussion

Neue Erkenntnisse iiber die Pathogenese der PV sind vor kurzem gewonnen worden. Fiinf
Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass bei PV die Januskinase 2 (JAK2) durch eine
Punktmutation konstitutiv aktiviert ist*’. Dadurch ausgelost, so die Befunde, werden bei PV
verschiedene Signalkaskaden beeinflusst, die fiir die bei PV charakteristische
Hypersensitivitit gegeniiber verschiedenen Wachstumsfaktoren fiihrt*"%".

In den von uns durchgefiihrten Experimenten fanden wir ebenfalls mehrere hochregulierte
Gene, die Bestandteil solcher Signaltransduktionskaskaden sind. Zunéchst fanden wir eine
2,87fach erhohte Expression der Januskinase 2 auf mRNA-Ebene. Diese Hochregulation der
Expression des JAK2-Gens kénnte im Sinne eines positiven Riickkopplungsmechnanismus
Folge der konstitutiv aktiven JAK2 in PV-CD34+ Zellen sein. Wir haben nur bei einem
Patienten die Punktmutation der JAK2-Mutation untersucht, bei dem sich diese Mutation
nicht nachweisen lieB. Da die CD34+-Zellen dieses Patienten mit Hilfe der cDNA-Technik
analysiert wurden, bleibt also die oben genannten Theorie iliber einen moglichen Feedback-
Mechanismus spekulativ.

Kronenwett et al. konnten in CD34+ Zellen bei CML ebenfalls eine gesteigerte mRNA-
Expression von JAK2 zeigen’''"". Hierbei fand sich im Gegensatz zur PV keine V617F-
Mutation innerhalb des Gens fiir die JAK2, weshalb Kronenwett schlussfolgerte, dass die
Hochregulation der JAK2 in CML-Zellen entweder Folge der BCR-ABL-Mutation oder

anderer, bisher nicht entdeckter Mutationen der JAK2 sein konnte' .

Neben der JAK2 wird auch die Hematopoetic Cell Kinase (HCK) in PV-CD34+ Zellen tiiber-
exprimiert. Ebenso wie JAK?2 ist die HCK als zytoplasmatische Tyrosinkinase Bestandteil
verschiedener Signalkaskaden in himatopoietischen Zellen'"”. So vermittelt sie unter anderem
unabhingig von JAK?2 Signale nach Aktivierung des IL3-Rezeptors und des Erythropoetin-
Rezeptors' > '?°. Des weiteren zeigten Untersuchungen von Lionberger et al., dass HCK fiir
die BCR-ABL-induzierte Zytokin-Unabhingigkeit von myeloischen Zellen bei CML eine
grofie Rolle spielt'>'. AuBerdem phosphoryliert HCK nach Aktivierung durch BCR-ABL den
Transkriptionsfaktor STATS und triagt dadurch unabhéngig vom klassischen JAK-vermittelten

Aktivierungsmechanismus der STATs zur Pathogenese der CML bei' .
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Diese Erkenntnisse sind moglicherweise auch fiir das Verstindnis der Pathogenese der PV
von Relevanz, da bei PV einer ,,Hypersensitivitit“ gegeniiber verschiedenen Wachstums-
faktoren inklusive IL3 und Erythropoietin vorliegt, die in bis zu 97% der Félle auf einer
Alteration der JAK/STAT-Kaskade beruht*’”%*’. Da jedoch nicht alle Patienten mit PV die
JAK2-Mutation haben, konnte die von uns nachgewiesene Hochregulation der HCK die
gesteigerte Empfindlichkeit der Vorlduferzellen gegeniiber diesen Zytokinen zumindest
teilweise erkldren. Gleichzeitig lassen unsere Beobachtungen vermuten, dass die
Pathophysiologie der PV komplexer Natur ist und sich aus einer Vielzahl von dysregulierten

Signaltransduktionsmechanismen ableiten l&sst.

D.1.2. Uberexpression der beiden Retinsiurerezeptoren RARB und RXRp in
PV-CD34+ Zellen

Unsere Untersuchungen zeigten auch, dass die beiden intrazelluldren Retinséure-

rezeptoren Retinoic Acid Receptor B (RARP) und Retinoic X Receptor B (RXRp) in den
CD34+ Zellen von Patienten mit PV signifikant hochreguliert sind.

Diese Befunde konnten aufgrund von drei Aspekten fiir das Verstdndnis der Pathophysiologie
und fiir die Therapie der PV interessant sein.

Zum einen vermittelt Retinoic Acid Receptor oo (RAR), ein anderer Isotyp aus der Familie
der Retinsdurerezeptoren, Differenzierungsentscheidungen wéhrend der Myelopoiese und ist
als Bestandteil des Fusionsprotein PML/RARa an der Pathogenese der akuten Promyelo-
zyten-Leukdmie (APL, FAB M3) beteiligt’*">'*. Die durch das Fusionsprotein bei der APL
induzierte Differenzierungsblockade kann durch Gabe von all-trans Retinsdure (ATRA,
Vesanoid®), einem physiologischen Liganden der Retinsdurerezeptoren, aufgehoben werden,
woraus eine Ausreifung der myeloischen Vorlduferzellen resultiert’*”>. Auch bei der PV liegt
ein gestortes Gleichgewicht bei hidmatopoietischen Differenzierungsentscheidungen vor, was
schlieBlich zu einer Verschiebung in Richtung einer erythroider Differenzierung fiihrt.

Zum anderen konnten mehrere Arbeitsgruppen einen wachstumsstimulierenden Effekt von
Retinsduren auf hdmatopoietische Stamm- und Progenitorzellen nachweisen. Hiernach wirken
Retinoide anti-apoptotisch auf CD34+ Zellen und kénnen die Repopulationsaktivitdt von lin-

/e-kit+/Scal+ Zellen in vivo steigern. Retinoid-Antagonisten wirken hingegen pro-
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apoptotisch auf CD34+ Zellen'**'%. Moglicherweise gewinnt der maligne Zellklon durch die
gesteigerte Expression von Bestandteilen der Retinsdurekaskaden einen Wachstumsvorteil
gegeniiber den gesunden CD34+ Zellen im Knochenmark von Patienten mit PV.

AuBerdem konnten Untersuchungen an normalen hdmatopoietischen Progenitorzellen einen

127,128
b

inhibitorischen Effekt von ATRA auf die erythroide Differenzierung zeigen was

moglicherweise ein Ansatzpunkt fiir eine kausale Therapie der PV ist.

RARP und RXR[ gehoren wie die Glucocorticoid-Rezeptoren zur Superfamilie der nukleédren
Hormonrezeptoren und haben eine unterschiedliche Affinitit zu verschiedenen Liganden’'.
Wihrend der ,,Retinoic Acid Receptor” (RAR) sowohl durch all-trans Retinsdure (ATRA) als
auch durch 9-cis Retinsdure (9cRA) stimuliert werden kann, wird der ,,Retinoic X Receptor*

. C . . ,72.129
nur durch 9-cis Retinsaure aktiviert'

. Nach Interaktion mit dem Liganden bindet der
Komplex aus Retinsdurerezeptor und Ligand an eine spezifische DNS-Sequenz ihres
Zielgens, ndmlich das ,,Retinoic Acid Responsive Element” (RARE), um so dieTranskription
dieses Gens modulieren’>'?. Die Liganden bilden die Familie der Retinoide und lassen sich
in physiologische Retinsduren und synthetische Retinsduren einteilen'?’. Zu den
physiologischerweise vorkommenden Retinoiden z&hlen die all-trans Retinséure und die
9-cis Retinsidure'”’. Sie spielen als Regulatoren fiir Proliferation, Differenzierungsprozesse
und Apoptose eine Rolle fiir die prianatale Entstehung des Herzens, des Kreislaufsystems und
des ZNS™"*° Postnatal beeinflussen sie die Differenzierung der Haut und besitzen als
Bestandteil des Pigments Rhodopsin elementare Bedeutung fiir den Sehprozess’>'*". Zu den
synthetischen Retinoiden zéhlen unter anderem 13-cis Retinséure (Isotretinoin), Tazarotene

129

und Bexarotene (Tagretin®) . Diese Substanzen werden bei der Therapie von kutanen T-

Zell-Lymphomen, der Mycosis fungoides und des Sezary-Syndroms eingesetzt'>'.

Damit die Retinoide mit ihren Rezeptoren interagieren und einen zelluldren Effekt induzieren
konnen, werden sie nach Aufnahme ins Zytoplasma an ,,Cytoplasmatic Retinol Binding
Proteins“ (CRBP) gebunden und enzymatisch aktiviert’>'*’. AnschlieBend interagieren die
Retinoide mit ,,Cellular Retinoic Acid Binding Proteins* (CRABP I und II) und werden

72,129

von diesen in den Zellkern transferiert . Wir fanden, dass auch das Cellular Retinoic Acid
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Binding Protein 2 (CRABP2) in PV-CD34+ Zellen starker exprimiert wird.

Dieser Befund ldsst vermuten, dass die hochregulierten Proteine bei der PV als Bestandteile
einer aktivierten Signalkaskade eine pathogenetische Rolle spielen.

Die anhand von klassischen zytogenetischen Untersuchungen ermittelte Beobachtung, dass
Abberationen des Chromosoms 3p bzw. 6p, dem Genlokus des RARPB bzw. RXRp, bei PV
sehr selten sind, l4sst vermuten, dass transkriptionale Verdnderungen und nicht

Genamplifikationen fiir die Uberexpression der Rezeptoren verantwortlich sind*' .

D.2. Hemmung des klonogenen Wachstums mononukleirer Zellen von

Patienten mit PV durch ATRA

Mit Hilfe eines Methylcellulose-Assays untersuchten wir, ob ATRA das Wachstumsverhalten
von hdmatopoietischen Vorlduferzellen von Patienten mit PV in vitro beeinflusst. Dabei
fanden wir, dass ATRA die Entstechung erythroider Zellkolonien dosisabhingig hemmt,
wihrend das myelomonozytire Koloniewachstum nicht verdndert wird. Diese Befunde stehen
in FEinklang mit Beobachtungen von zwei anderen Arbeitsgruppen an gesunden
Vorlduferzellen. So konnten Labbaye et al. und Gratas et al. zeigen, dass ATRA die
erythroide Differenzierung der hdmatopoietischen Progenitorzellen hemmt und gleichzeitig

. . . . . . 127.128
die granulozytire Differenzierung favorisiert ="

. Bei der Untersuchung von Labbaye et al.
war die Gesamtzahl der Kolonien unveridndert, was fiir einen direkten Einfluss von ATRA auf
das Differenzierungsverhalten der Vorlduferzellen spricht'”’. In unseren Experimenten mit
den Vorléduferzellen von Patienten mit PV fiihrte ATRA dosisabhingig zu einer Abnahme der
Gesamtzahl an Kolonien. Hierfiir konnte es mehrere Erkldrungen geben. Im Gegensatz zu
Labbaye et al. haben wir statt angereicherter hdmatopoietischer Progenitor- und Stammzellen
mononukleidre Zellen kultiviert. Damit sind akzessorische Zellen in der Kultur enthalten, die
entweder den ATRA-Metabolismus beeinflussen oder Wachstumsfaktoren freisetzen konnten.
Bei den PV-CD34+ Zellen liegen auflerdem neben den beobachteten Verdnderungen der
Retinsdurekaskade im Gegensatz zu gesunden Vorlduferzellen noch weitere Alterationen vor,
die das Ergebnis unserer Experimente beeinflussen konnen. Aulerdem haben wir ATRA nur

einmal am Anfang der 14tigigen Inkubationszeit in die Kultur gegeben, wihrend die

Arbeitsgruppe um Labbaye die ATRA-Dosis mehrfach wéihrend der Inkubationsphase
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applizierte'”’. Aus den Ergebnissen unserer ATRA-assozierten Hemmung des erythroiden
Koloniewachstums ldsst sich ein moglicher therapeutischer Nutzen von ATRA fiir Patienten

mit PV ableiten.

Die Einfliisse, die Retinsduren auf die hdmatopoietischen Differenzierungsentscheidungen
ausiiben, konnen nicht fiir sich betrachtet werden, sondern im Zusammenspiel mit einer
Vielzahl anderer Zytokinen und Wachstumsfaktoren. Diese Interaktionen zwischen
Mitgliedern der Retinsdurekaskade und solchen der Zytokin-vermittelten Signalkaskaden

werden ,,Cross-Talk" genannt123

. Die Vorstellung von einem ,,Cross-Talk* wird durch die
Ergebnisse von der Arbeitsgruppe um Steven J. Collins gestiitzt, die anhand von in vitro
Modellen mdgliche Interaktionen zwischen Zytokinen und Retinséurerezeptoren
untersuchten’’. So fanden sie, dass Interleukin-3 und ,,Granulocyte-Macrophage Colony
Stimulating Factor® (GM-CSF) in der multipotenten SCF-abhingigen EML-Zelllinie die
transkriptionelle Aktivitdt von Retinsdurerezeptoren verstirken. Diese Zytokinwirkung wird
intrazellular durch die JAK2-Kaskade vermittelt und belegt somit eine direkte Verkniipfung
zwischen den beiden Signaltransduktionswegen. Auch auf molekularer Ebene konnten Collins
et al. eine Verbindung zwischen beiden Kaskaden nachweisen, indem sie innerhalb des
»Retinoic Acid Responsive Element® (RARE) fir den RARP {iberlappend eine
Bindungssequenz fiir den Transkriptionsfaktor STAT 5, der durch die JAK2 aktiviert wird,
nachweisen konnten’’.

Méglicherweise ist also die von uns in den PV-CD34+ Zellen nachgewiesene Uberexpression
von RARP und RXRJ eine Folge der bei PV konstitutiv aktiven Januskinase 2. So konnte die
infolge der konstitutiven JAK2-Aktivitét gesteigerte Sensitivitdt gegentiber IL-3 und GM-CSF
in einer erhohten Expression der Retinsdurerezeptoren resultieren. Da sowohl die beiden
Zytokine als auch die Retinséurerezeptoren das Wachstum und die Differenzierung von
myeloiden Vorlduferzellen stimulieren, konnte dies die bei PV hiufig ebenfalls vorliegende

Granulozytose erklaren™®>""*7>12,
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Abbildung 9: ,,Cross-Talk* zwischen der Retinsiurekaskade und JAK2-gekoppelten
Zytokinrezeptoren bei Polycythaemia vera. Beide Signalkaskaden und ihre
Interaktionsmoglichkeiten sind dargestellt. Nach Stimulation durch einen Liganden bzw.
Internalisierung der Retinoide im Zellkern wird die Expression der Zielgene durch ,,STAT-
Transkriptionsfaktoren* (,,signal transducer and activator of transcription®) bzw.
Retinsdurerezeptoren moduliert.
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Polycythaemia vera ist eine chronische myeloproliferative Erkrankung, die Ausdruck einer
klonalen Proliferation einer hdmatopoietischen Stamm- bzw. Vorlauferzelle ist. Trotz neuerer
Erkenntnisse ist die molekulare Pathogenese der PV nur teilweise geklart.

In meiner Arbeit haben wir mit Hilfe der cDNA-Array-Technik erstmals die Genexpression
von CD34+ hidmatopoietischen Stamm- und Vorlduferzellen aus dem Knochenmark von
Patienten mit PV untersucht. Dabei fanden wir, dass sich die Genexpression in CD34+ Zellen
von vier Patienten mit PV gegeniiber von zehn gesunden Probanden in 107 Genen signifikant
voneinander unterscheidet.

Diese differentiell exprimierten Gene gehoren unterschiedlichen funktionellen Gruppen an.
So fanden wir bei PV Verdnderungen der Expression von Genen fiir Mitglieder innerhalb von
Signalkaskaden, von Genen, die an Vorgingen der Apoptose beteiligt sind sowie Gene fiir
Oberfldachenrezeptoren und Wachstumsfaktoren. In ihrer Gesamtheit liefern sie — wie eine
hierarchische Clusteranalyse zeigte - eine fiir die PV charakteristische molekulare Signatur,
welche Grundlage fiir eine molekulare Diagnostik werden konnte.

Aus therapeutischer Sicht besonders interessant ist die Beobachtung, dass die beiden
Retinsdurerezeptoren RARP und RXRp in PV-CD34+ Zellen stirker exprimiert sind als in
gesunden CD34+ Zellen. Zur Bestitigung der durch cDNA-Array-Technik ermittelten Daten
verglichen wir mittels quantitativer RT-PCR die Genexpression von RARB und RXR[ bei
Patienten mit PV mit der von gesunden Kontrollpersonen und konnten damit die Array-Daten
bestitigen. AngestoBen durch die neuen Erkenntnisse iiber die Pathogenese der PV und im
Wissen um die Funktionen der Retinsdurerezeptoren bei der Himatopoiese untersuchten wir,
ob iiber diese beiden Rezeptoren ein Effekt auf das klonogene Wachstum vermittelt wird. Mit
Hilfe von Methylcellulose-Assays fanden wir, dass ATRA, ein physiologischer Ligand der
beiden Rezeptoren, die Bildung erythroider Kolonien dosisabhidngig unterdriickt.

Wenn man davon ausgeht, dass die Hochregulation der Retinsdurerezeptoren zur
Dysregulation der himatopoietischen Differenzierung bei Patienten mit PV beitragt, bote sich
damit durch die Gabe von ATRA die Moglichkeit, auf die gesteigerte Erythropoiese
ddmpfend  einzuwirken und damit eine  Normalisierung der  peripheren

Hamoglobinkonzentration zu erreichen.
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