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1

Einleitung

1.1 Die akute myeloische Leukamie

Die akute myeloische Leukdmie (AML) ist eine heterogene Erkrankung der hdma-
topoetischen Stamm- oder Vorlauferzellen, die durch unkontrollierte Proliferation
und ein stark eingeschrénktes Differenzierungspotential charakterisiert ist (Estey
und Dohner (2006), s. Abb. 1.1). Es kommt zu einem dominierenden Wachstum
der entarteten Blasten im Knochenmark mit Ausschwemmung der Zellen ins Blut
und zu einer Verdrangung der normalen Hamatopoese. Im Vergleich zu chronischen
Leukéimien verlauft die akute Leukémie dabei schneller und aggressiver. Durch eine
Kombination aus Morphologie, Zytochemie, Immunphénotypisierung und Moleku-
largenetik der entarteten Zellen ldsst sich die AML differentialdiagnostisch von der
akuten lymphatischen Leukédmie (ALL) abgrenzen und weiter subklassifizieren (Es-
tey und Déhner 2006).

Die Ursachen der AML sind weitgehend unbekannt. Belastung durch ionisierende
Strahlung, Benzol sowie cytotoxische Chemotherapie zédhlen zu den Risikofaktoren.
AuRerdem wirken genetische Pradispositionen wie die Trisomie 21 (Down-Syndrom)
und Erkrankungen am myelodysplastischen Syndrom oder an Polycythemia Vera
begiinstigend (Kojima et al. 1990, Finazzi et al. 2005, Weinberg et al. 2009). Das
mediane Erkrankungsalter der AML liegt bei 70 Jahren (Estey und Déhner 2006).
Die AML ist eine eher seltene Erkrankung. Die Pravalenz liegt fiir jiingere Patienten
bei ca. 3 Erkrankungen /100 000 Personen und steigt bei Patienten ab 65 Jahren auf
ca. 18 Erkrankungen/100 000 Personen an. Die Prognose der AML ist vor allem
von Alter und Zytogenetik der Patienten abhéngig. Obwohl der Grofsteil der Patien-
ten auf die Therapie anspricht und 70-80 % der jiingeren sowie 40-65 % der &lteren
Patienten eine komplette Remission erreichen, erleiden vor allem &ltere Patienten
einen Riickfall. Das 5-Jahres-Uberleben liegt in der Gruppe der #lteren Patienten
bei 10 % (Burnett et al. 2011).

Bereits seit 30 Jahren ist die Kombinationschemotherapie aus einem Anthracyclin
und Cytarabin (AraC), die unspezifisch proliferierende Zellen angreift, der Gold-
standard. Neue Ergebnisse aus der Forschung fiihren stetig zu einem verbesserten
Verstandnis der Krankheit und ermoglichen, dass immer haufiger Wirkstoffe einge-
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setzt werden konnen, die gezielt mutierte Proteine angreifen. Ein Beispiel dafiir ist
die FMS-like Tyrosinkinase 3 (FLT3). Ca. 30 % der AML-Patienten besitzen eine
FLT3-Interne Tandem Mutation (ITD), die mit einer konstitutiven Aktivierung des
Enzyms und einer schlechten Prognose verbunden ist (Mizuki et al. 2000, Kottari-
dis et al. 2001). FLT3-Inhibitoren sind bereits klinisch im Einsatz und konnten bei
Patienten mit FLT3-ITD Erfolge verzeichnen (Stone et al. 2005).

Die AML ist eine Erkrankung mit grofer Heterogenitédt und komplexer Struktur.
Es wird vermutet, dass die Tumormasse aus verschiedenen Subklonen besteht, die
jeweils unterschiedliche Mutationen aufweisen (Jan und Majeti 2012). Die alleinige
Eliminierung einer bestimmten Subklonmasse kann dazu fithren, dass andere Klone
die Therapie iiberdauern und es zu einem Rezidiv kommt. Daher ist man stetig auf
der Suche nach neuen Behandlungsansitzen. Seit einiger Zeit ist bekannt, dass in-
nerhalb der Tumormasse leukdmische Stammzellen (LSC) existieren, die den Tumor
speisen und die, wie auch die hdmatopoetischen Stammzellen (HSC), in der Ni-
sche des Knochenmarks geschiitzt werden (Lapidot et al. (1994), Bonnet und Dick
(1997), Hope et al. (2004), s. Abb. 1.1). Dieses Wissen macht man sich in neuen
Therapieverfahren zu Nutze.

1.2 Die Tumor-Stroma-Interaktion als therapeutischer
Angriffspunkt

1.2.1 Die Nische im Knochenmark

Das Knochenmark besteht aus einer Vielzahl von zelluldren Komponenten, 16slichen
Faktoren und Proteinen der extrazellularen Matrix (ECM), die fiir die HSC eine
spezielle Umgebung, ein sogenanntes Microenvironment, bilden. Die HSCs sind in-
nerhalb des Knochenmarks in zwei verschiedenen Nischen lokalisiert. Die endosteale
Nische in der Néhe des Knochens beherbergt die sich langsam teilenden (long-term)
HSCs. Diese Zellen gehen eher symmetrische Teilungen ein und dienen damit als eine
Art Vorrat fiir die Himatopoese (Zhang et al. 2003). Im Gegensatz dazu befinden
sich in der vaskuldren Nische schnell teilende (short-term) HSCs, deren differenzier-
te Abkdmmlinge durch den Kontakt zum Gefafsendothel leicht ins Blut entlassen
werden konnen (Kopp et al. 2005). Zellen, die mit HSCs in der Nische interagieren
werden auch zusammenfassend als Stromazellen bezeichnet.

Studien lassen vermuten, dass in der hamatopoetischen Nische ein hypoxisches Mi-
lieu herrscht. Niedrige Oo-Konzentration und der dadurch aktivierte Hypoxia induci-
ble factor 1-alpha (HIF1-o) sind wesentlich an der Aufrechterhaltung und Funktion
von HSCs beteiligt (Cipolleschi et al. 1993, Takubo et al. 2010). Auch im Kontext
der AML scheint die Hypoxie eine wichtige Rolle zu spielen. Chen et al. (2012) ge-
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Abbildung 1.1: Hierarchisches Model der normalen Blutbildung und der
akuten myeleoischen Leukéimie. Die hdmatopoetische Stammzelle (HSC) verfiigt
iiber Selbsterneuerungseigenschaften und besitzt einen pluripotenten Charakter. Aus
ihr entstehen multipotente Progenitorzellen (MPP), die wiederum determinierte Vor-
lauferzellen der myeloischen (common myeloid progenitor, CMP) oder lymphatischen
(common lymphoid progenitor, CLP) Reihe bilden. Aus diesen entwickeln sich die
differenzierten Zellen des Blutsystems. Entstehen Mutationen in frithen, noch nicht
differenzierten Vorlaufern, kénnen diese zur Ausbildung einer akuten myeloischen Leu-
kémie fiihren. Diese wird von einer leuk&dmischen Stammzelle (LSC) gespeist, die &hnli-
che Eigenschaften besitzt wie die HSC (Bonnet und Dick 1997). Abbildung modifiziert
nach Internet: Stanford School of Medicine, Majeti Lab, Overview (2014)

nerierten extramedulires Knochenmark in NOD/SCID/IL-2Ry™* (NSG)-Miusen
und zeigten, dass der HIF1-a- Knockdown in diesen Knochenmarkzellen zu einem
beeintrichtigten Anwachsen von leukdmischen Zellen fiihrte.

Die himatopoetische Nische versorgt die HSC mit Signalen, die ihr Uberleben und
ihre Selbsterneuerungseigenschaft stimulieren (Zhang et al. 2003). Aufterdem verur-
sacht der Kontakt zu den Zellen der Nische den Eintritt der HSC in das Ruhestadium
Go des Zellzyklus. Dieser Zustand wird auch als Quieszenz bezeichnet (Arai et al.
2004). Leukémische Zellen interagieren mit Zellen der hdmatopoetischen Nische auf
ahnliche Weise und vieles deutet darauthin, dass dies einen wichtigen Beitrag zur
Therapieresistenz leistet (Ishikawa et al. 2007). Auch in in vitro-Versuchen konnte
der schiitzende Effekt von Stromazellen gegeniiber der Therapie nachgewiesen wer-
den. AML-Zellen weisen in Kokultur mit Stroma eine signifikant reduzierte Apop-
tose auf (Konopleva et al. 2002, Zeng et al. 2009). Im Patienten kénnen LSCs in
der protektiven Nische die initiale Therapie {iberdauern und nach zunéchst erfolg-
reicher Remission ein Rezidiv herbeifiihren. Daher versuchen aktuelle Forschungsar-
beiten Proteine, die in die Tumor-Stroma-Interaktion involviert sind, therapeutisch
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anzugreifen. Fin Beispiel dafiir ist das Adhésionsprotein CD44, das in der hédma-
topoetischen Nische Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte vermittelt (Avigdor et al.
2004). Jin et al. (2006) verabreichten Mausen, denen humane AML-Zellen transplan-
tiert worden waren, gegen CD44 gerichete Antikorper. Dies bewirkte eine erhebli-
che und selektive Reduktion des Anwachsens leukédmischer Zellen im Knochenmark
und einen Verlust des Stammzellcharakters innerhalb der AML-Population. Gesun-
de hdamatopoetische Stammzellen blieben von der Therapie verschont. Die Forscher
vermuteteten, dass eine verdnderte Expression von CD44 und die Aktivierung von
anderen Signalwegen ein Grund fiir die hohe und selektive Sensibilitdt der LSCs
gegeniiber der anti-CD44-Therapie sein kénnte. Ahnlich haben sich auch Very late
antigen-4, die Rezeptor-Tyrosinkinase AXL und der Interleukin-3 Rezeptor als viel-
versprechende Angriffsmoglichkeiten in der Tumor-Stroma-Beziehung herausgestellt
(Matsunaga et al. 2003, Jin et al. 2009, Ben-Batalla et al. 2013). Saito et al. (2010)
verglichen HSCs und LSCs in Expressionsanalysen und Transplantationsstudien, um
weitere spezifische Therapieziele in AML-Zellen zu identifizieren. Sie postulierten,
dass Antikorper gegen CD23 und CD25 in der Therapie der AML besonders effektiv
sein konnten, da LCSs diese Proteine auf ihrer Oberflache, unbeeinflusst von der
Chemotherapie, stabil exprimieren und die Proteine auch auf quiescenten LSCs in-
nerhalb der Nische zu finden sind. Gesunde HSCs exprimieren weder CD23 noch
CD25 und die Fahigkeit zu proliferieren und differenzierte Zellen zu bilden war in
Transplantationsversuchen unabhéangig von CD23 und CD25.

Im Folgenden soll auf zwei Proteine eingegangen werden, die in dieser Arbeit be-
handelt wurden und innerhalb der Tumor-Stroma-Interaktion in der AML von we-
sentlicher Bedeutung sind.

1.2.2 Der Chemokinrezeptor CXCR4 und sein Ligand CXCL12

Vor fast 20 Jahren entdeckten Feng et al. (1996) den CXC-Motiv Chemokinrezeptor
Typ 4 (CXCR4, auch CD184) als einen Kofaktor fiir das Andocken und Eindringen
des Human Immunodeficiency (HI)-Virus in die menschlichen T-Zellen. Nur kurze
Zeit spater stellte sich die Bedeutsamkeit von CXCR4 fiir die Chemotaxis von hé-
matopoetischen Zellen heraus (Aiuti et al. 1997).

CXCRA4 ist ein Transmembranprotein aus der Familie der G-Protein-gekoppelten
Oberflachenrezeptoren. Bisher ist mit Chemokin 12 (CXCL12, auch Stromal-derived
factor 1, SDF1) nur ein Ligand bekannt, der CXCR4 bindet und darauthin die Disso-
ziation der G-Proteine auslost (Bleul et al. 1996). Dies resultiert in der cytosolischen
Freisetzung von Calcium aus intrazellularen Speichern und aktiviert verschiedene
Signalwege, welche Chemotaxis, Proliferation und Uberleben der Zellen beeinflus-
sen konnen.
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Die spezifische und monogame Wechselwirkung zwischen CXCR4 und CXCL12 wird
im gleichen Phanotyp von CXCR4- und CXCL12- Knockout-Mausen deutlich. Die
Tiere weisen starke Defekte in der Vaskularisierung und der Entwicklung von Orga-
nen wie Gehirn und Herz auf. HSCs zeigen eine fehlerhafte Migration in Richtung
Knochenmark und Myelo- wie Lymphopoese sind beeintrachtigt. Aufgrund dieser
weitreichenden Fehlbildungen sind Knockout-Méuse nicht {iberlebensfahig und ster-
ben bereits im Embyronalstadium (Ma et al. 1998, Tachibana et al. 1998). Die
Tatsache, dass verschiedene Organe von dem Knockout von CXCR4- oder CXCL12
wahrend der Embryogenese betroffen sind, unterstreicht die Signifikanz der CXCRA4-
gesteuerten Signalwege. Neben der Expression in neuronalen Zellen und Endothel
(Hesselgesser et al. 1997, Gupta et al. 1998) findet man CXCR4 hauptséchlich auf
der Oberfldche von hdmatopoetischen Zellen (Lee et al. 1999). Hier wurde der Re-
zeptor im Zusammenhang mit der transendothelialen Migration in Richtung stei-
gender CXCL12-Konzentration beschrieben (Springer 1994, Campbell et al. 1998),
ein Prozess, der als Homing bezeichnet wird. Stromazellen des Knochenmarks stel-
len die grofite Quelle der CXCL12-Produktion im Erwachsenen dar und sind fiir die
Retention, das Uberleben und die Quiescenz von himatopoetischen Stamm- und
Vorlauferzellen in dieser Nische verantwortlich (Aiuti et al. 1997, Lataillade et al.
2002, Rettig et al. 2011).

Eine hohe Expression von CXCR4 wurde in vielen verschiedenen soliden Tumoren
gefunden und ist mit einer ungiinstigen Prognose und einem hohen Metastasierungs-
potential verbunden (Miiller et al. 2001, Hartmann et al. 2005, Gao et al. 2014). Auch
leukéimische Zellen besitzen funktionelle CXCR4-Rezeptoren, deren Uberexpression
mit einem erhéhten Riickfallrisiko und einem schlechten Gesamtiiberleben korreliert
(Spoo et al. 2007). Studien konnten zeigen, dass CXCR4-Rezeptoren fiir das Homing,
die Retention und das Uberleben von AML-Zellen in der Nische des Knochenmarks
eine wichtige Rolle spielen. Dies macht das Protein zu einem attraktiven Therapie-
ziel. Jedoch darf der Effekt auf gesunde hamatopoetische Zellen nicht aufer Acht
gelassen werden, da in diesen Zellen CXCR4 ebenfalls essenzielle Aufgaben besitzt
(Aiuti et al. 1997, Lataillade et al. 2002, Rettig et al. 2011). Daher sind Studien
beziiglich der Blockierung von CXCR4 in der AML auch darauf bedacht, die Effekte
auf die gesunde Hamatopoese zu untersuchen.

Der Einfluss von CXCR4 auf das Homing von AML-Zellen wurde in einer Arbeit
von Tavor et al. (2004) deutlich. Die Forscher inkubierten AML-Zellen mit einem
anti-CXCR4-Antikorper, bevor die Zellen in NSG-Méause transplantiert wurden. Die
Vorbehandlung mit dem Antikérper verursachte eine nahezu vollstdndige Hemmung
des Anwachsens der Zellen in Knochenmark und Milz. Auch die Injektion des Anti-
korpers zwei Tage nach der Transplantation fiihrte zu einer signifikant reduzierten
Zahl von AML-Zellen in hdmatopoetischen Organen. Allerdings reduzierte diese Be-



6 1 Einleitung

handlung auch die Zahl von gesunden transplantierten Zellen. Eine spétere Injekti-
on des Antikorpers drei Wochen nach der Transplantation beeinflusste weiterhin das
Anwachsen und die Proliferation der leukéimischen Zellen. Die normalen hdmatopoe-
tischen Zellen waren von der Inhibition jedoch nicht mehr betroffen. Daraus schlossen
Tavor et al. (2004), dass maligne Zellen sensitiver auf die CXCR4-Hemmung reagie-
ren. Gesunde hdmatopoetische Vorlduferzellen seien vor allem in der anfinglichen
Phase des Anwachsens von CXCR4 abhingig, das lingerfristige Uberleben sei eher
weniger von der Blockade betroffen. Zudem wurde von den Forschern beobachtet,
dass AML-Zellen nach Behandlung mit anti-CXCR4-Antikérpern oder -Inhibitoren
die Expression von Differenzierungsmarkern aufwiesen sowie morphologische Cha-
rakteristika differenzierter Zellen zeigten. Die Arbeit von Zeng et al. (2009) machte
deutlich, dass CXCR4 wesentlich zu der Retention leukémischer Zellen im Knochen-
mark beitragt. In leukdmischen Mausmodellen verursachte die Verabreichung eines
CXCR4-Inhibitors die Mobilisierung der leukdmischen Zellen ins Blut. Bei Trans-
plantation von leukdmischen Zellen mit FLT3-ITD fiihrte die zusétzliche Behandlung
mit einem gegen FLT3 gericheten Inhibitor zu einer starken Reduktion zirkulieren-
der leukémischer Zellen und zu einem verlingerten Uberleben der Tiere. In witro
konnten durch diese Kombinationstherapie Uberlebenssignalwege in leukimischen
Zellen komplett blockiert werden. Diese Ergebnisse zeigen das Potential aus der
Kombination von CXCR4-Blockade und spezifischer, gegen Tumorzellen gerichteter
Therapie, maligne Zellen zu mobilisieren und anzugreifen. Eine Zusammenfassung
iiber die durch eine CXCR4-Blockade ausgelésten Reaktionen ist in Abb. 1.2 zu fin-
den.

Die Schliisselrolle von CXCR4 im Zusammenhang mit der Stroma-induzierten The-
rapieresistenz in der AML erklért die Forschung an weiteren gegen CXCR4 geriche-
ten Wirkstoffen. Resistenzen gegen Inhibitoren sowie gegen Antikorper sind in der
Literatur beschrieben (Labrosse et al. 1998, Reslan et al. 2009). Daher ist es notig,
auf eine moglichst breite Auswahl an CXCR4-blockierenden Wirkstoffen zurtickgrei-
fen zu kénnen. Der neuartige, humane anti-CXCR4-Antikérper BMS-936564 /MDX-
1338 wurde in dieser Arbeit hinsichtlich seines Potentials zur Auslosung von Apop-
tose und Differenzierung in AML-Zellen untersucht.

1.2.3 Der Connective Tissue Growth Factor (CTGF)
1.2.3.1 Die CCN-Proteinfamilie

Die ECM ist eine dynamische Struktur, die einen wichtigen Beitrag zu physiologi-
schen wie pathologischen Prozessen leistet. Sie bietet eine Art Geriist, um Zellen
innerhalb eines Gewebes zu orientieren und zu stabilisieren. Dariiber hinaus wirkt
die ECM auf zelluldre Prozesse, indem sie die Verfiigbarkeit von Faktoren reguliert
oder durch direkte Interaktion mit Oberflachenrezeptoren Einfluss auf Proliferation,
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Abbildung 1.2: Sensibilisierung der leukdmischen Stammzelle (LSC) durch Blockade
von CXCRA4. Durch Kontakt mit Zellen der Nische des Knochenmarks erhélt die LSC CXCL12-
gesteuerte Signale, die zu Therapieresistenz fiihren kénnen. Die Hemmung von CXCR4 durch Anti-
korper oder Inhibitoren verursacht die Ablosung der Zellen aus der Nische. Der fehlende Kontakt im
Zusammenhang mit der CXCR4-Blockade kann Apoptose und Differenzierung in den leukémischen
Zellen auslosen. Die Mobilisierung der Zellen ins Blut steigert auferdem ihre therapeutische An-
greifbarkeit (Tavor et al. 2004, Zeng et al. 2009). Abbildung modifiziert nach Tavor und Petit
(2010).

Uberleben oder Differenzierung der Zellen nimmt (Jun und Lau 2011).

In den 90er Jahren entdeckte man die CCN-Familie, die aus sechs homologen, se-
zernierten Proteinen besteht (Perbal 2004). Sie stellen wichtige Mediatoren im Zu-
sammenhang mit Adhésion und Modulation der ECM dar und regulieren ein breites
Spektrum an Signalwegen. Das Akronym CCN entstand durch die Zusammenlegung
der Namen der drei ersten Mitglieder: Cysteine-rich angiogenic inducer 61 (Cyr61,
CCN1), Connective Tissue Growth Factor (CTGF, CCN2) und Nephroblastoma
overexpressed (NOV, CCN3). Aufserdem zdhlen zu der CCN-Familie drei Proteine,
die durch den Wingless/Int-1 (Wnt)-Signalweg induziert werden (Wnt-inducible si-
gnalling pathway protein, WISP 1-3, auch CCN4-6). Die Proteinsequenz der CCN-
Mitglieder ist zu 40-60 % identisch (Zuo et al. 2010). Auferdem besitzen bis auf
CCN5 alle CCN-Mitglieder die gleiche, baukastendhnliche Struktur (Jun und Lau
2011). Amino-terminal befindet sich ein Signalpeptid, das die Proteine fiir die Sezer-
nierung markiert. Darauf folgen vier konservierte Doménen, die Homologien zu ver-
schiedenen Faktoren besitzen. Dadurch wird die Interaktion mit einer Vielzahl von
Bindungspartnern erméglicht. Auferdem besitzen die CCN-Proteine eine zentralge-
legene Hinge-Region, die die Spaltung der Proteine durch Proteasen und dadurch die
posttranslationale Modifikation erlaubt (s. Abb. 1.3). Die CCN-Familienmitglieder
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Abbildung 1.3: Die Démanen der CNN-Proteine. Die Mitglieder der CCN-Familie besitzen
bis auf CCN5 alle die gleiche Struktur. Diese besteht aus vier Modulen: Insulin-like growth factor
binding protein (IGFBP), von Willebrand factor C (VWC), Thrombospondin type 1 repeat (TSR)
und eine c-terminalen Doméne mit Cystein-Knot-Motiv. Amino-terminal besitzen die Proteine ein
sekretorisches Peptid (SP). Mittig zwischen den vier Doménen befindet sich eine Protease-sensitive
Hinge-Region, durch die das Protein posttranslational modifiziert werden kann (Jun und Lau 2011).

binden an Proteine der ECM sowie an Wachstumsfaktoren und Zellmembranpro-
teine und nehmen dadurch Einfluss auf eine Vielzahl von zelluldren Prozessen wie
Adhésion, Migration, Proliferation, Apoptose und Differenzierung. An vielen patho-
logischen Situationen wie Fibrose, kardiovaskuldren Erkrankungen, und Krebs sind
CCN-Proteine beteiligt und disreguliert. Das Wirkungsspektrum der Mitglieder der
CCN-Familie ist zum Teil iiberlappend. Jedoch besitzen die einzelnen CCN-Proteine
je nach zellularem Kontext sowie moglicherweise aufgrund von Unterschieden in Af-
finitdt und Tertidrstruktur sowie posttranskriptionalen und postranslationalen Mo-
difikationen auch spezifische Funktionen (Jun und Lau 2011). Im Folgenden sollen
CTGF-gesteuerte Signalwege sowie Aufgabe und Regulation des Proteins in physio-
logischen und karzinogenen Prozessen naher charakterisiert werden.

1.2.3.2 CTGF in physiologischen und nicht-malignen Prozessen

CTGF ist ein 38kD-grofes Protein, das in einer Vielzahl von Geweben exprimiert
wird. Den hochsten Anteil von CTGF-mRNA im erwachsenen Menschen fand man
in Milz, Ovar, Gastrointestinaltrakt, Prostata, Herz und Hoden (Kim et al. 1997).
Dabei sind hauptséachlich Endothel-, Muskel- und Knorpelzellen fiir die CTGF-
Produktion verantwortlich (Yang et al. 2005). In der Entwicklung konnte man CTGF
vor allem in Chondrozyten und vaskuldren Geweben nachweisen. CTGF-Knockout-
Mause zeigen einen post-natal letalen Phanotyp, der vor allem durch eine Deformie-
rung des Skeletts aufgrund defekter Chondrozytenproliferation und -differenzierung
sowie einer verdnderten Zusammensetzung der ECM charakterisiert ist (Ivkovic et al.
2003).

Die Expression von CTGF kann durch verschiedene Signale ausgelost werden. So ist
bekannt, dass CTGF durch Faktoren wie Transforming Growth Factor f (TGFp)
und Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) exprimiert wird (Hishikawa et al.
1999, Suzuma et al. 2000). Aukerdem kénnen mechanische Kréafte oder hypoxische
Bedingungen die CTGF-Transkription induzieren (Higgins et al. 2004, Chaqour und
Goppelt-Struebe 2006). Bisher ist kein Rezeptor bekannt, der d&hnlich spezifisch wie
die CXCR4-CXCL12-Bindung (s.0.) mit CTGF interagiert. Allerdings zeigen eini-
ge Arbeiten, dass CTGF verschiedene Zellmembranproteine bindet und dadurch
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Signalwege im Zellinneren steuert. Vor allem Integrine scheinen relevante Bindungs-
partner fiir CTGF zu sein. Bisher sind fiinf Integrine bekannt, mit denen CTGF
interagiert, woraufhin in den meisten Féllen Zelladhésion ausgelost wird (Chen und
Lau 2009). Monozyten des peripheren Bluts haften iiber Integrine auf ihrer Zel-
loberfliche im Bereich von artheriosklerotischen Geféafiverletzungen durch die dort
herrschende hohe CTGF-Expression (Schober et al. 2002). Weitere Bindungspart-
ner von CTGF sind Low density lipoprotein receptor-related proteins (LRP) und
Heparansulfat-Proteoglykane (HSPG), die jedoch eher als Korezeptoren dienen, um
die Signale anderer Rezeptoren zu modifizieren (Jun und Lau 2011). Des Weiteren ist
bekannt, dass CTGF mit anderen l6slichen Faktoren und deren Rezeptoren intera-
giert und dadurch deren Wirkung auf beispielsweise Angiogenese, Proliferation oder
Differenzierung moduliert (Inoki et al. 2002, Abreu et al. 2002, Maeda et al. 2009).
CTGF wechselwirkt zudem mit Proteinen der ECM und vermittelt den Kontakt
zwischen Zellen und diesen Proteinen. Der CTGF-Knockout in Chondrozyten fiihr-
te zu einer reduzierten Bindung an das ECM-Molekiil Fibronektin. Auferdem war
die Produktion von Bestandteilen der ECM in diesen Zellen beeintrachtigt (Nis-
hida et al. 2007). CTGF kann diverse intrazelluldre Signalwege beeinflussen. Der
Knockout von CTGF in Fibroblasten resultierte ebenfalls in einem verschlechterten
Anhaften auf Fibronektin. Auterdem wurde eine verminderte Phosphorylierung von
Focale adhesion kinase (FAK) und Extracellular-signal regulated kinase (ERK) be-
obachtet (Chen et al. 2004). Auch der FAK/Phosphoinositid-3 Kinase (Pi3K)/AKT-
Signalweg scheint durch CTGF gesteuert zu werden, denn in CTGF~/~-Fibroblasten
war die Aktivierung dieser Signalkaskade durch TGFf beeintrichtigt (Shi-wen et al.
2006). Eine Ubersicht zu den Bindungspartnern von CTGF und den ausgeldsten Si-
gnalwegen ist in Abb. 1.4 zu finden.

CTGF ist in vielen fibrotischen Erkrankungen iiberexprimiert (Jun und Lau 2011).
Im Mausmodell konnte die synergistische Wirkung von CTGF mit TGFf, das fiir
seine Schliisselrolle in der Pathogenese der Fibrose bekannt ist, gezeigt werden (Mori
et al. 1999, Leask et al. 2009). Aufgrund der weitreichenden Funktionen von TGFj,
wird vermutet, dass die Behandlung der Fibrose mit einem Antikérper gegen TGF 3
zu starken Nebenwirkungen fithren kann (Blom et al. 2002). CTGF allerdings ist
ein vielversprechendes Zielprotein in der Fibrosetherapie. Der Einsatz des human
anti-CTGF Antikorpers FG-3019 (FibroGen, Inc.) war im Tiermodell wirksam und
zeigte in Studien bei Patienten mit fibrotischer Nierenerkrankung erste Erfolge (Ad-
ler et al. 2010, Lipson et al. 2012).

1.2.3.3 CTGF in der Karzinogenese

Die Rolle von CTGF in der Tumorgenese wird kontrovers diskutiert. Es gibt keine
einheitliche Korrelation zwischen CTGF-Expression und Prognose in den verschie-
denen Tumorentititen. Die meisten Studien zeigen jedoch, dass CTGF forderliche
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Abbildung 1.4: Interaktionspartner von CTGF und niedergeschaltete Signalwege
Connective Tissue Growth Factor (CTGF) wechselwirkt iiber seine vier Doménen (s. Abb. 1.3)
mit Proteinen der extrazelluldren Matrix (ECM) und 16slichen Faktoren wie Transforming Growth
Factor B (TGFR), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) oder Bone Morphogenetic Protein
(BMP). Aufierdem bindet er auf der Zelloberflache an Integrine, Low density lipoprotein receptor-
related proteins (LRP), und Heparansulfat-Proteoglykane (HSPG). Darauthin kénnen Signalwege
angeschaltet werden, an denen Extracellular-signal regulated kinase (ERK), AKT, Focal adhesi-
on kinase (FAK) und Phospoinositid-3 Kinase (PI3K) beteiligt sind (Leask und Abraham 2006,
Hall-Glenn und Lyons 2011). Abbildung modifiziert nach Hall-Glenn und Lyons (2011)

Auswirkungen auf das Tumorwachstum besitzt. So korreliert bei Magenkarzinom
und Gliom eine hohe CTGF-Expression mit einer ungiinstigen Prognose (Xie et al.
2004, Liu et al. 2008). Bei Brustkrebspatienten detektierten Xie et al. (2001) in 55%
der Proben eine Uberexpression von CTGF, die mit einem fortgeschrittenen Krank-
heitsstatus korrelierte. Dies deutet darauf hin, dass CTGF vor allem fiir spéte Er-
eignisse wahrend der Tumorgenese, wie die Metastasierung, relevant sein konnte. In
Zellkulturexperimenten konnten Wang et al. (2009) und Lai et al. (2011) zeigen, dass
die CTGF-Expression in Brustkrebszellen mit Therapieresistenz verbunden ist. Die
Hochregulation der anti-apoptotischen Proteine B-cell lymphoma-extra large (Bel-
xL) und Cellular inhibitor of apoptosis protein 1 (cIAP1) war an dieser Resistenz
malfsgeblich beteiligt. Der Knockdown dieser Proteine sensibilisierte die Krebszellen
gegentiber der Therapie (Wang et al. 2009).

Auch im Melanom korreliert die CTGF-Expression mit Krankheitsstatus und Me-
tastasierungsgrad. Finger et al. (2013) detektierten die hochte CTGF-Expression
in Patientenproben mit einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium. In normalem
Hautgewebe war CTGF nicht nachweisbar. Die Forscher stellten fest, dass die im
Tumorgewebe herrschende Hypoxie wesentlich zu der verstarkten CTGF-Expression
beitrdgt. Aufserdem untersuchten die Forscher die Funktion von CTGF in Knock-
down-Experimenten. In vitro fithrte der CTGF-Knockdown in Melanomzellen zu re-
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duzierter Proliferation und Migration. Diese genetisch verdnderten Zellen verursach-
ten im Tiermodell eine deutlich geringere Metastasierung im Vergleich zur paren-
talen Kontrolle. Die Forscher verwendeteten aufserdem den anti-CTGF-Antikorper
FG-3019, um CTGF in vivo anzugreifen. Auch dies war mit einer reduzierten Me-
tastasierung der malignen Zellen verbunden.

In Pankreaskarzinomproben konnte im Vergleich mit gesundem Gewebe eine ca.
50-fach erhohte Expression von CTGF nachgewiesen werden. Diese war sowohl in
den malignen Zellen als auch in umgebenden Fibroblasten zu finden (Wenger et al.
1999, Hartel et al. 2004). Dornhofer et al. (2006) untersuchten die Auswirkung der
CTGF-Expression im Pankreaskarzinom in vitro und in vivo. In dieser Arbeit wurde
beobachtet, dass CTGF das kontaktunabhéngige Wachstum, ein wichtiges Charak-
teristikum von Krebszellen, fordert. Die Behandlung mit FG-3019 konnte diesen
Effekt unterdriicken. Des Weiteren transplantierten die Forscher Mausen humane
Pankreaskarzinomzellen, die unterschiedliche Mengen an CTGF produzierten. Sie
beobachteten, dass eine hohe CTGF-Expression das Tumorwachstum signifikant
verstirkte. Untersuchungen der Tumore zeigten, dass CTGF in den Zellen Proli-
feration ausloste und die Apoptose unterdriickte. Die Verabreichung von FG-3019
fithrte im Tierversuch zu einem signifikant reduzierten Tumorwachstum. Dies war
auf eine erhohte Apoptose der Tumorzellen zuriickzufithren. Auferdem wurde ei-
ne eingeschriankte Lymphknotenmetastasierung dokumentiert. Nebenwirkungen der
Therapie wurden dabei nicht beobachtet. Da FG-3019 humanes wie murines CTGF
bindet, konnten Dornhéfer et al. (2006) nicht eindeutig kliren, ob der Effekt von
FG-3019 in vivo teilweise nicht auch auf die Hemmung des vom Stroma-produzierten
CTGF zuriickzufiihren ist. Eine weitere Studie zeigte, dass FG-3019 die Wirkung
des Chemotherapeutikums Gemcitabin verstirken kann und die Kombinationsthe-
rapie im Tierversuch zu einem verlingerten Uberleben fiihrt (Neesse et al. 2013).
Als einen moglichen zugrundeliegenden Mechanismus fithrten die Forscher die ver-
minderte Expression des X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP) Proteins in mit
FG-3019-behandelten Tumoren an. Im Vergleich zu den Ergebnissen von Dornhéfer
et al. (2006) konnte FG-3019 in dieser Arbeit nur in Kombination mit Gemcitabin
Tumorwachstum und Uberleben signifikant beeinflussen. Des Weiteren beobachte-
ten Neesse et al. (2013), dass FG-3019 die Stromazellen und die Gefafsstruktur des
Tumors nicht beeinflusste und die Apoptose hauptséichlich in den malignen Zellen
zu detektieren war. Daraus schlossen die Forscher, dass FG-3019 spezifisch auf die
Krebszellen wirkt, ohne das Micronevironment des Tumors anzugreifen.

In peripheren Leukozyten konnte CTGF nicht detektiert werden (Kim et al. 1997).
Vorwerk et al. (2000) untersuchten die Expression in Patienten, die an ALL oder
chronischer myeloischer Leukédmie (CML) erkrankt waren und konnten in 60,7 %
bzw. 3,5 % der Proben CTGF nachweisen. Einige Untersuchungen in der ALL geben
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bereits wertvolle Hinweise auf die prognostische Funktion von CTGF in der Leuka-
mie. Sala-Torra et al. (2007) analysierten die CTGF-Expression in einer Kohorte
von 79 erwachsenen Patienten mit ALL und detektierten eine signifikant erhhte
CTGF-Expression in B-ALL-Patienten verglichen mit gesunden Proben. Man fand
heraus, dass eine hohe CTGF-Expression mit einer schlechten Prognose verbun-
den war. Eine hohe Expression korrelierte mit einer ungiinstigen Zytogenetik und
dem Vorhandensein von CD347"-Blasten. Eine weitere Studie untersuchte in Mi-
croarrayanalysen unterschiedlich regulierte Gene in B-ALL-Proben verglichen mit
gesunden CD34"-Zellen. Die Forscher fanden, dass vor allem Proteine, die in die
Tumor-Stroma-Interaktion involviert sind, verdndert reguliert wurden. CTGF war
in ALL-Zellen ca. 20-fach erhoht und zdhlte damit zu den am stérksten regulier-
ten Genen (Tesfai et al. 2012). Funktionelle Untersuchungen zu CTGF in der ALL
fithrten Lu et al. (2013) durch. Der CTGF-Knockdown sensibilisierte ALL-Zelllinien
gegeniiber der Chemotherapie in wvitro. Im Tierversuch resultiere die Blockierung
von CTGF durch FG-3019 in Kombination mit Chemotherapie verglichen zu der ge-
meinsamen Behandlung aus Chemotherapie und Kontroll-Antikérper (AK) zu einem
signifikant verlingerten Uberleben. Abermals hatte die Monotherapie mit FG-3019
keinen Effekt auf die Tumorprogression (Lu et al. 2013).

Expressionsdaten iiber CTGF in der AML sind bisher nur in einer Studie verof-
fentlicht worden. Dort konnte in 26 Patientenproben eine leicht erh6hte Expression
von CTGF verglichen mit gesundem Knochenmark dokumentiert werden (Sala-Torra
et al. 2007). Der Einfluss von CTGF auf Krankheitsverlauf und Therapieresistenz
ist noch nicht untersucht. Eine Studie analysierte die Regulation von CTGF in der
Tumorumgebung der ALL und AML (Battula et al. 2013). CTGF ist in mesenchy-
malen Stromazellen (MSCs) des Knochenmarks stark exprimiert. Der Knockdown
von CTGF in diesen Zellen fiihrte zu einer verringerten Proliferation und zu einer
erhohten Differenzierungsneigung in Richtung Adipozyten. Die Forscher generier-
ten extramedulldres Knochenmark aus MSCs in NSG-Mausen und beobachteten ein
deutlich verstirktes Anwachsen von transplantierten AML- und ALL-Zellen, wenn
die MSCs eine geringere CTGF-Expression aufwiesen. Die Forscher vermuteten, dass
die erhohte Expression der Lockstoffe CXCL12 und Leptin in CTGF-Knockdown
MSCs fiir das verstiarkte Anwachsen verantwortlich war. Diese FErgebnisse machen
deutlich, dass eine verringerte CTGF-Expression im Micronevironment supportiv
auf den Tumor wirken kann. Dies sollte bei einer gegen CTGF gericheten Therapie
bedacht werden (Battula et al. 2013).

Kontrar zu den oben geschilderten Prognosedaten stehen Befunde, die zeigen, dass in
einigen Tumorentitidten eine niedrige CTGF-Expression mit einer schlechten Prog-
nose zusammenhéngt. Bei Darmkrebspatienten war eine niedrige CTGF-Expression
mit einer hoheren Rezidivrate verbunden. Hier war die CTGF-Expression vor allem
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im tumorumgebenden Epithel zu detektieren. Im Tiermodell wirkte die Verabrei-
chung von rekombinantem CTGF lebensverlangernd (Lin et al. 2011). Auferdem
fand man, dass Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom eine niedrigere
CTGF-Expression aufwiesen, als gesunde Proben. In Lungenkrebszellen wirkte die
Uberexpression von CTGF hemmend auf die Zellproliferation. Dies war mit einer
Induktion von p53 und einer verminderten Aktivierung von Akt und ERK verbun-
den (Chien et al. 2006). In Chondrosarkomen ist eine hohe CTGF-Expression mit
einem verldngerten Uberleben assoziiert (Shakunaga et al. 2000).

CTGF ist in vielen Tumoren {iberexprimiert und mit einer ungiinstigen Prognose
verbunden. Der blockierende anti-CTGF-Antikorper FG-3019 zeigt vielversprechen-
de Ergebnisse bei der Behandlung von Pankreaskarzinom, metastasierendem Me-
lanom und ALL. In dieser Arbeit wurde erstmals die Funktion von CTGF in der
AML im Zusammenhang mit der Stroma-induzierten Therapieresistenz untersucht.
Dafiir wurde die Auswirkung einer eingeschrankten CTGF-Wirkung durch shRNA-
gesteuerten Knockdown in Zellkulturversuchen sowie Verabreichung des blockieren-
den anti-CTGF Antikérpers FG-3019 im AML-Mausmodell analysiert. Des Weiteren
wurde der Einfluss des Hippo-Signalwegs auf die CTGF-Regulation untersucht. Die-
ser Signalweg soll im Folgenden vorgestellt werden.

1.2.3.4 Der Hippo-Signalweg

Um das Wachstum eines Organs zu regulieren bedarf es einer genauen Kontrolle von
Proliferation und Apoptose. Der hochkonservierte Hippo-Signalweg nimmt grofen
Einfluss auf die Regulation der Organgréfie in der Embryogenese wie im Erwachse-
nenalter und eine Fehlsteuerung ist oftmals mit malignen Prozessen verbunden (Pan
2010). Mitte der 90er Jahre wurde mit der Warts (Wts)-Kinase das erste Mitglied
des Signalwegs in Drosophila entdeckt. Mutationen in diesem Protein fiihrten zu
einem unkontrollierten, tumordhnlichen Gewebewachstum (Justice et al. 1995).

In den letzten Jahren wurden weitere Mitglieder des Hippo-Signalwegs in Droso-
phila identifiziert und Homologe in humanen Geweben gefunden. Den Kofaktoren
Yes-associated protein (YAP) und Transcriptional coactivator with PDZ-binding
motif (TAZ, auch bekannt als WW domain-containing transcription regulator pro-
tein 1, WWTR1) kommt im Hippo-Signalweg die Schliisselrolle zu (s. Abb. 1.5). YAP
und TAZ interagieren mit Transkriptionsfaktoren, zu denen hauptséchlich Proteine
der TEA domain family member (TEAD)-Familie zéhlen. So steuern sie die Tran-
skription von verschiedenen Genen und fordern Proliferation sowie Organwachstum,
aber auch Epithel-mesenchymale Transition und Migration (Zhao et al. 2007, Lei
et al. 2008). Zu den Genen, die von YAP und TAZ reguliert werden, zdhlen auch
die CCN-Familienmitglieder CTGF und Cyr61 (Zhao et al. 2008, Zhang et al. 2009,
Lai et al. 2011, Zhang et al. 2011).
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Abbildung 1.5: Der Hippo-Signalweg. Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte sowie G-Protein-
Rezeptoren steuern die Aktivitat des Hippo-Signalwegs. Yes-associated protein (YAP) und Trans-
criptional coactivator with PDZ-binding motif (TAZ) agieren dabei als zentrale Kofaktoren fiir die
von TEA domain family member (TEAD)-Proteinen gesteuerte Transkription. Die Aktivitdt von
YAP und TAZ wird durch die Kinase Large tumor suppressor 1/2 (Latsl/2) und deren Kofaktor
Mob kinase activator 1 (Mob1) reguliert, deren Funktion wiederum von der Mammalian STE20-like
protein kinase 1/2 (Mst1/2) und deren Kofaktor Salvador homolog 1 (Sav1) abhéngt. Die Phospho-
rylierung von YAP und TAZ fiihrt zu der zytoplasmatischen Retention und kann den Abbau der
Proteine induzieren. YAP und TAZ férdern die Transkription verschiedener Gene, zu denen auch
Connective Tissue Growth Factor (CTGF) und Cysteine-rich inducer 61 (Cyr61) zéhlen. Zelluldre
Prozesse wie Proliferation und Uberleben werden durch den Hippo-Signalweg reguliert. Abbildung
modifiziert nach Zhao et al. (2011)

Die Aktivitdt von YAP/TAZ wird durch die Kinasen Large tumor suppressor 1/2
(Lats1/2) und Mammalian STE20-like protein kinase 1/2 (MST1/2), die die Ei-
genschaften von Tumorsuppressorgenen besitzen (St et al. 1999, Song et al. 2010),
kontrolliert. Die Phosphorylierung von YAP /TAZ durch Lats1/2 sorgt fiir die Reten-
tion der Proteine im Zytoplasma und kann deren Abbau initiieren (Pan 2010). Trotz
gemeinsamer Regulation von YAP/TAZ durch den Hippo-Signalweg, unterstiitzen
viele Studien die Annahme, dass die beiden Faktoren unterschiedliche Reaktionen in
Zellen auslosen und einander nicht kompensieren kénnen. Zum einen weisen YAP-
und TAZ- Knockout-Méuse unterschiedliche Phénotypen auf, zum anderen konnte in
mehreren Untersuchungen der Knockdown eines der Proteine nicht durch die Funk-
tion des anderen ausgeglichen werden (Zhao et al. 2008). Im Menschen sind neben
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den genannten Hauptkomponenten mittlerweile mehr als 35 Proteine bekannt, die
in den Hippo-Signalweg eingreifen (Harvey et al. 2013).

Durch Interaktion der Zellen mit der nahen Umgebung kann in wvitro die Prolife-
ration gestoppt werden, sobald die Zellen ein konfluentes Stadium erreichen (Eagle
und Levine 1967). Zu diesem Vorgang, der sich Kontaktinhibition nennt und im Or-
ganismus die Organgrofe reguliert, tragt der Hippo-Signalweg wesentlich bei (Zhao
et al. 2007, Ota und Sasaki 2008). In epithelialen Zellen konnen Zell-Zell-Kontakte
wie Tight junctions, Adherend junctions oder Cadherine die YAP/TAZ-Aktivitét
steuern. Auferdem konnen G-Protein-Rezeptoren den Hippo-Signalweg beeinflus-
sen (Harvey et al. 2013). Die Arbeiten der Gruppe von Stefano Piccolo zeigten ein-
drucksvoll, dass Zellen YAP/TAZ in Abhéngigkeit von mechanischen Stimuli, die
durch eine verdnderte Beschaffenheit der ECM iibermittelt werden, regulieren (Du-
pont et al. 2011). Ein harter Untergrund sowie genug Platz, um sich auszubreiten,
fiihrte in Brustepithelzellen zu der Aktivierung von YAP/TAZ und zur Proliferati-
on der Zellen. Eine weiche ECM, sowie wenig Moglichkeit adhirente Kontakte zu
bilden, inhibierte dagegen YAP/TAZ und induzierte Apoptose.

Seit einiger Zeit riickt der Hippo-Signalweg mehr und mehr in der Fokus der Krebs-
forscher. In vielen soliden Tumoren wurde eine Fehlregulation des Hippo-Signalwegs
bobachtet und korrelierte oftmals mit einer schlechten Prognose (Zhao et al. 2008).
In Zellkulturversuchen konnte eine hohe YAP /TAZ-Expression in Brustkrebszellen
einen wesentlichen Beitrag zur Therapierestistenz leisten (Overholtzer et al. 2006,
Lai et al. 2011) und in Lungenkrebszellen war eine reduzierte YAP /TAZ-Aktivitét
in vivo mit einer eingeschriankten Metastasierung des Tumors verbunden (Lau et al.
2014). Bisher sind im malignen Gewebe kaum Mutationen bei Mitgliedern des Hippo-
Signalwegs identifiziert worden. Stattdessen wurde in Tumoren eine verstarkte nu-
kledre Lokalisation von YAP /TAZ beobachtet. Statt intrinsischen tumorférdernden
Mutationen geht man eher davon aus, dass in malignen Prozessen andere Signalwege
die Hippo-Proteine fehlsteuern. Vom Wnt-Signalweg ist bekannt, dass er hiufig in
Tumoren mutiert ist und neue Studien zeigen, dass YAP /TAZ in den Wnt-Signalweg
involviert sind (Azzolin et al. 2012, Rosenbluh et al. 2012). Dies konnte zu Fehlre-
gulationen des Hippo-Signalwegs beitragen. Aufserdem gibt es Hinweise, dass die
Expression der Hippo-Kinase Latsl/2 durch verdnderte epigenetische Prozesse in
Tumoren fehlgesteuert sein kann (Takahashi et al. 2005).

YAP /TAZ fordern die Pluripotenz von embryonalen Stammzellen und besitzen eine
wichtige Funktion in der Erhaltung der Stammzellen verschiedener Organe im Er-
wachsenenalter (Ramos und Camargo 2012). Die Entdeckung von Krebsstammzellen
in verschiedenen Tumoren (Lapidot et al. 1994, Al-Hajj et al. 2003, Singh et al. 2004)
warf die Frage auf, ob auch in malignen Prozessen der Hippo-Signalweg die Stamm-



16 1 Einleitung

zelleigenschaft fordert. Auch hier brachte die Gruppe von Stefano Piccolo wichtige
neue Erkenntnisse. Die Forscher verglichen Expressionsanalysen von insgesamt 993
Brustkrebsproben verschiedener Stadien und entdeckten, dass eine hohe YAP /TAZ-
Aktivitdt mit einem schlechten Differenzierungsgrad und aggressiven Phéanotyp der
Tumore korrelierte. Aufserdem kontrollierte TAZ in den Brustkrebszellen Stammzel-
leigenschaften wie die Féahigkeit zur Selbsterneuerung. Der TAZ- Knockdown fiihrte
in diesen Zellen zu reduzierter Koloniebildung in vitro, zu einem schlechten Anwach-
sen der Zellen im Tierversuch und zu einem Verlust von Stammzellmarkern. Die
Uberexpression von TAZ dagegen forderte die Selbsterneuerungseigenschaft und die
Bildung niedrigdifferenzierter Tumore in vivo (Cordenonsi et al. 2011).

Zahlreiche Studien belegen die Relevanz des Hippo-Signalwegs in der Karzinogene-
se. Die Rolle des Hippo-Signalwegs in der Leukdmie ist bisher noch nicht detailliert
untersucht. Bekannt ist, dass in M&usen die Mst1-Defizienz die Wahrscheinlichkeit
steigert nach Exposition gegeniiber Mutagenen an ALL zu erkranken (O’Neill et al.
2005). Auferdem ist in Patienten mit ALL die Herunterregulation von Lats2 mit
einer schlechten Prognose assoziiert (Jimenez-Velasco et al. 2005). Aufgrund der
kontaktabhéngigen Regulation des Hippo-Signalwegs schien es bei der Durchfiih-
rung der vorliegenden Arbeit interessant, die Aktivitdt von TAZ in AML-Zellen
nach Wachstum auf Stroma zu untersuchen und den Einfluss auf CTGF-Expression
und Resistenzverhalten zu analysieren.

Der weitere Aufbau ist wie folgt gegliedert: Kapitel 2 beschreibt priagnant die Ziel-
setzung dieser Arbeit. Nach der Dokumentation der verwendeten Materialien und
Methoden in Kapitel 3 werden die Ergebnisse in Kapitel 4 vorgestellt und anschlie-
fend in Kapitel 5 diskutiert. Kapitel 6 liefert die Zusammenfassung der Arbeit.
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Zielsetzung

Dank intensiver Forschung kénnen Mechanismen, die fiir Entstehung und Verlauf der
AML relevant sind, immer detaillierter nachvollzogen werden. Dieses Wissen tragt
dazu bei, neue und optimierte Therapien zu entwickeln, die die Prognose der Pati-
enten in den letzten Jahren deutlich verbessern konnten. Dennoch kommt es nach
wie vor bei einem Grofteil der Patienten nach zunéchst erfolgreicher Behandlung
zu einem Riickfall. Neue Forschungsergebnisse lassen vermuten, dass der Tumor von
einer LSC gespeist wird, die dhnlich wie die gesunde HSC in der Nische des Kno-
chenmarks mit Stromazellen interagiert (Lapidot et al. 1994, Bonnet und Dick 1997,
Hope et al. 2004). Man geht davon aus, dass die LSC durch diesen Kontakt von kon-
ventionellen Zytostatika geschiitzt wird, dadurch die erste Therapie tiberdauert und
zu einem spateren Zeitpunkt zu einem erneuten Ausbruch der Krankheit beitragt
(Ishikawa et al. 2007). Neue Studien befassen sich daher mit einer zielgerichteten
Therapie gegen Resistenz-vermittelnde Interaktionspartner zwischen LSC und Stro-
ma.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Bedeutung von CXCR4 und CTGF innerhalb
der Tumor-Stroma-Interaktion untersucht. Dafiir wurde BMS-936564/MDX-1338,
ein neuwertiger gegen CXCRA4 gerichteter Antikdrper hinsichtlich seines Potentials,
Apoptose und Differenzierung in AML-Zelllinien und Patientenproben auszulGsen,
untersucht. Der Fokus lag hierbei auf der Auswirkung der CXCR4-Blockierung auf
Stroma-vermittelte Resistenzmechanismen in Kokulturversuchen. Bekannt ist, dass
CXCR4 dazu beitragt, leukdmische Zellen in die Nische des Knochenmarks zu lei-
ten und dort zu schiitzen (Zeng et al. 2009). Die Bedeutung von CTGF in der
Pathogenese der AML ist hingegen noch nicht beschrieben. Die Auswertung ei-
nes im Vorfeld durchgefiihrten qPCR Arrays ergab, dass CTGF in AML-Zellen
nach Wachstum auf Stroma hochreguliert wird. Im Rahmen dieser Arbeit sollte
daher die CTGF-Regulation in AML-Zellen nach Kontakt zu Stromazellen néher
untersucht und im Anschluss daran die funktionelle Bedeutung fiir das Uberleben
der AML-Zellen analysiert werden. Hierfiir sollten shRNA-vermittelte Knockdown-
Versuche durchgefiihrt sowie im AML-Mausmodell CTGF mit Hilfe des anti-CTGF
Antikorpers FG-3019 angegriffen werden. Da der Hippo-Signalweg einen bekannten
upstream-Mechanismus von CTGF darstellt, sollte zusatzlich dessen Einfluss auf
CTGF-Regulation und Resistenzmechanismen untersucht werden.
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Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders ange-
geben, von den Firmen AppliChem, BioRad, Invitrogen, Merck, Roth und Sigma
bezogen.

3.1.2 Puffer, Losungen, Gele

Die Puffer wurden, falls nicht anders beschrieben, in A. dest. (B. Braun) angesetzt.

Agarosegel (1 %) 1 g Agarose
100 ml TAE-Puffer
50 pl Ethidiumbromidlosung

Dehybridisierungslosung 62,5 mM Tris-HCI (pH 6,7)
2% (w/v) SDS
100 mM B-Mercaptoethanol

Erylysepuffer 155 mM NH,4Cl

10 mM KHCOg3

0,1 mM EDTA
Ethidiumbromidlésung 10 mg/ml Ethidiumbromid
HFS-Puffer 0,07 mM Propidiumiodid

3,88 mM Natriumcitrat
0,1 % (v/v) Triton X-100

NP40-Puffer 50 mM Hepes pH 7.4
250 mM NaCl
5 mM EDTA
0,1 % (v/v) NP40
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PBS/Tween

Ponceau Rot-Farbelosung

Proteaseinhibitor Complete™ (25x)

SDS-PAGE Blockierungslésung

SDS-PAGE Laufpuffer

SDS-PAGE Probenpuffer (2x)

SDS-PAGE Transferpuffer

Puffer fiir Sortierung
mittels Durchflusszytometrie

TAE-Puffer

Zelllysispuffer

PBS
0,1 % (v/v) Tween-20

2 % (w/v) Ponceau Rot
3 % (v/v) Trichloressigsaure

1 Tablette (Roche) in 2 ml H,O

5 % (w/v) Milchpulver in PBS/Tween
2 % (w/v) Milchpulver in PBS/Tween

25 mM Tris
250 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

125 mM Tris-HCI (pH 6,8)

40 % (v/v) Glycerol

4 % (w/v) SDS

10 % (v/v) B-Mercaptoethanol
0,2 % (w/v) Bromphenolblau

25 mM Tris

192 mM Glycin

20 % (v/v) Methanol
0,1 % (w/v) SDS

PBS
2 mM EDTA
0,5 % (w/v) BSA

50 mM Tris (pH 8,5)
1 mM EDTA
40 mM Acetat

NP40-Puffer

Proteaseinhibitor Complete™ (1x)
250 mM NaF

0,1 mM Okadeinséure

250 mM NazgVO,
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SDS-PAGE
Sammelgel (5 %) Trenngel (10 %)
Acrylamid/Bis 0,83 ml 3,3 ml
1 M Tris-HCI (pH 6,8) 0,63 ml -
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) - 2,5 ml
H»>O 3,4 ml 4,0 ml
SDS (10 %) 50 pl 100 pl
APS (10 %) 50 pl 100 pl
TEMED 5l 4 ql
3.1.3 Enzyme
EcoRV New England Biolabs
Mlul New England Biolabs
Taq-Polymerase Qiagen

3.1.4 Zytostatika und blockierende Antikorper

Cytarabin (AraC) Apotheke  Universitatsklinikum
Mainz

Name Zielprotein Herkunft Klasse Firma

BMS-936564/MDX-1338 humanes CXCR4 Maus IgG4  Bristol-Myers
humanisiert Squibb

Kontroll-Antikorper Diphteria Toxin Maus IgG4  Bristol-Myers
humanisiert Squibb

sekundérer Antikorper  humanes IgG, Ziege - Jackson

Fc spezifisch
FG-3019 humanes Maus - Fibrogen, Inc.
und murines CTGF
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3.1.5 Antikorper

Antigen Herkunftsorganismus Verdiinnung Bezugsquelle
[3-Actin Maus 1:1000 Sigma-Aldrich
CTGF (L-20) Ziege 1:100 Santa Cruz
FLT3 (C-20) Kaninchen 1:500 Santa Cruz
GAPDH Kaninchen 1:500 Cell Signaling
TAZ (human) Kaninchen 1:500 Cell Signaling
TAZ (murin+human) Maus 1:1000 BD

Tabelle 3.1: Charakterisierung der primiren Antik6rper. Die Antikérper
wurden in PBS/Tween mit 5 % BSA (w/v) und 3 mM Natrium-Azid verdiinnt.

Antikorper Konjugat Herkunftsorganismus  Verdiinnung  Bezugsquelle

anti-Maus Meerrettich- Ziege 1:2000 Santa Cruz
Peroxidase

anti-Ziege Meerrettich- Affe 1:2000 Santa Cruz
Peroxidase

anti-Kaninchen = Meerrettich- Ziege 1:10000 KPL
Peroxidase

Tabelle 3.2: Charakterisierung der sekundiren Antikérper. Die Verdiinnung

wurde in 2 %-iger Milch angesetzt.

Antikorper Konjugat Bezugsquelle
anti-CD45 APC BD
anti-CD11b Biotin eBioscience
anti-CXCR4 PE eBioscience
Streptavidin APC-Cy7 Biolegend

Tabelle 3.3: Charakterisierung der fiir die Durchflusszytometrie ben&tig-

ten Antikorper.

3.1.6 Groflenstandards

Protein-Grofenstandard
PageRuler™ Prestained Protein Ladder

DNA-Grofsenstandard
O’Gene Ruler™ 100 bp DNA Ladder Plus

Thermo Scientific

Thermo Scientific




3.1.7 Bakterien und Vektoren

Bakterien

Subcloning Efficiency™ DH5c™

Competent Cells
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Invitrogen

Vektoren
Bezeichnung Beschreibung Bezugsquelle/Referenz
psPAX2 Hilfsplasmid fiir Transfektion = Didier Trono
kodiert fiir gag-pol; Ampicilin-  (Ecole polytechnique
Resistenz fédérale de Lausanne,
Schweiz)
pMD2.G Hilfsplasmid fiir Transfektion = Didier Trono
kodiert fiir VSV-G; Ampicilin-  (Ecole polytechnique
Resistenz fédérale de Lausanne,
Schweiz)
pLKO.1-puro Lentiviraler Expressions-  Sigma Aldrich
vektor, kodiert fiir shRNA;
Ampicilin- und Puromycin-
Resistenz
3XFlag.pCMV5- Expressionsvektor, kodiert fiir ~ Jeff Wrana (Lunenfeld-

TOPO TAZ WT

pDONR™ 221
pLenti7.3/V5-
DEST™

humanes TAZ

Gateway® Donor Vektor
Gateway® Destination Vek-

tor, Lentiviraler Expressions-
vektor,enthilt GFP-Gen

Tanenbaum Research
Institute, USA) bezogen
iiber www.addgene.org
Invitrogen

Invitrogen
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3.1.8 Fertigsysteme

Annexin V-PE Apoptosis detection Kit I
HiSpeed Plasmid Maxi Kit

High Pure RNA Isolation Kit

LightCycler® 480 SYBR Green I Master
Plasmid Mini Kit

RevertAid First Strand ¢cDNA Synthesis Kit
RNeasy™ Mini Kit

RT? First Strand Kit

RT? ProfilerRT™ PCR Array System

RT? SYBR® Green qPCR Master Mix

3.1.9 Nahrmedium und Agarplatten

LB-Medium

LB-Agar

3.1.10 Zellkulturmaterialien und Zusatze

[3-Meracaptoethanol

Ampicilin

(Stammldsung 100 mg/ml in H,0O)
DMEM (+4 mM L-Glutamin)
DMSO

D-PBS

Einfriermedium

FCS
Hitzeinaktiviert bei 56° C
Hepes
Horse Serum
Hydrocortison
IMDM
L-Asparagin
L-Glutamin (200 mM)

BD Pharmingen
Qiagen

Roche

Roche

Qiagen

Thermo Scientific
Qiagen
SABiosciences
SABiosciences
SABiosciences

10 g/1 Bacterial Peptone
5 g/l Hefe-Extrakt
10 g/1 NaCl

LB-Medium
15 g/l Agar

Sigma Aldrich
Roth

Gibco
Sigma-Aldrich
Gibco

FCS

10 % (v/v) DMSO
PAA

Roth

Gibco

Sigma Aldrich
Invitrogen
Sigma Aldrich
Gibco
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Natriumpyruvat (100 mM) Gibco
Non-essential amino acids Gibco
Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml; 10000 pg/ml)  Gibco
Puromycin Sigma
(Stammlosung 1 mg/ml in H,0)

RPMI 1640 Medium Gibco
Trypsin/EDTA (0,05 %/0,02 %) PAA
Additiva 1 % D-PBS

1 % Natriumpyruvat

1 % L-Glutamin

1 % B-Meracaptoethanol

0,6 % Non-essential amino acids
0,2 % L-Asparagin

1 % Hepes

steril filtrieren

3.1.11 Zelllinien und priméares Material

Zelllinie  Ursprung Organismus Bemerkungen — Wachstums- Bezugs-
medium quelle
293FT embryonische  H. sapiens  Verpackungs- DMEM Invitrogen
Nierenzellen zelllinie, + 10%FCS

enthalt DNA + 1%
des Adenovirus Natriumpyruvat
5 und des SV40 + 1% Penicil-
large t-Antigens lin/ Streptomy-
cin

((Graham et al. 1977, DuBridge et al. 1987) ]
AFTO024 Stromazellen M. musculus besitzen tem-  Monokultur: ATCC

aus der fetalen peratursensi- DMEM

Leber tive Variante + 10% FCS

des SV40 large + 50 ntM -

t-Antigens, un- Meracaptoethanol

terstiitzen das  Kokultur: zu-
Wachstum von  séitzlich + 10%
hématopoeti-  Horse Serum
schen Stamm-  + 0,1 pM
zellen Hydrocortison
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(Moore et al. 1997, Nolta et al. 2002)
HL-60 Akute promye- H. sapiens exprimieren on- RPMI 1640 ATCC

lozytére Leuka- kogenes Myc,  + 10%FCS
mie Zellen lassen + 1% L-
sich leicht diffe- Glutamin
renzieren + 1% Penicil-

lin/ Streptomy-
cin
(Gallagher et al. 1979, Birnie 1988) ]
Molm-14 Akute myelo-  H. sapiens FLT3-ITD+, RPMI 1640 + ATCC
ische Leukémie MLL-AF9- 10%FCS + 1%
Translokation  L-Glutamin
+ 1% Penicil-

lin/ Streptomy-

cin
((Matsuo et al. 1997, Quentmeier et al. 2003) ]
MS5 Stromazellen M. unterstiitzen das DMEM + DSMZ
aus dem musculus ~ Wachstum von  10%FCS + 1%
Knochenmark hamatopoeti-  L-Glutamin
schen Stamm- + 1%
zellen Natriumpyruvat

+ 1% Penicil-
lin/ Streptomy-

cin
(Itoh et al. 1989, Kanai et al. 2000) ]
MS5- exprimieren stabil GFP, hergestellt in der Diplomarbeit der Autorin
GFP
MV4-11 Akute monocy- H. sapiens FLT3-ITD+, RPMI 1640 + ATCC

tare Leukimie MLL-AF4- 10%FCS + 1%

Translokation  L-Glutamin
+ 1% Penicil-
lin/ Streptomy-

cin
((Quentmeier et al. 2003, Drexler et al. 2003) ]
Oci- Akute myelo-  H. sapiens NPM-Mutation RPMI 1640 + DSMZ
AML3 ische Leukémie 10%FCS + 1%

L-Glutamin

+ 1% Penicil-
lin/ Streptomy-

cin
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(Quentmeier et al. 2005)
U937 Diffuses histio- H. sapiens Zellen exprimie- RPMI 1640 + ATCC
zytares Lym- ren monocytiare 10%FCS + 1%
phom Oberflachen- L-Glutamin
marker, besitzen + 1% Penicil-

nicht die typi- lin/ Streptomy-
schen lymphati- cin
schen Marker

(Sundstrém und Nilsson 1976, Moscicki et al. 1983)

Priméares Material Medium
Monocytére Zellen aus Knochenmark IMDM

oder peripherem Blut von Patiententen mit + 20 % FCS
AML + 5 % Additiva

+ 1 % Penicillin/ Streptomycin

3.1.12 Plastikware

6 well-Platten BD

12 well-Platten Greiner Bio One
12 well Transwell-System Corning
Porendurchmesser 3 pm und 5 pm

24 well-Platten Greiner Bio One
96 well-Platten Greiner Bio One

FrameStar® 96 PCR Plate for LC 480  Gene On
Durchflusszytometrie-Rohrchen 5 ml BD

EDTA-Ro6hrchen Sarstedt

Einfrierréhrchen Nunc, ,Cyro Tube Vials*

Einfrierbehélter Nalgene®, Mr. Frosty"Cryo 1° C
Freezing Container

Heparinspritzen B. Braun ,Omnican F*

Kulturflaschen Nunc

Messkiivetten Ratio Lab

Pipettenspitzen 10 nl, 200 pl, 1000 pl Greiner Bio One
Reaktionsgeféife 1,5 ml und 2 ml Eppendorf
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Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml Greiner Bio One
Sterile Filter 100 pm Partec, ,Cell Trics®“
Zentrifugen-Rohrchen 25 ml und 50 ml ~ Greiner Bio One

3.1.13 Gerate und Zubehor

Autoklav Systec
Bestrahlungsanlage Buchler ,,CDCK 4905
Brutschrank (eukaryotische Kultur) Binder ,,CB150“
Brutschrank (prokaryotische Kultur) Heraeus ,, T'yp 6200
Chemilumineszenzimager Intas
Durchflusszytometer BD ,FACS Canto*
Durchflusszytometer und Zellsortierer BD ,FACS Aria“
Dreidimensionaler Taumelrollmischer Keison

Elektrophorese-System
,Mini-Protean 3*

Geldokumentationssystem

Kamera
Magnetriihrer
Membranen

Mikroskop
Mikrowelle
Netzteil
PCR-Gerit
pH-Meter
Pipetten

Proteintransfersystem
RT-PCR Cycler
Spektrophotometer

Sterilbank

Stickstofftank

Thermomixer

Vortexer

Wasserbad
Schiittelwasserbad

Biorad

Vilber Lourmat Transilluminator IP-
CEFO1-SO*

Olympus ,IXX2-SLP*

Heidolph ,MR3001

GE Healthcare ,Hybond™-ECL Nitrocel-
lulose™

Olympus ,,CHT*

Sharp

Biorad, ,Power Pac 200“

Biorad ,,iCycler Thermo Cycler
Hanna-Instruments ,,pH211*

Eppendorf, Gilson

Integra Biosciences ,,Pipetboy accu®
Biorad ,Mini Trans-Blot Cell*

Roche ,Light Cycler 480

GE Healthcare ,GeneQuant Pro*
Thermo Scientific ,,NanoDrop 1000
Thermo Scientific ,,HeraSafe KS18*

Air Liquid, ,,Espace 151 Liquide*
Eppendorf ,/ Thermomixer compact®
Neolab

Memmert ,WB 14

P-D Industriegesellschaft mbH | Typ
WB10*
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Waagen Sarorius U4100, ISO 9001
Neubauerziahlkammer Neolab
Zentrifugen Heraeus ,Multifuge 3s“, , Biofuge Fresco*

Roth, ,Micro Centrifuge*

3.1.14 Datenbanken und Software

Datenbanken

Addgene www.addgene.org
Ensemle www.ensemble.org
PubMed www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

Software

FACS Diva Becton-Dickinson

FlowJo Tree Star Inc.

GraphPad Prism Graphpad Software, Inc.

LightCycler® 480 Software Roche

Microsoft Office Microsoft

Primer 3 (http://primer3.ut.ee) Whitehead Institute for Biomedical

Research, Massachusetts, USA

3.2 Methoden

Einige Abschnitte des Methodenteils wurden leicht veréndert aus der Diplomarbeit
der Autorin tibernommen (Untersuchung Stroma-induzierter Resistenzmechanismen
in der akuten myeloischen Leukémie, Albert-Ludwigs-Universitdat Freiburg im Breis-
gau, September 2010).

3.2.1 Zellbiologische Methoden

3.2.1.1 Kultivierung und Passagieren von Zellen

Die Kultivierung von Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37° C und 5 % CO,.
AFT024-Zellen wurden bei 33° C und 5 % CO, kultiviert, da deren Expression
einer temperatursensitiven Variante des Simian Vacuolating Virus 40 large tumor
(SV40 large t) -Antigens eine Proliferation bei 37° C verhindert (Frederiksen et al.
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1988, Moore et al. 1997). Regelméfig wurden die Zellen auf Wachstum und Ausse-
hen iiberpriift und mit frischem Kulturmedium versorgt. Leukdmiezellen wurden in
einer Dichte von ca. 0,5 - 10% Zellen/ml gehalten und ca. 0,5 - 10 adhéirente Zellen
wurden je 10 cm Schale ausgesédt. Dreimal pro Woche wurden die Zellen im Ver-
héltnis 1:5-1:10 ausgediinnt, indem bei Suspensionszellen altes Medium abgesaugt
und neues hinzugefiigt wurde. Adhéarente Zellen wurden mittels Trypsin vom Boden
gelost und ein Teil der Zellen in einer neuen Schale ausgesét. Fiir die Versuche unter
hypoxischen Bedingungen wurden Zellen in einem gesonderten Brutschrank bei 4 %
O, kultiviert. Fiir die Arbeit mit leukdmischen Blasten von Patienten, die an einer
AML erkrankt waren, wurde zunéchst eine Einverstdndniserkldrung der Patienten
eingeholt. Die Zellen wurden nach dem Auftauen iiber Nacht in Medium kultiviert
und anschliefsend fiir Versuche verwendet. Die Arbeit mit Zellen wurde unter sterilen
Bedingungen durchgefiihrt.

3.2.1.2 Zahlen von Zellen

Um die Zellzahl zu ermitteln, wurden Zellen pelletiert und in PBS resuspendiert. Aus
dieser Suspension wurden Zellen im Verhéltnis 1:2 mit Trypan Blau gefarbt, daraus
20 pl auf eine Neubauerkammer gegeben und die Zellzahl innerhalb der Quadran-
ten unter dem Mikroskop gezahlt. Es wurden immer mindestens 100 Zellen gezéhlt.
Blau gefarbte Zellen wurden nicht mitgezahlt, da bei diesen der Farbstoff aufgrund
einer defekten Zellmembran ins Zellinnere gelangen konnte und diese Zellen somit
nicht mehr als vital gewertet wurden. Unter Einbezug der durchgefiihrten Verdiin-
nung wurde die Zellzahl in der Suspension innerhalb des Zentrifugationsrohrchens
wie folgt ermittelt:

Zellzahl in gezédhlten Quadranten

2 (Verdii fakt
Zahl der gezéhlten Quadranten x 2 (Verdimmngsfaktor) x

10000 (Kammerfaktor) = Zellzahl/ml in der Suspension

3.2.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Fiir die langfristige Lagerung wurden die Zellen in fliissigem Stickstoff tiefgefroren.
Pelletierte Zellen wurden in Einfriermedium aufgenommen und in Einfrierrohrchen
gegeben. Dabei lag die Zellzahl bei 0,5—1-10° (adhérente Zellen) bzw. bei 5—10-10°
(Suspensionszellen) je Einfrierrohrchen. Die Einfrierr6hrchen wurden in einen vor-
gekiihlten Einfrierbehélter gestellt und bei -80° C einen Tag gelagert, bis sie an-
schlieftend in den Stickstofftank tiberfithrt wurden. Der Einfrierbehélter enthélt Iso-
propanol, welches das langsame und gleichméfige Einfrieren der Zellen ermoglicht.
Das DMSO im Einfriermedium verhindert die Bildung von Eiskristallen wéhrend
des Einfriervorgangs.
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Das Auftauen der Zellen erfolgte in einem 37° C warmen Wasserbad. Kurz bevor der
Auftauvorgang komplett abgeschlossen war, wurden die Zellen in frisches Kultur-
medium tiberfithrt, bei 1400 rpm fiir 5 min zentrifugiert und in eine Kulturflasche
gegeben. Nach 24 h erfolgte ein Wechsel des Mediums, um verbliebenes DMSO zu
entfernen.

3.2.1.4 Aussaat und Trennung der Kokultur

Um die Tumor-Stroma-Interaktion in der Nische des Knochenmarks zu imitieren,
wurden AML-Zellen mit Stromazellen in einer Kulturschale gemeinsam kultiviert.
Fiir alle Kokulturen galt, dass die Kokultur im Medium der Stromazellen angesetzt
wurde und die Zellen in Monokultur in ihrem jeweiligen Medium kultiviert wurden.

Behandlung mit Chemotherapeutika und Antikérpern
Fir die Aussaat der Kokultur wurden zunachst 96 well-Platten iiber Nacht mit

0,1 %-iger Gelatine (Millipore) beschichtet, um ein ausreichend langes Anhaften
der Stromazellen an den Untergrund zu gewahrleisten. MS5-GPF-Zellen wurden
durch eine Céasium'7-Quelle mit 11 Gy bestrahlt, um eine Proliferation dieser Zel-
len wiahrend der Kokultur zu verhindern und in einer Dichte von 18 000 Zellen je
well ausgeséit. Die AML-Zellen wurden, ca. 4 h nach Aussaat des Stromas hinzu-
gefiigt (30 000/well bei AML-Zelllinien, 100 000/well bei priméren Blasten). Die
Behandlung mit Antikorper/Zytostatika erfolgte je nach Versuch 24 h oder 6 d nach
Aussaat der Kokultur. Bei einer Kokulturdauer von 6 d wurde zweimal ein hal-
ber Mediumwechsel durchgefiihrt, bevor die Zellen behandelt wurden. Am Tag der
Behandlung wurden AML-Zellen in Monokultur ausgesiat und ebenfalls mit Anti-
korper /Zytostatika inkubiert.

Fiir die Experimente mit BMS-936564/MDX-1338 wurde 24 h nach Aussaat der
Kokultur 60 nM des CXCR4-Antikoérpers mit 360 nM des sekundéren Antikorpers
50 min bei Raumtemperatur vorinkubiert und dann zu den Zellen gegeben. 3 h spa-
ter wurden die Zellen mit 2 pM Ara-C behandelt. Nach 24 h wurde die Apoptose
gemessen.

Fiir den Apoptose-Nachweis in Kokulturen mit CTGF- oder TAZ- Knockdown wur-
den MV4-11-Zellen nach 24-stiindiger und Molm-14-Zellen nach 6-tdgiger Kokultur-
dauer mit 2 pM Ara-C behandelt. Die Apoptosemessung erfolgte nach 48 h (MV4-11)
oder 72 h (Molm-14).

Bei der Ernte der Kokultur fiir die Apoptosemessung wurde das Medium mit den
enthaltenen schwimmenden Zellen zunéchst abgenommen und das Stroma mit PBS
abgespiilt. Diese Zellen wurden der Fraktion ‘Kokultur Suspension’ zugeordnet. Die
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auf dem Stroma adhérenten Zellen wurden zusammen mit den MS5-GFP-Zellen
trypsiniert und der ‘adhérenten Fraktion’ zugeteilt. So konnte untersucht werden,
inwiefern ein starker und direkter Kontakt zum Stroma einen Einfluss auf den Schutz
der Leukémiezellen vor Apoptose hat (s. Abb. 3.1). Anschliefend wurden die beiden
Fraktionen der Kokultur sowie die Monokultur mit CD45-Antikérper (2 pl/1 - 109
Zellen) gefarbt, der als hdmatopoetischer Marker eine Trennung der Stroma- von
den Leukémiezellen zuliek.

AML-Zellen Suspensionsfraktion

Stromazellen } Adhirente Fraktion

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Kokultur von Stroma- mit
Leukiimiezellen. Fiir die Aussaat einer Kokultur wurden zunéchst Stromazellen
ausplattiert. Nachdem diese adhérent geworden waren, wurden die Leukimiezellen
hinzugefiigt. Die Kokultur wurde 24 h bis 6 d lang erhalten. Untersucht wurde der
Einfluss der Kokultur auf Genregulation und Therapieresistenz in den AML-Zellen.
Dabei wurden die schwimmenden und locker anhaftenden (Suspensionsfraktion) von
den fest an den Stromazellen bindenden AML-Zellen (adhérente Fraktion) separat un-
tersucht. Die Trennung der Kokultur erfolgte am Durchflusszytometer mittels Ober-
flaichenmarkierung.

Untersuchung der Genexpression
Zum einen wurde die RNA-Expression, zum anderen die Regulation von Proteinen

in kokultivierten Zellen analysiert.

Fiir den Nachweis der RNA-Regulation wurden MS5-Zellen mit einer Dichte von
0,6 - 105 und AFT024-Zellen mit einer Dichte von 0,9 - 10° in 10 cm-Schalen aus-
gesit. Nach ca. 4 h wurden 2 - 10° Leukimie-Zellen in 10 ml Medium hinzugefiigt.
Die Zellen wurden 24 h oder 72 h kokultiviert. Anschliefend wurden das Medium
und die enthaltenen Zellen abgenommen, die MS5-Zellen und locker anhaftende Leu-
kimiezellen mit PBS leicht abgespiilt. Diese Zellen wurden als Suspensionsfraktion
untersucht. Die {ibrigen adhérenten Zellen wurden trypsiniert, mit CD45-Antikorper
(2 pl/1x10°% Zellen) geférbt und in Sortierungs-Puffer aufgenommen (1 ml/10 - 10°
Zellen). Um grofere Zellaggregate zu entfernen, wurden die Zellen gefiltert (Poren-
grofe 100 pm) und anschliefend am Durchflusszytometer FACS Aria (BD) nach
CD45-positiven und -negativen Zellen sortiert. Die Reinheit lag dabei bei ca. 95 %
in beiden Fraktionen (s. Abb. 3.2).

Um eine verdnderte Proteinexpression von TAZ in der Kokultur zu untersuchen,
wurden MS5-Zellen mit 11 Gy bestrahlt, in einer Dichte von 1-10°/je 10 cm-Schale
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Abbildung 3.2: Trennung der Kokultur mit Hilfe der Durchflusszytome-
trie Nach Ernte und Farbung der adhérenten Zellen mit CD45 wurden die Zellen
am Durchflusszytometer sortiert. Die Abbildung zeigt die Zellen in ihrer Lage im
Vorwirts-/ und Seitwértsstreulicht (FSC und SSC, oben) sowie die Anteile CD45-
positiver und -negativer Zellen (unten). Vor der Sortierung (links) lassen sich die po-
sitiven Leukémiezellen von den negativen Stromazellen deutlich unterscheiden. Nach
der Sortierung lag die Reinheit in CD45-negativer (mitte) und -positiver (rechts)

Fraktion bei jeweils ca. 95%.

ausgesat und fir 6 d mit Molm-14-Zellen kokultiviert. In dieser Zeit wurde zwei-

mal das Medium erneuert. Anschliefsend wurden die Zellen am Durchflusszytometer
sortiert. Auferdem wurden Versuche durchgefiihrt, bei denen die Zellen nur durch

Abspiilen voneinander getrennt wurden.

Weiterhin wurde die CTGF-Expression im Medium-Uberstand analysiert. Hierfiir

wurden 25 000 MS5H-Zellen in 12 well-Schalen ausgesét und mit 100 000 Molm-14

Zellen in 500 pl Medium fiir 24-72 h kokultiviert. Der Mediumiiberstand wurde an-
schliefend bei 1400 rpm fiir 5 min zentrifugiert, um die Zellen zu entfernen. Der nun

entstandene Uberstand wurde fiir die Gelelektrophorese verwendet.
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3.2.1.5 Einsatz der Durchflusszytometrie

Nachweis der Expression von Oberflachenmarkern

Fiir die Uberpriifung der CXCR4-Exression in HL-60 und U-937-Zellen sowie pri-
maéren Blasten von drei verschiedenen Patienten mit AML wurden die Zellen mit ei-
nem gegen CXCR4 gerichteten Antikorper (2 pl/1-10¢ Zellen) fiir 45 min bei 4° C ge-
farbt und die Signalintensitat mittels Durchflusszytometrie iberpriift. Als Vergleich
dienten ungefiarbte Zellen. Um die spezifische Bindung von BMS-936564/MDX-1338
an CXCR4 zu iiberpriifen, wurde ein Teil der Zellen zuvor fiir 4 h mit 50 nM BMS-
936564/ MDX-1338 inkubiert, wodurch die Bindung des FACS-Antikérpers blockiert

werden sollte.

Fiir den Nachweis der CD11b-Expression in U-937-Zellen nach Behandlung mit
BMS-936564/MDX-1338 wurden die Zellen gleichzeitig mit CD11b-Biotin (eBios-
cience) und Streptavidin-APC-Cy7 (Biolegend) gefirbt (jeweils 2 nl/1 - 10° Zellen).

Nach jeder Oberflaichenfirbung wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und
anschliefend in frischem PBS aufgenommen (200 pl/1 - 10° Zellen).

Messung des Calcium-Flux

Die Bindung von CXCL12 an CXCR4 erhoht die intrazellulire Calcium-
Konzentration durch Freisetzung von Calcium aus dem Endoplasmatischen Reti-
kulum (ER). Um die Beeinflussung des Calcium-Stroms durch BMS-936564/MDX
zu untersuchen wurden HL-60-Zellen fiir 24 h mit 60 nM des CXCR4-Antikorpers
behandelt. Anschliefend wurden die Zellen in FACS-R6hrchen iiberfiithrt und in PBS
mit 5 pM eFluor Calcium Sensor Dye eFluor® 514 (eBioscience) fiir 30 min bei 37°

C im Dunkeln inkubiert. Der Farbstoff ist Membran-permeabel und fluoresziert ver-
starkt nach Calcium-Bindung. Nach Inkubation mit dem Calcium-Sensor wurden
die Zellen gewaschen und direkt vor der Messung am Durchflusszytometer mit 6,25
nM CXCL12 (Peprotech) stimuliert.

Apoptose- und Zellzyklusmessung mittels HF'S-Puffer

Mit Hilfe von HFS-Puffer wurde in U937-Zellen nach Behandlung mit BMS-
936564/ MDX-1338 die Apoptose gemessen. Dafiir wurden die Zellen fiir 6 d mit
50 nM BMS-936564/MDX-1338 inkubiert. Da auch ein Einfluss auf die Differen-
zierung untersucht werden sollte, wurden die Zellen aufterdem mit 1 pM All-trans

Retinolsdure (ATRA) behandelt, das nachgewiesen eine Differenzierung induziert
(Koschmieder et al. 2007, Chen et al. 2009). Fiir die Apoptosemessung wurden
200 000 Zellen in 200 nl HFS-Puffer resuspendiert. Dieser enthélt Propidiumiodid
(PI) und Triton X-100, das als Detergenz die Membran permeabel macht. Dadurch
gelangt PI auch in vitale Zellen und bindet die DNA. Im Durchflusszytometer kann
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der DNA-Gehalt der Zellen aufgrund der Stéarke der PI-Fiarbung gemessen wer-
den. Man erhélt eine Grafik, die den DNA-Gehalt aller Zellen widerspiegelt. Zellen,
die sich im subG1-Stadium befinden, enthalten fragmentierte DNA und werden als
apoptotisch betrachtet (s. Abb. 3.3). Parallel zur Apoptosemessung wurden Fotos
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Abbildung 3.3: Messung der Zellzyklusstadien und apoptotischer Zellen
anhand Propidiumiodidfarbung. Molm-14-Zellen wurden in HFS-Puffer aufge-
nommen. Dieser enthélt Propidiumiodid, das an freie DNA bindet. Im Durchfluss-
zytometer lassen sich die verschiedenen Zellzyklusstadien anhand des DNA-Gehalts
unterscheiden. Im subG1-Stadium befindet sich der Anteil apoptotischer Zellen. Die
Hohe der S-Phase spiegelt die mitotische Aktivitdt der Zellen wieder.

von den behandelten U-937-Zellen gemacht, um die Aggregation der Zellen zu do-
kumentieren.

Neben der Apoptose konnen mit HFS-Puffer auch die mitotische Aktivitat der Zel-
len und die Zellzyklusstadien untersucht werden. Dies wurde angewendet, um den
Einfluss des CTGF- und des TAZ- Knockdowns auf die Proliferation zu untersuchen.

Apoptosemessung mittels Annexin V und 7TAAD

Der Nachweis apoptotischer AML-Zellen nach der Kokultur auf Stromazellen ver-
langt eine Farbung mit dem hdmatopoetischen Marker CD45, um die AML-Zellen
von den Stromazellen im Durchflusszytometer sauber zu trennen. Da der HFS-
Puffer nicht mit einer Antikorper-Farbung kombiniert werden kann, wurde fiir die
Apoptosemessung von kokultivierten AML-Zellen Annexin V und 7TAAD (Apop-
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tosis Detection Kit, BD) verwendet. Annexin V bindet Phosphatidylserin, das bei
frith-apoptotischen Zellen von der Innenseite an die Aufenseite der Zellmembran
wechselt und somit fiir Annexin V zugénglich wird (Vermes et al. 1995). TAAD bin-
det unspezifisch DNA von Zellen, deren Membran als Folge der Apoptose permea-
bel geworden ist. Fiir die Apoptosemessung wurden die Zellen im Anschluss an die
CD45-Firbung gleichzeitig mit Annexin V und 7TAAD (jeweils 1 11l/1-10° Zellen) ge-
farbt, in Annexin V-Bindungs Puffer resuspendiert (100 ul/1-10° Zellen), 10 min im
Dunkeln inkubiert und anschliefsfend gemessen. Im Durchflusszytometer liefen sich
die CD45-positiven AML-Zellen von den GFP-positiven Stromazellen deutlich tren-
nen. Annexin V-positive/7TAAD-negative sowie Annexin V-positive/7AAD-positive
Zellen wurden als apoptotische Zellen gewertet (s. Abb. 3.4).

Fiir jede Messung am Durchflusszytometer wurden 10 000 Zellen aufgenommen.
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Abbildung 3.4: Messung apoptotischer Zellen in der Kokultur anhand
Farbung mit Annexin V und 7TAAD Leukimische Zellen wurden mit MS5-GFP-
Zellen kokultiviert und nach der Ernte mit CD45, Annexin V und 7AAD gefarbt.
Dargestellt ist die Lage der Zellen im Vorwérts- und Seitwértsstreulicht (FSC, SSC,
links). Die Féarbung mit CD45 sowie die GFP-Expression der MS5-Zellen ermdoglich-
te eine deutliche Separierung der Leukidmiezellen (mitte), deren Apoptose anhand
Bindung von Annexin V und 7AAD gemessen wurde (rechts). Fiir die Auswertung
wurden Zellen, die sich in den Quadranten Q2 und Q3 befanden, verwendet. Mit
AraC-behandelte Zellen (unten) zeigen im Vergleich zur Kontrolle (oben) ein sichtbar
starkeres Signal in der Annexin V - und 7TAAD-Messung.
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3.2.1.6 Verwendung des Transwell-Systems

Messung der Zellmigration

Um den Einfluss von BMS-936564/MDX-1338 auf die Migration von HL-60-Zellen
zu Uberpriifen, wurde ein Transwell-System (Corning) mit einem Porendurchmesser
von 5 pm verwendet (s. Abb. 3.5 links). 100 000 Zellen wurden zunéchst in 200 pl
Medium mit 60 nM BMS-936564 /MDX-1338 fiir 3 h inkubiert und anschliefend in
den oberen Einsatz iiberfiihrt. Im unteren Bereich befand sich 1 ml Medium, das

ausreichte, um einen Kontakt mit dem Einsatz zu gewéhrleisten. Um die Chemo-
taxis zu untersuchen, wurde das Medium im unteren Bereich mit 10 nM CXCL12
versetzt. Nach 15 h wurden die Zellen gezahlt, die aus dem Einsatz in den unteren
Bereich migriert waren.

Unterbindung des direkten Kontakts in der Kokultur

Mit Hilfe des Transwell-Systems wurde aulerdem untersucht, ob ein direkter Kon-
takt zum Stroma unumgénglich fiir die CTGF-Regulation in Molm-14-Zellen ist (s.
Abb. 3.5 rechts). Hierfiir wurden, 25 000 MS5-Zellen im unteren well in 1 ml Me-
dium ausgeséit und 50 000 AML-Zellen in 200 pl Medium in den oberen Einsatz
iiberfiihrt. Dieser Einsatz hatte einen Porendurchmesser von 3 pm und war somit
kaum durchléssig fiir die Leukdmiezellen. Nach 72 h wurden die Molm-14-Zellen aus

dem oberen well entnommen und fiir die RNA-Extraktion verwendet.

Transwell

HL-60 Molm-14
MDX-1338

CXCL12

Unteres well

MShH

Abbildung 3.5: Einsatz des Transwell-Systems (Corning). Dargestellt ist
die Untersuchung der eingeschriankten Zellmigration durch BMS-936564/MDX-1338
(links) und die Unterbindung des direkten Kontakts in der Kokultur (rechts). Un-
terschiede im Porendurchmesser ermoglichten zum einen eine aktive Migration der
Zellen (links) und verhinderten zum anderen den Kontakt der AML-Zellen zum Stro-
ma (rechts).

3.2.1.7 Untersuchung der Proliferationsrate

Um den Einfluss des CTGF- und des TAZ- Knockdowns auf die Zellteilung zu ermit-
teln, wurden Molm-14-, Oci-AML3- und MV4-11-Zellen in 6 well-Platten in einer
Konzentration von 0,4 - 10 Zellen/3ml ausgesiit. Nach 72 h wurden die Zellen im
well gut durchmischt und die Zellzahl bestimmt.
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3.2.1.8 Kultivierung von Zellen auf Fibronektin

Neben dem Einfluss von Stromazellen wurde auch die Wirkung von Fibronektin
auf die Therapieresistenz von Leukdmiezellen untersucht. Hierfiir wurden 6 well-
Platten fiir 2 h mit 40 pg/ml Fibronektin (Biochrom) beschichtet. Anschliefend
wurden 0,9 - 105 Molm-14 Zellen in 4 ml Medium ausgesiit. Nach 48 h wurde die
Halfte des Mediums erneuert, wobei das Medium vorsichtig von oben abgenommen
wurde. Danach erfolgte die Behandlung der Zellen mit 2 pM AraC. 72 h spéter
wurde das komplette Medium abgenommen und die auf dem Fibronektin adhérenten
Zellen mit Trypsin vom Boden gelost. Diese Zellen wurden im Anschluss fiir die
Apoptosemessung verwendet.

3.2.1.9 Generierung einer stabil genetisch verdnderten Zelllinie mit Hilfe
lentiviraler Transduktion (Zufferey et al. 1997, 1998)

Um die Auswirkung der reduzierten Transkription eines Gens auf das Resistenz-
verhalten oder die Proliferation zu untersuchen wurden Leukdmiezellen mit small
hairpin RNA (shRNA) stabil genetisch veréndert. Dieses System nutzt den von Fire
et al. (1998) entdeckten, natiirlich in Zellen vorkommenden Mechanismus der RNA
Interferenz (RNAi). Demnach aktiviert doppelstrangige RNA einen Prozess, der die
Translation einer spezifischen messenger RNA (mRNA) verhindert.

Plasmide, die fiir die sShRNA und fiir virale Proteine kodieren, gelangen iiber len-
tivirale Transduktion in die Zellen. Mit Hilfe der viralen Enzyme wird die fiir die
shRNA kodierende Sequenz stabil in das Zellgenom integriert und anschliefsend tran-
skribiert. Die shRNA entélt zwei zueinander komplementére Bereiche, die von einer
kurzen Sequenz unterbrochen werden. Nach der Transkription binden die komple-
mentéiren Bereiche einander und der mittlere Bereich formt einen Loop, wodurch die
hairpin-Struktur entsteht. Der zentrale Bestandteil der RNAi ist der RN A-induzierte
Silencing-Komplex (RISC). Nachdem die shRNA transkribiert und prozessiert wur-
de bindet sie diesen Komplex, worauthin einer der komplementaren Stringe abge-
baut wird. Der andere Strang hybridisiert mit der komplementédren Sequenz der
Ziel-mRNA, die darauthin gespalten oder deren Translation gehemmt wird (Ameres
et al. 2007). Auf diese Weise kann die Auswirkung der verminderten Produktion
eines bestimmten Proteins untersucht werden (Stewart et al. 2003).

pLKO.1-puro-Vektoren mit shRNA-Sequenzen gerichtet gegen CTGF oder TAZ
wurden als Glycerol Stock erworben, der Bakterien mit den entsprechenden Vek-
toren enthielt (Mission shRNA, Sigma Aldrich). 5 pul des Bakterien Stocks wurden
in 1 ml LB Medium 30 min bei 30° C geschiittelt. Anschlieflend wurden aus dieser
Vorkultur 50 pul auf eine Agarplatte ausgestrichen, die 50 pg/ml Ampicillin ent-
hielt, um die das Plasmid enthaltenen Bakterien zu selektionieren. Nach Inkubation
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iiber Nacht bei 30° C, wurden einzelne Klone von der Platte isoliert und in 15 ml
LB-Medium tiberfiihrt. Nach 7 h wurde die Bakterienkultur in 200 ml LB-Medium
umgefiillt. Das LB-Medium enthielt ebenfalls Ampicillin. Am néchsten Tag folgte
die Isolation der Plasmide laut Protokoll (Plasmid Maxi Kit, Qiagen).

Fiir die Transduktion der AML-Zellen mit der shRNA wurden zunéchst Viren mit
Hilfe von 293FT-Zellen produziert. 293FT-Zellen sind Derivate von 293-Zellen (Du-
Bridge et al. 1987), eine humane embryonische Nieren-Zelllinie, die mit DNA des
Adenovirus Typ 5 immortalisiert wurde und eine hohe Transfektionseffizienz besitzt
(Graham et al. 1977). 293FT-Zellen besitzen zusitzlich das SV40 large t-Antigen,
das die Verwendung von SV40-Origin of Replication und somit die episomale Repi-
kation eines Plasmids ermoglicht.

Aufterdem werden fiir die Transduktion die retroviralen Hilfsplasmide psPAX2 und
pMD2.G benétigt. Das Verpackungsplasmid psPAX2 besitzt das gag-pol Gen, das
fiir Proteine des Kapsids (gag) und fiir die viralen Enzyme Protease, Reverse Tran-
skriptase und Integrase (pol) kodiert. Das Hiillplasmid pMD2.G kodiert fiir das
Glykoprotein des Vesicular stomatitis virus (VSV), welches das Andocken des Virus
an die Wirtszelle ermoglicht.

Transfektion von 293FT-Zellen
Zunichst wurden 1-10° 293FT-Zellen in 10 cm-Schalen ausgesit. Am folgenden Tag

wurden pro Ansatz 18 pl des Transfektionsreagenz TransIT® (Mirus) mit 270 pl
Zellkulturmedium in Reaktionsgefife gegeben, gut durchmischt und fiir 5 min inku-
biert. In dieser Zeit wurden 1,8 pg psPAX2, 300 ng pMD2.G und 3 ng Expressions-
plasmid mit 20 pl Medium gemischt und zu dem verdiinnten TransIT dazugegeben.
Diese Mischung wurde fiir 25 min inkubiert, anschliefend in 6 ml Zellkulturmedium
gelost und zu den 293FT-Zellen gegeben. Ca. 18 h spéter wurde das Medium der
Zellen durch 4 ml neues Medium ersetzt. Am néchsten Morgen folgte die Virusernte,
indem das Medium abgenommen, zentrifugiert und der Uberstand fiir die Transduk-
tion verwendet oder bei -80° C eingefroren wurde.

Transduktion von Leukimiezellen
Fiir die Transduktion wurden 0,5 - 105 AML-Zellen in 0,5 ml Medium in 12
well-Schalen ausgesédt und 0,5 ml Virusiiberstand hinzugegeben. Auferdem wurde

8 pg/ml Polybrene hinzugefiigt, um die Transduktionseffizienz zu erhéhen. Die Zel-
len wurden fiir 1 h bei 1000 rpm zentrifugiert und anschliefsend in den Brutschrank
gestellt. Ca. 8 h spéter wurde je well 1 ml Medium hinzugegeben. Am folgenden
Tag wurden das Medium der Zellen gewechselt und 1,5 pg/ml Puromycin (Sigma
Aldrich) hinzugefiigt, das als Selektionsmarker diente. Nachdem die Selektion abge-
schlossen war, wurden die Zellen fiir Versuche verwendet. Dies war bei Knockdown
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mit shCTGF nach 8-14 Tagen moglich, bei der Verwendung der shRNA gegen TAZ
dauerte es 3 Wochen, bis die Zellen fiir Versuche eingesetzt werden konnten.

Auf gleiche Weise wurden Molm-14-Zellen mit pLenti7.3/V5-DEST transduziert (s.
Kapitel 3.2.3.1 Klonierung des TAZ-Gens in den pLenti7.3/V5-DEST™ Gateway®-

Vektor). Hier erfolgte die Selektion positiver Zellen anhand der Sortierung nach
GFP.

3.2.1.10 Isolation von RNA aus eukaryotischen Zellen

Die Gewinnung von RNA aus Zelllinien erfolgte nach Protokoll (High Pure RNA
Isolation Kit, Roche und RNeasy™ Mini Kit, Qiagen). Nach der Isolation wurde die
Konzentration der RNA mit einem Spektrophotometer (NanoDrop 1000, Thermo
Scientific) bestimmt. Die RNA wurde bei -80° C gelagert.

3.2.2 Proteinbiochemische Methoden
3.2.2.1 Isolation von Proteinen aus Zelllysaten und Mediumiiberstanden

Fiir die Isolation von intrazelluldren oder membranstéindigen Proteinen wurden die
Zellen geerntet und je nach Versuch am Durchflusszytometer sortiert. Anschlieffend
wurde das Zellpellet in NP40-Lysepuffer resuspendiert und auf Eis fiir 30 min in-
kubiert, wobei die Zellen alle 5 min gevortext wurden. Es galt, dass 20 - 10¢ Zellen
mit 70 pl Lysepuffer versetzt wurden. Anschliefend wurden die Zellen fiir 30 min
bei 13 000 rpm und 4° C zentrifugiert und der Uberstand, der die Proteine enthielt,
in ein neues Reaktionsgefafs iiberfiihrt.

Um sezernierte Proteine zu untersuchen, wurde kein Lysepuffer verwendet, sondern
direkt die Proteinkonzentration im Mediumiiberstand bestimmt (s. Kapitel 3.2.1.4
Untersuchung der Genexpression).

3.2.2.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Um von verschiedenen Proben gleiche Proteinmengen auf ein SDS-Gel auftragen zu
kénnen, wurde die Proteinkonzentration nach Bradford (1976) ermittelt. Zuvor wur-
de eine Eichkurve durch Absorptionsmessungen von bovinem Serumalbumin (BSA)
erstellt. Anhand unterschiedlicher, bekannter BSA-Konzentrationen konnten Refe-
renzwerte ermittelt werden. Anschliefsend liefs sich die Proteinkonzentration in den
Proben, basierend auf dieser Eichkurve, berechnen. Dafiir wurden je Probe 800pul
A.dest., 200 pl Bradford-Konzentrat (Bio-Rad Protein Assay, BioRad) und 2 pl Pro-
teingemisch in eine Messkiivette gegeben. Nach 10-miniitiger Inkubation erfolgte die
Absorptionsmessung der Proben bei 595 nm mit Hilfe eines Spektrophotometers. Der
im Bradford-Konzentrat enthaltene Farbstoff Coomassie-Brilliantblau G250 bindet
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unspezifisch an Proteine, wodurch eine Verschiebung des Absorptionsmaximums von
465 nm zu 595 nm stattfindet. Dadurch lasst sich die Proteinkonzentration in den
Proben ermitteln.

3.2.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der Sodium Dodecyl Sulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach
Laemmli et al. (1970) werden Proteine auf ein Gel aufgetragen und innerhalb ei-
nes elektrischen Feldes entsprechend ihres Molekulargewichts aufgetrennt. Fiir die
Elektrophorese wurde ein 10 %-iges SDS-Gel gegossen, das von einem 4 %-igen
Sammelgel iiberschichtet wurde. Das Sammelgel hat die Aufgabe, die Proteine der
verschiedenen Proben auf einer gemeinsamen Hohe zu sammeln, bevor sie sich im
Trenngel separieren. Durch den Prozentgehalt des Trenngels lasst sich der Vernet-
zungsgrad variieren. Das ermdglicht je nach Grofe der zu detektierenden Proteine
einen unterschiedlichen Auftrennungsbereich.

Nach der Polymerisation des Gels wurde es in ein Proteintransfersystem eingespannt,
das mit SDS-Laufpuffer befiillt wurde. Je Probe wurden 90 pg Protein (150 pg bei
Mediumiiberstdnden) mit 15 pl Ladepuffer versetzt. Die Proben wurden anschlie-
fsend 5 min bei 97° C auf dem Heizblock erhitzt und zusammen mit 10 pl Marker,
der als Referenz fiir das Molekulargewicht dient, auf das Polyacrylamid-Gel auf-
getragen. Das anionische Detergenz SDS fiihrt zusammen mit der Erhitzung und
dem im Ladepuffer enthaltenden (3-Mercaptoethanol zur Denaturierung der Prote-
ine. Aufterdem bindet das SDS die Proteine und erzielt eine negative Nettoladung,
wodurch die Proteine zur positiven Anode wandern. Die Elektrophorese wurde bei
120 V durchgefiihrt, bis die gewiinschte Auftrennung der Proteine erreicht war.

3.2.2.4 Proteintransfer auf Nitrocellulosemembran und Detektion von
Proteinen (Western Blot)

Nach der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese lassen sich die Proteine, wie von
Towbin et al. (1979) beschrieben, auf eine Nitrocellulosemembran transferieren, auf
der spezifische Proteine mit entsprechenden Antikérpern sichtbar gemacht werden
konnen. Dafiir wurde das Gel nach Beendigung des Auftrennungsvorgangs aus der
Trennungsvorrichtung entnommen und das Sammelgel abgetrennt. Das Trenngel
wurde innerhalb einer Gitterkassette auf eine Nitrocellulosemembran gelegt, die
auf beiden Seiten luftblasenfrei von je zwei Whatman Filterpapieren und einem
Schwamm umgeben war. Die Filterpapiere wurden ebenso wie die Nitrocellulose-
membran vor dem Transfer fiir 5 min in Transferpuffer dquilibriert. Die Gitterkas-
sette wurde in ein Transfermodul gesetzt, das mit Transferpuffer befiillt wurde. Der
Transfer erfolgte in vertikaler Richtung bei 20 V und 4° C iiber Nacht. Anschliefend
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wurde die Membran aus der Transferapparatur entnommen und konnte zur Immun-
detektion verwendet werden.

Vor der Immundetektion wurde zunéchst der Proteintransfer auf die Membran mit-
tels Ponceau Rot-Farbung kontrolliert. Diese diente bei den Mediumiiberstandpro-
ben auch als Beladungskontrolle. Anschlieffend wurde die Membran fiir mindestens
2 h mit 5 %-iger Milchlosung behandelt, um unspezifische Bindungen von Anti-
korpern an die Membran zu verhindern, und iiber Nacht bei 4° C mit dem Pri-
maéarantikorper inkubiert. Anschlieffend wurde die Membran dreimal fiir je 10 min
in 2 %-iger Milch gewaschen. Alle Wasch- und Inkubationsschritte erfolgten un-
ter stdndiger Bewegung auf einem Schiittler. Je nach Herkunft des Primérantikor-
pers wurde die Membran anschliefend mit dem entsprechenden mit Meerrettich-
Peroxidase konjugierten Sekundarantikorper fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Meerrettich-Peroxidase katalysiert in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid die
Oxidation des Substrates Luminol zu einem aktivierten Zwischenprodukt, das bei
Riickkehr in seinen Ausgangszustand Licht emittiert. Diese Lichtemission kann von
einem Chemilumineszenzimager (Intas) dargestellt werden. In dieser Arbeit wurde
das ECL-System (GE Healthcare) als Chemilumineszenz-Substratlosung eingesetzt.
Nach der Inkubation mit dem Sekundérantikorper erfolgten drei Waschschritte mit
PBS-T und anschliefend die Detektion des Proteins mittels ECL. Die Membran
wurde mit den Reagenzien 1:1 benetzt und nach kurzer Inkubation die Chemilumi-
neszenz detektiert. Die richtige Bande wurde durch Bezug auf den Marker und die
bekannte Grofe des Proteins ermittelt. Falls kein weiterer Nachweis von Proteinen
folgte, wurde die Membran in Folie luftdicht verpackt und bei 4° C gelagert. Alle
Western Blot-Versuche wurden mindestens zweimal durchgefiihrt.

3.2.2.5 Entfernen von Antikoérperkomplexen von der Membran

Fiir das Ablésen der gebundenen Antikérperkomplexe wurde die Membran fiir
30 min bei 50° C im Schiittelwasserbad in Dehybridisierungslosung inkubiert. Es
folgten drei Waschschritte von je 10 min in PBS-T. Anschliefend konnte die Mem-
bran erneut wie oben beschrieben einer Immundetektion unterzogen werden.

3.2.3 Molekularbiologische Methoden

3.2.3.1 Klonierung des TAZ-Gens in den pLenti7.3/V5-DEST™
Gateway®-Vektor

Das Gateway®-System basiert auf dem lytischen und lysogenen Lebenszyklus der
Bakteriophage Lamda. Diese nutzt einen Rekombinationsmechanismus, um einer-
seits ihr Genom in das der infizierten Zellen zu integrieren (lysogener Zyklus) oder
andererseits daraus auszuschneiden, was mit einer Bildung und Freisetzung neuer
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Bakteriophagen verbunden ist (lytischer Zyklus). Diese Rekombinationselemente be-
sitzen auch die Vektoren des Gateway®-Systems. Dies ermdglicht die einfache und
spezifische Klonierung eines Gens aus einem Donorvektor in verschiedene Zielvekto-
ren (Hartley et al. 2000). Die Klonierungsschritte sind in Abb. 3.6 zusammengefasst.

pLenti 7.3
V5-Dest™

PCR mit

pCMVS - attB-Primern

Toro ) iz

TAL

pLenti 7.3
V5-Dest™

+ attR_ccdB_attR + attP_ccdB_attP

BP-Clonase Reaktion LR-Clonase Reaktion

Abbildung 3.6: Klonierung des TAZ-Gens in pLenti7.3/V5-DEST™ mit
Hilfe des Gateway®-Systems. Das TAZ-Gen wird durch attB-Sequenzen enthal-
tene Primer amplifiziert. Anschliefend ldsst sich das Gen durch Rekombinationsre-
aktionen zwischen spezifischen att-Sequenzen in einen Donor-Vektor und von dort in
einen Zielvektor umklonieren.

Fiir die Klonierung des DNA-Segments in den pDONR™ 221 Vektor wurden Primer
erstellt, die das Zielgen im Plasmid 3XFlag.pCMV5-TOPO TAZ WT flankieren und
zusitzlich die fiir die Rekombination nétigen attB-Sequenzen beinhalten. Anschlie-
fend wurde das Gen per PCR vervielfiltigt (s. Tab. 3.9). Die Reaktion wurde auf
ein Agarose-Gel aufgetragen und das attB-PCR Produkt mittels des QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen) aus dem Gel eluiert. Die Rekombination des Produkts mit
pDONR™ 221 wurde mit Hilfe des BP-Clonase® Enzym Mixes (Invitrogen) laut
Protokoll durchgefiihrt. Fiir die Transformation in DH5c (Invitrogen) wurden 50
nl Bakterien zu 2 pl Clonase-Reaktion gegeben und fiir 30 min auf Eis inkubiert.
Anschliefsend folgte die Aufnahme der DNA mittels Hitzeschock durch eine Inku-
bation fiir 20 s bei 42° C gefolgt von einer erneuten Inkubation auf Eis fiir 2 min.
Dann wurden 950 nul vorgewarmtes SOC-Medium hinzugegeben und die Bakterien
bei 30° C und 225 rpm fiir 1 h inkubiert. Die transformierten Bakterien wurden auf
eine Agarplatte ausgestrichen und bei 30° C iiber Nacht wachsen lassen. Aus iso-
lierten Klonen wurde die Plasmid-DNA nach Qiagen (Plasmid Mini Kit) gewonnen.
Nach Uberpriifung der erfolgreichen Klonierung mittels Verdau des Vektors mit Mlul
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5nul PCR-Puffer

10 nl Q-Solution

1pl dNTPs (10mM) Zyklen Dauer  Temperatur

1pl Primer  forward 1 S5min  94° C
(10pmol/nl) 35 30 s 94° C

1nl Primer  reverse 30 s 60° C
(10pmol/pl) 5min 72°C

0,25 pl Taq Polymerase 1 5min 72°C

2 pl (=132 ng) pCMV-TOPO 00 4° C
TAZ WT

A.dest. ad 48 ul

Tabelle 3.9: Ansatz und Programm fiir die PCR zur Amplifikation des
TAZ-attB-Produkts aus pCMV-TOPO TAZ WT

(s. Tab. 3.10) und anschliefender Sequenzierung (Starseq, Mainz) wurde das Ziel-
gen aus dem pDONR™ 221 unter Verwendung des Gateway® LR Clonase® Enzyme
Mixes (Invitrogen) in den pLenti7.3/V5-DEST™ Vektor kloniert. Nach erfolgreicher
Transformation, Isolation, Testverdau mit EcoRV und Sequenzierung konnte dieser
Vektor (pLenti7.3 TAZ) fiir die lentivirale Transduktion eingesetzt werden.

5 ul DNA

2 pul Puffer

2 nl BSA
(1mg /ml)

1l Enzym

A.dest. ad 20 ul
Verdau fir 2 h bei 37° C

Tabelle 3.10: Ansatz fiir den Plasmid-Verdau

3.2.3.2 Quantitative Real-time PCR (qPCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl.: PCR) wurde zuerst von Mullis et al. (1986)
beschrieben und ermdoglicht die schnelle und sensitive Amplifizierung von DNA-
Abschnitten. Um eventuelle Unterschiede im Transkriptionsprofil der Zellen in der
Kokultur verglichen zur Monokultur zu untersuchen, wurde die RNA-Expression
mit Hilfe der quantitativen Real-time PCR (qPCR) analysiert (Heid et al. 1996).
Die qPCR ermoglicht eine Quantifizierung der in den Proben enthaltenen RNA.
Die RNA wird zunéchst durch die Reverse Transkriptase (RT) in komplementére
DNA (cDNA) umgeschrieben. Anschliefsend erfolgt die Amplifizierung der cDNA
analog zur PCR, wobei sich mit Hilfe eines Fluoreszenzfarbstoffes, welcher mit je-
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dem neuen Zyklus in die amplifizierte DNA integriert wird, Riickschliisse auf die
anfiangliche Menge an RNA in der Probe ziehen lassen. In der vorliegenden Arbeit
wurde SYBR Green als Farbstoff verwendet. Dieses Reagenz bindet doppelstringige
DNA und fluoresziert im Anschluss daran (s. Abb. 3.7). Der Anstieg der Fluores-
zenz verlauft zunachst linear. Es folgt eine exponentielle Phase, die zum Ende in
cine Plateau-Phase tibergeht (Wong und Medrano 2005). In der frithen exponentiel-
len Phase iibersteigt die Fluoreszenz erstmals signifikant die Hintergrundfluoreszenz.
Den Zyklus, bei dem dies geschieht, bezeichnet man als cycle threshold (C;)-Wert
oder als crossing point (CP) (s. Abb. 3.8). Der Ci-oder CP-Wert ist von wesentlicher
Bedeutung fiir die Auswertung der PCR (s.u.).
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Abbildung 3.7: Detektion von doppelstringiger DNA mittels SYBR
Green. Die Tag-Polymerase synthetisiert wihrend der Polymerase-Ketten-Reaktion
einen zur Matrize komplementéiren Strang. An diese doppelstringige DNA bindet
der Farbstoff SYBR Green. Als Folge absorbiert der Fluoreszenzfarbstoff blaues und
emittiert griines Licht.

In der vorliegenden Arbeit wurde zuniichst ein qPCR-Array (RT?ProfilerRT™ PCR
Array System, SABiosciences) verwendet, mit dem bereits in der Diplomarbeit der
Autorin Triplikate angefertigt wurden. Diese wurden nun auf 5-fach Werte ausgewei-
tet. Der Array untersucht die Expression von Adhésions-Molekiilen und Proteinen
der ECM. Fiir die Transkriptionsanalysen wurden die Kokulturen mit Hilfe der Zell-
sortierung getrennt und die RNA extrahiert. Fiir den Array wurde je Platte insge-
samt 500 ng RNA eingesetzt. Diese wurde zunéchst nach Protokoll durch die RT in
cDNA umgeschrieben (RT? First Strand Kit, SABiosciences). AnschlieRend wurde
die qPCR vorbereitet, indem die cDNA zusammen mit einem PCR Master Mix (RT?
SYBR® Creen qPCR Master Mix, SABiosciences) laut Hersteller gemischt und auf
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Abbildung 3.8: Ermittlung des C;-Werts bei der qPCR. Die von dem Farb-
stoff SYBR Green ausgehende Fluoreszenz steigt anfanglich linear und geht anschlie-
fend in eine exponentielle Phase iiber, bevor sie in einer Plateau-Phase endet. Den
Zyklus, bei dem die Hintergrundfluoreszenz erstmalig iiberschritten wird, bezeichnet
man als cycle threshold (C;)-Wert oder als crossing point (CP) (Wong und Medrano
2005).

die Platte pipettiert wurde. Der PCR Master Mix enthélt die Taq Polymerase und
den Farbstoff SYBR Green.

Im Anschluss an den qPCR-Array wurde die Regulation von bestimmten Ge-
nen innerhalb einzelner qPCR Reaktionen analysiert. Fiir diese einzelnen qPCR-
Reaktionen wurde die RNA mit dem RevertAid cDNA Kit (Thermo Scientific) um-
geschrieben und die Ansétze laut Tabelle 3.11 zusammenpipettiert. Hierfiir wurde
das LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche) verwendet.

1nl Primer  forward
(10pmol/pl)

1pl Primer reverse
(10pmol/pl)

10 pl SYBR Green

A. dest. ad 15 pl

Tabelle 3.11: Ansatz einzelner qPCR-Reaktionen
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Es wurden jeweils 15 nl Mastermix in ein well gegeben und 5 pl cDNA hinzugefiigt.
Vor der Messung wurden die Platten bei 1000 rpm fiir 1 min zentrifugiert. Die qPCR
wurde mit einem Light Cycler 480 der Firma Roche durchgefiihrt und ausgewertet.
Das jeweilige Programm ist der Tabelle 3.12 zu entnehmen.

Zyklen Dauer  Temperatur Zyklen Dau-er Tejnperatur
1 10 min_ 95° C 1 5min__ 95" C
15 155 95°C 45 10s  95°C
1min 60° C 10's 60° C
10 s 72° C

Schmelzkurve 95° C

Schmelzkurve 97° C

Tabelle 3.12: Programm fiir die QqPCR des Arrays (links) und fiir ein-
zelne qPCR-Reaktionen (rechts). Die qPCR startete mit einer Aktivierung der
Taq-Polymerase bei 95° C. Anschliefsend folgten 45 Zyklen, bei denen die DNA am-
plifiziert und nach jedem Zyklus die Fluoreszenz gemessen wurde. Am Ende wurde
eine Schmelzkurve durchgefiihrt, bei der die Temperatur langsam auf 95° C oder
97° C anstieg. Mit Hilfe der Schmelzkurve liefs sich spéter die Spezifitdt der Produkte
iiberpriifen.

Die Berechnung der Ci-Werte wurde mit Hilfe der Software des Light Cyclers (2nd
Derivative Maximum-Methode) durchgefithrt. Bei Werten, die keinen eindeutigen
Peak in der Schmelzkurvenanalyse aufwiesen, wurde das Gen als nicht messbar be-
trachtet. Bei Messung des Knockdowns eines Gens wurden Proben ohne eindeutigen
Peak einem C;-Wert von 40 (entspricht dem Wert einer nicht nicht-messbaren Probe)
zugeordnet. Bei allen anderen Messungen wurden nur Reaktionen mit einer eindeu-
tigen Schmelzkurve fiir die Auswertung verwendet.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine relative Quantifizierung mit Hilfe der AAC;-
Methode durchgefiihrt (Winer et al. 1999, Livak und Schmittgen 2001). Dafiir wur-
den die Ci-Werte der getesteten Gene (genes of interests, GOI) jeweils in Relation

gesetzt zu dem Mittelwert der C;-Werte von Haushaltsgenen (house keeping genes,
HKG), die als Referenz dienten.

ACt _ CtGO[—CtHKG

Als Haushaltsgene wurden fiir den Array der Mittelwert von [2-Mikroglobulin
und Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase 1 (HPRT) sowie fiir einzelne qPCR-
Reaktionen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) oder HPRT ge-
wéhlt. Anschlieflend wurde der AAC;-Wert berechnet, der die Testgruppe (Kokul-
tur) mit der Kontrollgruppe (Monokultur) in Verbindung setzt:

AAC; = AC; (Testgruppe)-AC; (Kontrollgruppe)
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Die Veranderung der Transkription fiir jedes Gen in der Testgruppe verglichen zur
Kontrollgruppe liefs sich wie folgt auswerten:

n— 2—AACt

Werte fiir n>1 zeigten eine n-fache Hochregulation, Werten <1 eine Herunterre-
gulation in der Kokultur.

3.2.3.3 Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe eines Agarose-Gels ldsst sich DNA ihrer Grofse nach auftrennen. Dazu
wurde die Agarose in TAE-Puffer durch Erhitzen in der Mikrowelle gel6st, mit Ethi-
diumbromid versetzt und in eine Elektrophorese-Apparatur gegossen. Nach der Po-
lymerisation des Gels wurden die mit Ladepuffer versetzten Proben zusammen mit
einem Grofenstandard aufgetragen und eine Spannung von 100 V angelegt, wodurch
sich die DNA aufgrund ihrer negativen Ladung in Richtung Anode auftrennte. Als
Laufpuffer wurde TAE-Puffer verwendet. Das Ethidiumbromid interkaliert mit der
DNA und emittiert Licht nach Bestrahlung mit UV-Licht, wodurch das Sichtbar-
werden der DNA durch ein Geldokumentationssystem (Vilber Lourmat) ermoglicht
wird.

3.2.4 Arbeit mit Mausen

Fiir die vorliegende Arbeit wurde ein Mausmodell benétigt, das die Transplantation
von humanen Zellen toleriert. Der Non-obese diabetic (NOD)-severe combined im-
munodeficiency (SCID)-Stamm wird in diesem Zusammenhang oft verwendet. Diese
Méuse sind stark immundefizient, da sie aufgrund gestérter V(D)J-Rekombination
keine funktionellen B- und T-Zellen besitzen (Shultz et al. 1995). Durch die zusétz-
liche Mutation des Interleukin-2Rezeptory (IL-2R7y) wurde ein noch weiter permis-
siver Stamm erzeugt, der auferdem eine funktionelle Inkompetenz von Natiirlichen
Killer (NK)-Zellen aufweist. Dieses Xenotransplantationsmodell erméglicht ein sehr
gutes Anwachsen von humanen Zellen (Ito et al. 2002) und ist in der Arbeitsgruppe
etabliert. Die in dieser Arbeit verwendeten NOD/SCID/IL-2Ry ™! (NSG)- Miuse
wurden aus der eigenen Zucht bezogen. Die in Deutschland giiltigen Bestimmungen
zur Durchfiihrung von Tierversuchen wurden dabei eingehalten (Aktenzeichen des
Tierversuchsantrags: 22 177-07/G08-1-018).

3.2.4.1 Xenotransplantation und Injektion des Antikorpers

Fiir die Versuche wurden 8-12 Wochen alte Mause eingesetzt. Einen Tag vor der
Transplantation wurden die Miuse durch eine Césium!'37-Quelle mit 1,5 Gy sublethal
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bestrahlt. Fiir die Transplantation wurden MV4-11-Zellen in PBS aufgenommen und
1-10° Zellen in einem Volumen von 200 pl in die Schwanzvene injiziert. An Tag 10
(d10) wurden die Méuse in 2 Gruppen aufgeteilt. Eine Gruppe erhielt 25 mg/kg
FG-3019 und die andere Gruppe einen Kontroll-AK. Bei jeder Maus wurde dafiir
zuvor das Gewicht bestimmt. Die Applikation erfolgte intraperitoneal in die Flanke.
Es folgten fiinf weitere Injektionen des Antikorpers an d12, d14, d17, d19 und d21.

3.2.4.2 Priparation und Organentnahme

Sobald die Mause Krankheitssymptome zeigten, die vor allem durch Hinterbeinlah-
mung, aber auch durch struppiges Fell und Lethargie gekennzeichnet waren, wurden
die Tieren mit Forane (Abbott, Wiesbaden) sediert und Blut im Kopfbereich in ei-
nem Dreieck zwischen Auge und Ohr entnommen. Die Tiere wurden anschliefsend per
Genickbruch getotet. Es folgte die Bestimmung des Gewichts sowie die Préaparation
der Milz und des Knochenmarks. Die Milz wurde gewogen, mit Hilfe eines Filters,
homogenisiert, und fiir die CD45-Férbung vorbereitet. Das Knochenmark wurde aus
Ober- und Unterschenkelknochen durch Verwendung einer Kaniile herausgewaschen
und ebenfalls fiir die CD45-Farbung verwendet.

3.2.4.3 Lysieren von Erythrozyten

Der Einsatz von Blut- sowie Gewebeproben fiir FACS-Analysen verlangt die vorhe-
rige Lyse der in der Probe enthaltenden Erythrozyten. Hierfiir wurden 1-10¢ Zellen
in 2 ml Erylysepuffer resuspendiert und fiir 5 min auf Eis inkubiert. Der hypotone
Erylysepuffer fithrt zu einem Platzen der Erythrozyten. Die Wirkung des Puffers
lasst sich am Verlust der roten Farbung erkennen. Anschliefsend wurden die Zellen
gewaschen und mit einem gegen humanes CD45 gerichteten Antikorper gefarbt.

3.2.5 Statistik

Die statistischen Analysen wurden mit GraphPad Prism 4 durchgefiihrt. Dabei wur-
de ein unpaariger zwei-seitiger t-Test fiir in vitro-Versuche sowie ein Log-Rank-Test
fiir Uberlebensanalysen innerhalb der in vivo-Versuche angewendet. p-Werte klei-
ner als 0,05 (*) beziehungsweise kleiner als 0,01 (**) und 0,001 (***) wurden als
statistisch signifikant angesehen. Die Ergebnisse sind als Mittelwert mit Standard-
abweichung (standard deviation, SD) angegeben.
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Ergebnisse

4.1 Hemmung von CXCR4 durch den Antikorper
BMS-936564/MDX-1338 im Zellmodell

In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktionalitit des blockierenden, humanen
anti-CXCR4 Antikérpers BMS-936564/MDX-1338 (Bristol-Myers Squibb) im Hin-
blick auf dessen Einfluss auf das Uberleben und die Differenzierung von AML-Zellen
getestet. Aufgrund der wichtigen Rolle von CXCR4 innerhalb der Interaktion der
Tumorzellen mit den Stromazellen des Knochenmarks (Zeng et al. 2009) lag ein be-
sonderes Interesse in der Untersuchung der CXCR4-Blockade in der Kokultur und
der Auswirkung auf die Stroma-induzierte Resistenz.

4.1.1 Expression von CXCR4

Bevor die Auswirkung der CXCR4-Blockade analysiert werden konnte, wurde die
Expression des Rezeptors in den verwendeten Zelllinien und priméren Blasten er-
mittelt (s. Abb. 4.1). Dies zeigte, dass die Zelllinien im Vergleich zu den Patienten-
proben eine hohere CXCR4-Expression aufweisen. U937-Zellen besitzen mit einer
Mean Fluorescence Itensity (MFI) von 107 die stdrkste CXCR4-Expression aller
untersuchten Zellen.

MFI
HL-60 37,5
U-937 106,94
Patient1 | 10,82
Patient2 | 12,79
p=== | Patient3 | 17,52

Zellzahl

CXCR4

Abbildung 4.1: Histogramm {iber die Expression von CXCR4 in AML-
Zelllinien und primiren Blasten. Die Zellen wurden mit einem Fluorochrom-
gekoppelten CXCR4-Antikorper gefiarbt und das Signal am Durchflusszytometer ge-
messen. Dargestellt ist die Mean Fluorescence Itensity (MFI) unter Abzug der Hin-
tergrundfluoreszenz ungefarbter Zellen. n=1
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4.1.2 Funktionelle Untersuchung von BMS-936564/MDX-1338

Um zu garantieren, dass der Antikérper BMS-936564/MDX-1338 tatséchlich an
CXCR4 bindet und auch nachgeschaltete Signalwege blockiert, wurde zunéchst die
Blockade des Rezeptors und anschlieffend die Blockade des Calcium-Flux und der
Migration untersucht.

4.1.2.1 Blockade des CXCR4-Rezeptors

Die Behandlung der AML-Zellen mit BMS-936564/MDX-1338 und anschliefende
Farbung mit dem Fluorochrom-gekoppelten CXCR4-Antikorper fithrte zu einem
stark abgeschwichten Signal im Durchflusszytometer im Vergleich zu Zellen, die mit
einem Kontroll-AK behandelt wurden (s. Abb. 4.2). Auch die Inkubation mit dem
Kontroll-AK verursachte in allen untersuchten Zellen eine unspezifische Blockierung
des CXCR4-FACS-Antikorpers, diese war jedoch meist schwach ausgepriagt. Nur
die Zellen des Patienten 1 wiesen bei Behandlung mit dem Kontroll-AK eine um
knapp 70 % reduzierte Bindung des FACS-Antikorpers auf. Dennoch verursachte
BMS-936564/MDX-1338 eine deutlich stirkere Blockierung.

100- Bl HL-60
I U-937
= § 80 | Patient 1
=S Patient 2
Al .

E 60 Patient 3
£ 3
3 g 404
=
O 5 201

Kontroll AK 50nM MDX-1338 50nM

Abbildung 4.2: Blockade des CXCR4-Rezeptors durch BMS-
936564/MDX-1338. Nach Inkubation mit 50 nM BMS-936564/MDX-1338 oder
dem Kontroll-Antikérper (AK) fiir 4 h wurden die Zellen mit einem Fluorochrom-
gekoppelten CXCR4-Antikoérper inkubiert und dessen Signal am Durchflusszytometer
ermittelt. Dargestellt ist der Anteil CXCR4-positiver Zellen im Bezug auf die jeweils
unbehandelte Kontrolle, deren Messwert auf 100% gesetzt wurde. n—=1

4.1.2.2 Blockade des Calcium-Flux und der Migration

Die Bindung von CXCL12 an CXCR4 verursacht die Offnung von Calcium-Kanélen
und ist wichtig fiir die Chemotaxis (Teicher und Fricker 2010). Die Blockade von
CXCR4 mit BMS-936564/MDX-1338 bewirkte eine um 55 % reduzierte Migration
von HL-60-Zellen durch die Poren eines Transwell-Systems in Richtung des unte-
ren wells, das mit CXCL12 versetzt worden war. Weiterhin wurde ein um 20 %-
reduzierter Calcium-Flux beobachtet, der mittels eines Calcium-Sensors am Durch-
flusszytometer gemessen wurde (s. Abb. 4.3).
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Abbildung 4.3: Blockade der Migration und des Calcium Flux durch
BMS-936564/MDX-1338 in HL-60-Zellen. Fiir die Untersuchung der Migration
wurden HL-60-Zellen fiir 3 h mit 60 nM BMS-936564,/MDX-1338 oder dem Kontroll-
Antikorper (AK) inkubiert und anschliefiend in das obere well eines Transwell-Systems
iberfithrt. Das untere well wurde mit 10 nM CXCL12 versetzt. Nach 15 h wurden die-
jenigen Zellen gezéhlt, die in das untere well migriert waren. Um den Calcium-Flux zu
analysieren, wurden HL-60-Zellen fiir 24 h mit 60 nM BMS-936564/MDX-1338 behan-
delt und anschliefend mit einem Calcium Sensor inkubiert, dessen Calcium-Bindung
im Durchflusszytometer gemessen werden kann. Dafiir wurden die Zellen mit 6,25 nM
CXCL12 stimuliert. n=2

4.1.3 Therapeutische Eignung von BMS-936564/MDX-1338

Um den Einsatz von BMS-936564/MDX-1338 als Medikament zur Therapie der
AML zu rechtfertigen, muss sich der Antikorper zunéchst als erfolgreich in in vitro
sowie in vivo Versuchen erweisen. In dieser Arbeit wurde BMS-936564/MDX-1338
in Zellkulturversuchen eingesetzt, um die Auswirkung auf Apoptose, Differenzie-
rung, sowie Stroma-vermittelte Resistenz zu untersuchen. Dafiir wurden die Zellli-
nien HL-60 und U-937 sowie Patientenzellen verwendet. Fiir die Behandlung von
priméren Blasten und HL-60-Zellen mit BMS-936564/MDX-1338 wurde zusétzlich
ein kreuzvernetzender, sekundirer Antikdrper verwendet, der an den Fg-Teil eines
humanen Antikérpers bindet. Versuche hatten gezeigt, dass der Einsatz dieses se-
kundéren Antikorpers in einigen Zellen bendtigt wird, um eine (hdhere) Apoptose
auszulosen (Michelle R. Kuhne, persénliche Kommunikation, 2011 und Kuhne et al.
(2013)).

4.1.3.1 Einfluss auf Apoptose und Differenzierung

Bei der Behandlung von U-937-Zellen mit BMS-936564/MDX-1338 wurde bereits
bei einer niedrigen Konzentration von 5 nM eine starke Aggregatbildung der Zellen
beobachtet (s. Abb. 4.4, rechts). Die Zellen zeigten nach einer Inkubation mit 50 nM
BMS-936564/MDX-1338 nach 6 d eine signifikant hohere Apoptose im Vergleich
zu der Behandlung mit dem Kontroll-AK (**) und zu der Behandlung mit ATRA

93
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(**), welches in einigen AML-Zellen primér zu einer Ausreifung fiihrt. Auferdem
induzierte BMS-936564/MDX-1338 eine Differenzierung der Zellen, die anhand des
Markers CD11b gemessen werden konnte (s. Abb. 4.4, links).
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Abbildung 4.4: Aggregation, Apoptose und Differenzierung in U-937-
Zellen nach Behandlung mit BMS-936564/MDX-1338. U-937-Zellen wurden
fir 6 d mit 50 nM BMS-936564/MDX-1338 oder Kontroll-AK oder mit 1 pM All-
trans-Retinolsdure (ATRA) behandelt und die Apoptose anhand der subG1-Messung
sowie die Differenzierung anhand der CD11b-Expresssion im Durchflusszytometer er-
mittelt (links). Mikroskopisch konnte nach Behandlung mit BMS-936564/MDX-1338
die Aggregation der Zellen und Zelltriimmer apoptotischer Zellen beobachtet werden
(rechts, roter Pfeil). n=3

Auch bei priméren Blasten konnte eine erhchte Apoptose durch die Behandlung mit
BMS-936564/MDX-1338 erreicht werden. Dies war allerdings nur méglich, wenn zu-
sitzlich der sekundédre Antikorper eingesetzt wurde (s. Abb. 4.5). Die Kombination
beider Antikorper zusammen mit dem Standardchemotherapeutikum AraC erzielte
in zwei von drei Patientenzellen eine signifikant héhere Apoptose (** und *) als die
Monotherapie mit AraC. In Patient 3 erreichte auch die Kombination aus BMS-
936564/MDX-1338 und sekundédrem Antikorper ohne AraC eine signifikant gestei-
gerte Apoptose im Vergleich zur AraC-Monotherapie (*). In Zellen des Patienten 1
hatte auch die Behandlung mit Kontroll-AK, sekundidrem Antikérper und AraC
einen signifikanten Einfluss auf den Zelltod (*). Die teils unspezifische Bindung des
Kontroll-AKs bei diesem Patienten kénnte ein Grund dafiir sein (s. Abb. 4.2). Die
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Behandlung der Zellen von Patient 2 fithrte zu keinen statistisch signifikanten Un-
terschieden, jedoch liefs sich auch hier ein tendenziell verbessertes Ansprechen bei
einer Kombination aus BMS-936564/MDX-1338, sekundédrem Antikérper und AraC
verzeichnen.
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Abbildung 4.5: Apoptoseinduktion nach Behandlung primirer Blasten
mit BMS-936564/MDX-1338, sekunddrem Antikérper und AraC. Blasten
aus Patienten, die an AML erkrankt waren, wurden fiir 24 h mit einer Kombination
aus 60 nM BMS-936564/MDX-1338 (MDX) oder Kontroll Antikérper (Kontroll AK),
360 nM sekundéren Antikérper (sek. AK) und 2 pM AraC behandelt. Anschliefend
wurde die Apoptose anhand Annexin V/7AAD-Fiarbung bestimmt. n=3

4.1.3.2 Einfluss auf Stroma-vermittelte Resistenz

Um die Bedeutung der CXCR4-Inhibition innerhalb der Tumor-Stroma-Interaktion
zu untersuchen, wurden HL-60 Zellen in Kokultur fiir 24 h mit BMS-936564/MDX-
1338 behandelt (s. Abb. 4.6). Abermals fiihrte die Verwendung des sekundéren An-
tikorpers zu einem besseren Ansprechen der Zellen auf die Therapie. Die alleinige
Behandlung mit BMS-936564/MDX-1338 induzierte eine Apoptose von 10 % in
HL-60-Zellen. Dieser Effekt konnte jedoch durch den Schutz der Stromazellen in der
Kokultur aufgehoben werden. Der Einsatz des sekundédren Antikorpers fiihrte zu
einem Verlust dieses schiitzenden Effekts und verursachte weiterhin eine signifikant
héhere Apoptose in Suspensionszellen der Kokultur im Vergleich zu Zellen in Mono-
kultur (*). Zusétzlich ergab die Kombination aus BMS-936564 /MDX-1338, sekun-
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ddrem Antikorper, mit oder ohne AraC eine signifikant hohere Apoptose in kokul-
tivierten Zellen verglichen mit der AraC-Monotherapie (*** und **). Die Wirkung
von BMS-936564/MDX-1338 unterschied sich hochsignifikant von der des Kontroll-
AKs. Hier konnte keine Aufhebung des Stroma-vermittelten Schutzes vor Apoptose
nachgewiesen werden. Stattdessen war hier, teilweise statistisch signifikant, teilweise
tendenziell, eine geringere Apoptose in kokultivierten Zellen zu verzeichnen.
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Abbildung 4.6: Aufhebung Stroma-induzierter Resistenz nach Behand-
lung von kokultivierten HL-60-Zellen mit BMS-936564/MDX-1338 und
sekundirem Antikdrper. HL-60-Zellen wurden fiir 24 h mit MS5-Zellen kokulti-
viert und anschlieffend mit 60 nM BMS-936564/MDX-1338 oder Kontroll-Antikorper
(AK), 360 nM sekunddrem Antikorper und 2 pM AraC fiir 24 h behandelt. Die Apop-
tose wurde anhand einer Annexin V/7AAD-Farbung bestimmt. n=3

Zusammenfassend konnten die Ergebnisse zeigen, dass BMS-936564/MDX-1338 hu-
manes CXCR4 bindet und dadurch auch nachgeschaltete Signalwege von CXCR4
blockiert werden. In Zellkulturversuchen mit AML-Zelllinien und priméren Blasten
induzierte BMS-936564/ MDX-1338 Apoptose und in U-937-Zellen aufierdem die Ex-
pression des Differenzierungsmarkers CD11b. In HL-60 konnte eine Aufthebung der
Stroma-vermittelten Resistenz beobachtet werden. Um eine Wirkung erzielen zu kon-
nen, musste teilweise zusétzlich zu BMS-936564/MDX-1338 ein kreuzvernetzender,
sekundéarer Antikorper eingesetzt werden.
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4.2 Regulation und Targeting von CTGF im Zell- und
Mausmodell

4.2.1 Regulation von CTGF

4.2.1.1 Transkriptionsanalyse kokultivierter Zellen mit Hilfe eines qPCR
Arrays

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der MS5-Zellen auf die Genregulation
in Molm-14-Zellen untersucht, um neue relevante Proteine innerhalb der Tumor-
Stroma-Interaktion zu identifizieren. Hierfiir wurden Molm-14-Zellen fiir 72 h mit
MS5-Zellen kokultiviert, anschliefsend sortiert und die cDNA fiir einen qPCR Array
verwendet, der die Transkription von 84 Adhésions-Proteinen und Proteinen der
ECM untersuchte. Dieser Versuch wurde bereits fiir die Diplomarbeit der Autorin
dreimal durchgefiihrt und in der vorliegenden Arbeit auf 5-fach Werte ausgeweitet.
Die Mittelwerte der Transkriptionsregulation in kokultivierten Molm-14-Zellen sind
in Abb. 4.7 dargestellt.
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Abbildung 4.7: Untersuchung der Transkriptionsregulation in der Kokultur mit Hil-
fe eines Real-time qPCR-Arrays. Gezeigt ist die n-fache Regulation jedes Gens nach 72 h
Kokultur von Molm14- mit MS5-Zellen. Ergebnisse <1 geben eine Herunter-, Werte >1 eine Hoch-
regulation wieder. Gene, die (nahezu) statistisch signifikant reguliert wurden, sind beschriftet (s.
Text). Die kompletten Ergebnisse der Arrays sind im Anhang A zu finden. n=5
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Der qPCR Array ergab, dass viele Gene des Arrays weder in Monokultur noch in
Kokultur nachweisbar waren (C;-Wert>35, n=37). Viele Gene waren aufserdem zu-
meist nicht oder nur schwach reguliert (Regulation <1,1 und >0,8, n=48). Fiir vier
Gene liefs sich jedoch eine teils signifikante Regulation (*) aufzeigen. Der Kontakt
zu Stroma induzierte eine Hochregulation von Kollagen Typ Il (COL1A1, 5,53x),
Matrix-Metalloproteinase 9 (MMP9, 4,44x) und Spastic paraplegia 7 (SPG7, 1,65x).
CTGF war nahezu signifikant 4,06-fach hochreguliert (p=0,07). Alle Namen der un-
tersuchten Gene sowie deren Regulation sind im Anhang A zu finden.

In kokultivierten MS5-Zellen wurde ebenfalls die Genregulation untersucht. Auch
hier waren einige Gene hoch- oder herunterreguliert (Daten nicht gezeigt). Diese
Ergebnisse wurden in der vorliegenden Arbeit allerdings nicht weiter bearbeitet.

4.2.1.2 Validierung der CTGF-Regulation

Nachdem die Regulation von CTGF mit Hilfe des qPCR Arrays identifiziert wurde,
sollten einzelne qPCR-Reaktionen mit eigenen Primern dies verifizieren. Aufserdem
sollte die Regulation in weiteren Zelllinien und auf Proteinebene untersucht werden.

Die Hochregulation von CTGF in Molm-14-Zellen nach 72-stiindigem Kontakt zu
MSb5-Zellen konnte bestatigt werden. Aufserdem wurde in zwei weiteren AML-
Zelllinien (MV4-11 und Oci-AML3) ebenfalls eine induzierte CTGF-Expression
nachgewiesen (s. Abb. 4.8a).
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Abbildung 4.8: Regulation von CTGF in kokultivierten AML-Zelllinien und MS5-
Zellen. Molm-14-, MV4-11- und Oci-AML3-Zellen wurden fiir 24 h oder 72 h mit MS5-Zellen
kokultiviert, anschlieffend sortiert und die cDNA fiir die Untersuchung der CTGF-Regulation mit-
tels qPCR verwendet. (a) zeigt die Regulation in den AML-Zelllinien nach 72 h, (c¢) nach 24 h. In
(b) ist die Regulation von CTGF in MS5-Zellen dargestellt. Die Quantifizierung erfolgte relativ zu
der Expression des Haushaltsgenes GAPDH (a,c) und HPRT (b). Dargestellt sind Triplikate (a,b)
bzw. Duplikate fiir Oci-AML3 und ein Einfachwert fiir MV4-11 (c).
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Die gemittelte n-fache Regulation von CTGF war innerhalb der drei Zelllinien recht
ghnlich. In Molm-14 lag sie bei 7,8, in Oci-AML3 bei 8,9 und in MV4-11 bei 9,6.
Allerdings konnte in MV4-11-Zellen nur in zwei von drei Versuchen eine Hochre-
gulation von CTGF nachgewiesen werden, die zudem stark unterschiedlich war. Im
dritten Versuch war CTGF in kokultivierten MV4-11-Zellen herunterreguliert, wo-
durch sich insgesamt eine starke Schwankung der Werte ergab.

Um die CTGF-Regulation auf Protein-Ebene zu untersuchen, wurden Western Blot-
Versuche durchgefiihrt. In Zelllysaten konnte CTGF nicht nachgewiesen werden (Da-
ten nicht gezeigt). Da CTGF in das extrazelluldre Medium sezerniert wird, wurde
im néchsten Schritt versucht, CTGF in Mediumiiberstéinden der Kokultur zu detek-
tieren. Die Ergebnisse sind in Abb. 4.9 zu sehen.
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Abbildung 4.9: Nachweis von CTGF im Mediumiiberstand der Kokultur.
Die dargestellten AML-Zelllinien und primére Blasten von drei Patienten wurden
fiir 24-72 h mit MS5-Zellen kokultiviert (KK) oder fiir 72 h in Monokultur gehalten
(MK) und der Mediumiiberstand zur Immundetektion von CTGF verwendet. Die
Ponceau-Rot-Farbung der Membran diente als Beladungskontrolle. CTGF wurde auf
einer Hohe von 38 kD detektiert. Dargestellt ist ein reprisentatives Experiment von
insgesamt zweien.

CTGF konnte in Mediumiiberstanden aus Kokulturen mit AML-Zelllinien sowie mit
Blasten von drei verschiedenen Patienten nachgewiesen werden. Dabei war CTGF in
allen getesteten Zellen nach 24 h am stiarksten hochreguliert. Zu spéateren Zeitpunk-
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ten (48 h und 72 h) war die Expression deutlich abgeschwécht oder kaum noch zu
detektieren. AML-Zellen, die in Monokultur gehalten wurden, zeigten keine nach-
weisbare CTGF-Expression. In MS5-Zellen liefs sich keine, oder nur eine schwache
CTGF-Expression detektieren.

Da der CTGF-Antikorper nicht spezifisch gegen humanes CTGF gerichtet ist, liefs
sich bei diesem Versuch nicht ausschlieffen, dass die verstarkte Detektion von CTGF
in der Kokultur einer Hochregulation des Proteins in den Stromazellen zuzuschrei-
ben war. Daher wurde die CTGF-Regulation auf RNA-Ebene auch in MS5-Zellen
tiberpriift, nachdem diese fiir 24 h oder 72 h Kontakt zu AML-Zellen hatten (s.
Abb. 4.8b). Dies ergab, dass CTGF in MS5-Zellen nicht hoch-, sondern eher herun-
terreguliert wird. Damit konnte gezeigt werden, dass der verstirkte Nachweis von
CTGF in Mediumiiberstanden der Kokultur mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die
Hochregulation des Proteins in den AML-Zelllinien zuriickzufithren war. Die Ver-
wendung eines humanen Antikorpers konnte diesen Versuch weiter optimieren und
die CTGF-Regulation noch sicherer den AML-Zellen zuweisen.

Nachdem auf Proteinebene die stirkste CTGF-Hochregulation nach 24 h beobach-
tet wurde, sollte dies auch auf Transkriptionsebene bestéitigt werden. Tatséchlich
zeigten qPCR Experimente eine nahezu doppelt so hohe Regulation des Gens nach
24 h im Vergleich zu 72 h. Die Hochregulation von CTGF nach 24 h belief sich
in Oci-AML3-Zellen auf 20,6 und in MV4-11-Zellen auf 22,2 (s. Abb. 4.8¢). Aller-
dings konnte in MV4-11-Zellen nach 24-stiindiger Kokultur nur in einem Versuch
CTGF detektiert werden. In zwei weiteren Versuchen war dies weder in Zellen der
Monokultur noch in Zellen der Kokultur méglich.

4.2.1.3 Weitere Untersuchung zur Regulation von CTGF in
Molm-14-Zellen

Zunichst wurde die CTGF-Regulation in der Suspensionsfraktion nach Kokultur
mit MS5-Zellen fiir 72 h untersucht. Diese Fraktion hat zum Zeitpunkt der Ernte
keinen direkten Kontakt zu den Stromazellen, der Wechsel zwischen Suspension und
Adhérenz ist aber vermutlich flieflend und reversibel. Die Suspensionsfraktion zeig-
te in diesem Modell wie die adhérente Fraktion eine starke CTGF-Hochregulation
(6,5x). Eine komplette Trennung der Molm-14-Zellen zu den MS5-Zellen durch ein
Transwell-System, welches jeglichen direkten Kontakt verhindert, unterband aller-
dings die Hochregulation von CTGF (s. Abb. 4.10a).

Anschliefsend wurde eine Verdnderung in der Art des Kontaktes vorgenommen.
So konnte gezeigt werden, dass CTGF auch nach Haftung an eine andere Stroma-
Zelllinie (AFT024) 26,8-fach sowie nach adhérentem Kontakt zu Fibronektin 2,6-fach
hochreguliert wurde (s. Abb. 4.10b). Weiterhin wurden die Bedingungen der hdma-
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Abbildung 4.10: Nihere Untersuchung der CTGF-Regulation in Molm-14-Zellen.
Gemessen wurde die CTGF-Regulation in Zellen, die zum Zeitpunkt der Ernte keinen Kontakt
zu den MS5-Zellen hatten (Suspensionsfraktion), oder durch eine Membran komplett von diesen
getrennt kultiviert wurden (a, n=3). Weiterhin wurde die Regulation nach Adhérenz der Molm-
14-Zellen auf AFT024-Zellen und auf Fibronektin (72 h) tberpriift (b, n=3). Aufferdem wurde die
Regulation in adhdrenten Molm-14-Zellen untersucht, die unter hypoxischen Bedingungen (4 % O2)
kultiviert wurden (b, n=2). Zum Vergleich ist jeweils die bereits gezeigte CTGF-Regulation in auf
MS5-Zellen adhérenten Molm14-Zellen (72 h) unter Normoxie dargestellt. Um das sauerstoffarme
Milieu nachzuweisen, wurde nach der Kultur unter hypoxischen Bedingungen (72 h) in Molm-14-
Zellen die Transkription Hypoxie-induzierter Gene untersucht (¢, n=3)

topoetischen Nische imitiert und untersucht, ob CTGF auch im hypoxischen Milieu
reguliert wird. Die Hochregulation von CTGF lag unter hypoxischen Bedingungen
bei 16,2 und war damit stérker als in Normoxie (7,8). Das hypoxische Milieu wurde
durch den Nachweis der Hochregulation von den Hypoxie-induzierten Genen Vascu-
lar endothelial growth factor (VEGF) und BCL2 adenovirus E1B 19 kDa protein-
interacting protein 3 (BNIP3) (Shweiki et al. 1992, Guo et al. 2001) kontrolliert (s.
Abb. 4.10c).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse die Hochregulation von CTGF in Molm-
14-Zellen nach Kontakt zu Stroma. Dies wurde mit Hilfe eines qPCR Arrays identi-
fiziert und in einzelnen Reaktion mit verschiedenen kokultivierten AML-Zellen auf
Transkriptions- und Translationsebene bestitigt. Weiterhin wurde festgestellt, dass
die CTGF-Hochregulation unabhéngig von der Stroma-Zelllinie ist, direkten Kon-
takt benotigt und auch unter hypoxischen Bedingungen, wie sie im Knochenmark
herrschen, stattfindet.

4.2.1.4 Einfluss des Hippo-Signalwegs

Um einen detaillierteren Einblick in die Regulation von CTGF zu bekommen, wurde
nach Signalwegen gesucht, die die Expression von CTGF induzieren. Da CTGF den
direkten Kontakt zu Stromazellen bendtigt um hochreguliert zu werden, erschien
es sinnvoll, den Hippo-Signalweg als {ibergeschalteten Mechanismus in Betracht zu
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ziehen. Fiir diesen Signalweg konnte eindrucksvoll gezeigt werden, dass seine Akti-
vierung in den Zellen in Abhéngigkeit zu der Beschaffenheit des Untergrundes steht,
auf denen die Zellen wachsen (Dupont et al. 2011). Aufierdem ist bekannt, dass er
CTGF reguliert (Lai et al. 2011).

Die Aktivitdt von TAZ, einer der zentralen Transkriptions-Kofaktoren des Signal-
wegs, wird gesteuert, indem das Protein phosphoryliert und anschliefend abgebaut
wird. Daher wurde zunéchst die Stabilisierung von TAZ in kokultivierten Molm-14-
Zellen untersucht. Zum einen wurde ein gegen humanes Protein gerichteter Anti-
korper in Lysaten von Molm-14-Zellen verwendet, die nach 6 d Kokultur mit MS5-
Zellen durch Abnahme der schwimmenden Zellen, Abspiilen des Stromas durch PBS
oder Trypsinieren der Zellen geerntet wurden. Da die letzte Fraktion auch die MS5-
Zellen enthielt, der Antikérper aber nur humanes Protein detektiert, wurde hier
die doppelte Menge an Protein fiir das SDS-Gel verwendet (s. Abb. 4.11a) — und
damit angenommen, dass das Molm-14-zu-MS5-Verhéltnis bei etwa 1:1 liegt. TAZ
konnte nur in dieser Fraktion und damit nur in stark am Stroma haftenden Molm-
14-Zellen nachgewiesen werden. Aufgrund der héheren Beladung des Gels mit dieser
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Abbildung 4.11: Nachweis der TAZ-Stabilisierung in adhirenten Molm-
14-Zellen. Proteinlysate von Molm-14-Zellen wurden nach 6-tégiger Kokultur fiir
Western Blot Versuche verwendet, um die Expression von TAZ zu iiberpriifen. Als
Vergleich dienten Zellen in Monokultur (MK). Das Lysat von HeLa-Zellen wurde
als Positivkontrolle genutzt. Die Unterscheidung der humanen Molm-14-Zellen von
den murinen Stromazellen erfolgte durch die Verwendung eines humanspezifischen
TAZ-Antikorpers (a) oder mit Hilfe der Zellsortierung am Durchflusszytometer (b).
Dargestellt ist ein représentatives Experiment von insgesamt zweien.

trypsinierten Fraktion, war auch das Signal des Haushaltgens Actin stérker. Dieser
Antikorper ist nicht human-spezifisch. Um auszuschliefsen, dass in der trypsinierten
Fraktion mehr Molm-14-Zellen waren im Vergleich zur Monokultur und darin das
stiarkere TAZ-Signal begriindet war, wurde zusétzlich der humanspezifische Antikor-
per FLT3 als Beladungskontrolle eingesetzt. Dies ergab, dass keine stéarkere Beladung
mit humanem Protein in der trypsinierten Fraktion der Kokultur im Vergleich zur
Monokultur vorlag. Stattdessen war FLT3 in der trypsinierten Fraktion verglichen
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mit der Monokultur kaum nachweisbar. Scheinbar sind nur wenige Molm-14-Zellen
in der trypsinierten Fraktion vorhanden, die jedoch eine starke TAZ-Stabilisierung
aufweisen.

In einem weiteren Versuch wurden die adhéarenten, sortierten Zellen der Kokultur
fiir die Immundetektion verwendet. Hierbei wurde ein gegen murines und humanes
Protein gerichteter Antikorper verwendet. Auch hier lieft sich TAZ nur in adhéren-
ten Zellen und nicht in locker anhaftenden Zellen (Suspensionsfraktion) oder in der
Monokultur der Molm-14-Zellen detektieren (s. Abb. 4.11b). Verglichen mit der Ver-
wendung des humanen Antikorpers konnte TAZ hier auch in den murinen MS5-Zellen
nachgewiesen werden. Dies belegt zudem die Spezifitdt des ersten TAZ-Antikorpers
gegen humanes Protein. Zusammenfassend zeigen beide Western Blot-Versuche eine
Stabilisierung des TAZ-Proteins in der adhérenten Fraktion kokultivierter Molm-14-
Zellen.

Da der Hippo-Signalweg auffer CTGF auch die Transkription von Cyr61 indu-
ziert (Lai et al. 2011), wurde die RNA-Expression von Cyr61 in kokultivierten
AML-Zelllinien tiberpriift (s. Abb. 4.12). Dies zeigte, dass Cyr61 nach Kontakt zu
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Abbildung 4.12: Regulation von Cyr61 in kokultivierten AML-Zelllinien.
Die dargestellten Zelllinien wurden fiir 72 h mit MS5-Zellen kokultiviert und anschlie-
fend am Durchflusszytometer von diesen getrennt. cDNA-Proben der Zellen wurden
fiir die qPCR verwendet und die Regulation von Cry61 relativ zu der Expression des
Haushaltsgens GAPDH dargestellt. n=3

Stroma (72 h) in teilweise aufsergewohnlich starkem Mafe hochreguliert wird. In
Molm-14-Zellen belief sich die Hochregulation auf einen Faktor von 11,9, in MV4-
11-Zellen auf 114,3 und in Oci-AML3-Zellen war Cyr61 1381-fach hochreguliert.
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Neben der Regulation durch Adhérenz ist auferdem bekannt, dass der Hippo-
Signalweg einer Kontakt-Inhibition unterliegt (Zhao et al. 2007). Sobald ein Zellver-
band eine gewisse Grofe besitzt, sorgt dieser Signalweg fiir einen Wachstumsstopp.
Diese dichteabhéngige Regulation des Signalwegs konnte auch in Kokulturen mit
Molm-14- und MS5-Zellen gezeigt werden. Die Aussaat der Molm-14-Zellen in nied-
rigerer Zellzahl (0,5 -10%/10 ml) fiihrte zu einer verstirkten Induktion von CTGF
und Cyr61 um jeweils den Faktor 5,5 und 3 (s. Abb. 4.13).

101

B CTGF
B Cyr61

n-fache Induktion 0,5x10%/2x10°
in adharenten Molm-14-Zellen

Abbildung 4.13: Dichteabhingige Regulation von CTGF und Cyr61. Molm-
14-Zellen wurden fiir 72 h mit MS5-Zellen kokultiviert. Dabei wurden die Molm-14-
Zellen in einer Konzentration von 2 oder 0,5 - 10°/10 ml ausgesit. Die Zellen wurden
am Durchflusszytometer getrennt und die cDNA fiir den Regulationsnachweis mittels

gqPCR verwendet. Die Ergebnisse sind relativ zu der Expression des Haushaltsgens
GAPDH dargestellt. n=3

In folgenden Versuchen sollte die Verbindung zwischen dem Hippo-Signalweg und
der CTGF /Cyr61-Regulation weiter untersucht werden, indem TAZ durch Plasmid-
basierte Uberexpression hochkonzentriert vorhanden war oder mittels shRNA-
gesteuerten Knockdown herunterreguliert wurde.

Die Uberexpression von TAZ nach Transduktion von Molm-14-Zellen mit dem Vek-
tor pLenti7.3 TAZ fiihrte zu einem 1800-fach gesteigerten Vorhandensein der TAZ-
RNA. Auch auf Proteinebene war die Uberexpression deutlich detektierbar (s. Abb.
4.14a,b). Zwei unabhiingige Experimente zeigten, dass diese Uberexpression zu kei-
ner signifikant erh6hten Regulation von CTGF und Cyr61 in kokultivierten Molm-

14-Zellen fiihrte. Tendenziell kam es eher zu einer niedrigeren Expression beider
Gene (s. Abb. 4.14c¢).
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Abbildung 4.14: Uberexpression von TAZ und Regulation von CTGF und Cyr61 in
Molm-14 pLenti7.3 TAZ-Zellen. Der Nachweis der Uberexpression erfolgte auf RNA-Ebene
mittels qPCR. Dargestellt ist die Expression von TAZ relativ zum Haushaltsgen GAPDH (a).
Auf Proteinebene wurde TAZ mittels Western Blot nachgewiesen (b). Molm-14-Zellen, die den
Leervektor oder pLenti7.3 TAZ exprimierten, wurden mit MS5-Zellen kokultiviert und nach 72 h
am Durchflusszytometer getrennt. Die Regulation von CTGF und Cyr61 in Molm-14-Zellen relativ
zu GAPDH wurde mittels gPCR ermittelt (c). n=2

Die Herunterregulation von TAZ wurde mit Hilfe des shRNA-induzierten Knock-
downs des Gens durchgefiihrt. Zusétzlich zu dem Nachweis der reduzierten Tran-
skription von TAZ (s. Abb. 4.15a) wurden die Zellen genauer charakterisiert, indem
Zellzyklusmessungen und Zellzédhlassays durchgefithrt wurden, um die Zellteilungs-
rate zu untersuchen. Dies ergab, dass der Knockdown von TAZ in Molm-14-Zellen
die Proliferation reduzierte. Nach 72 h Wachstum war die Teilung um den Faktor
0,4 niedriger als in der Kontrolle. Zellzyklusmessungen ergaben, dass der Anteil der
Zellen in der S-Phase ebenfalls um den Faktor 0,4 reduziert war (s. Abb. 4.15b,c).
Kokulturexperimente zeigten, dass die verminderte Expression von TAZ mit einer si-
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Abbildung 4.15: Untersuchung der Zellteilung in Molm-14-Zellen nach stabilem
shRNA-Knockdown von TAZ. Dargestellt ist der Nachweis der reduzierten TAZ-Expression
mittels gPCR (a, n=3). Auferdem wurde die Proliferation durch Ermittlung der Zellzahl nach 72 h
Wachstum (b, n=1) und Messung des Anteils von Zellen in der S-Phase des Zellzyklus untersucht.
Hierfiir wurden Zellen mit DNA-bindendem Propidiumiodid gefirbt und im Durchflusszytometer
die Zellzyklusphasen dargestellt. (¢, n=1).
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gnifikant eingeschrinkten Hochregulation von CTGF in Molm-14-Zellen einherging.
Cyr61 war hingegen nicht verdndert reguliert (s. Abb. 4.16).
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Abbildung 4.16: Regulation von CTGF und Cyr61 in kokultivierten Molm-14-Zellen
nach TAZ-Knockdown. Nach 72 h Kokultur der Molm14-Zellen mit MS5-Zellen wurden die
Zellen am Durchflusszytometer getrennt und die Regulation der CTGF und Cyr61-mRNA mittels
qPCR in den Molm14-Zellen untersucht. n=3

Weiterhin wurde das Resistenzverhalten in Molm14 shTAZ-Zellen untersucht. Die
Herunterregulation von TAZ fiihrte zu einer Reduktion des Stroma-vermittelten
Schutzes vor Chemotherapie. Wéahrend in der Kontrolle die kokultivierten, adhéren-
ten Zellen im Vergleich zur Monokultur um 59 % vor AraC geschiitzt war, waren
adhdrente Molm-14 shTAZ-Zellen nur zu 38 % resistent gegeniiber der Apoptose
(s. Abb. 4.17). Die reduzierte Apoptose in kokultivierten Molm-14 shTAZ-Zellen
war aufserdem im Vergleich zu dem Schutz der kokultivierten Kontrollzellen nicht
signifikant.

4.2.2 Targeting von CTGF

Um die Auswirkung der eingeschrankten Aktivierung von CTGF-regulierten Si-
gnalwegen zu untersuchen, wurde die Funktion des Proteins durch einen shRNA-
gesteuerten Knockdown in vitro und durch einen gegen CTGF gerichteten Antikor-
per in vivo gezielt angegriffen.

4.2.2.1 Hemmung von CTGF durch shRNA-Knockdown

Die Auswirkung des CTGF-Knockdowns mittels shRNA wurde in den AML-
Zelllinien Molm-14, Oci-AML3 und MV4-11 untersucht, in denen bereits eine Hoch-
regulation von CTGF nach Kokultur mit MS5-Zellen nachgewiesen werden konnte
(s. Abb. 4.8). In allen drei Zelllinien fithrte die Expression der shRNA zu einer
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Abbildung 4.17: Stroma-vermittelte Therapieresistenz in Molm-14-Zellen nach TAZ-
Knockdown. Molm-14-Zellen, die stabil mit einer shRNA gegen TAZ transduziert worden waren,
wurden fiir 6 d auf MS5-Zellen kultiviert. Anschliefend wurde die Mono- und Kokultur fiir 72 h mit
2 uM AraC behandelt. Die Apoptose wurde am Durchflusszytometer anhand Annexin V/7AAD-
Férbung bestimmt. (a) zeigt die Apoptose der jeweiligen Fraktion in Prozent und (b) die Anteile
der apoptotischen und geschiitzten Zellen in der adhérenten Fraktion der Kokultur bezogen auf die
Monokultur nach Behandlung mit AraC. n=3



68 4 Ergebnisse

Reduktion der CTGF-RNA (s. Abb. 4.18a). Auch hier wurden wie bei der Her-
unterregulation von TAZ die Zellen weiter charakterisiert, indem die Proliferation
mittels Zellzahlassays und Zellzyklusmessungen untersucht wurde (s. Abb. 4.18b,c).
Dies ergab, dass die reduzierte Expression von CTGF in Molm-14-Zellen eine ver-
starkte Proliferation um den Faktor 2 zur Folge hatte. Besonders deutlich zeigten
dies Zellzyklusmessungen. Hier liefs sich in CTGF-Knockdown-Zellen ein erhShter
Anteil von Zellen in der S-Phase ausmachen (s. Abb. 4.18d). In den beiden anderen
Zelllinien hatte der Knockdown kaum eine Auswirkung auf die Zellteilung.
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Abbildung 4.18: Nachweis und Charaktersierung des Knockdowns von CTGF in
AML-Zelllinien CTGF wurde mittels shRNA in den dargestellten Zelllinien herunterreguliert.
Dies wurde anhand von qPCR-Experimenten nachgewiesen (a). Anschliefend wurden die Zellen
anhand ihrer Zellteilungsaktivitidt charakterisiert. Dafiir wurde die Zellzahl nach 72 h Wachstum
bestimmt (b) und die Anteile der Zellzyklusstadien durch Anfiarben mit Propidiumiodid untersucht
(c,d). n=3

Im Folgenden wurde der Einfluss der reduzierten CTGF-Expression auf die Sen-
sibilitdt der AML-Zelllinien gegeniiber der Chemotherapie in Mono- und Kokul-
tur untersucht. In Molm-14-Zellen konnte eine deutliche Resistenz gegentiber AraC
nachgewiesen werden, sobald die Zellen mit Stroma kokultiviert wurden (s. Abb.
4.19a). Allerdings war dieser Schutz sowohl in der Suspensionsfraktion als auch in
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Abbildung 4.19: Ansprechen auf Chemotherapie in AML-Zelllinien nach CTGF-
Knockdown in Mono- und Kokultur. Die Zelllinien wurden stabil mit einer gegen CTGF
gerichteten shRNA transduziert. Molm-14-Zellen wurden fiir 6 d mit MS5-Zellen kokultiviert und
anschliefiend die Mono- und Kokultur fiir 72 h mit 2 pM AraC behandelt (a, n=5). MV4-11-Zellen
wurden fiir 24 h mit MS5-Zellen kultiviert und im Anschluss die Mono- und die Kokultur fiir 48 h
behandelt (b, n=3). In Oci-AML3-Zellen wurde die Apoptose in Monokultur nach 48 h Behand-
lung gemessen (c, n=4). Die Apoptose wurden in allen Versuchen nach Anfirben der Zellen mit
Annexin V und 7TAAD am Durchflusszytometer bestimmt.
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den adhérenten Zellen nach CTGF-Knockdown signifikant (**) reduziert. MV4-11-
Zellen wurden aufgrund des starken CTGF-Signals nach 24 h Kokultur (s. Abb. 4.9)
nicht wie Molm-14-Zellen fiir 6 d sondern nur fiir 24 h mit MS5-Zellen kokultiviert
und anschlieffend behandelt. In diesen Zellen war der Stroma-vermittelte Schutz
nicht ganz so stark ausgepréigt wie in den Molm-14-Zellen. Jedoch zeigte sich auch
hier, dass adhdrente MV4-11-Zellen signifikant (**) weniger resistent sind, wenn sie
eine reduzierte CTGF-Expression aufweisen (s. Abb. 4.19b). In Oci-AML3-Zellen
lieR sich bereits in der Monokultur ein Uberlebensnachteil nach CTGF-Knockdown
feststellen. Die Knockdown-Zellen zeigten ein signifikant (**) erhohtes Ansprechen
auf AraC (s. Abb. 4.19¢).

Um die verminderte Resistenz in adhé&renten Molm-14-Zellen detaillierter zu un-
tersuchen, wurde die Mdoglichkeit adhérente Kontakte auszubilden auf ein Protein
reduziert. Dafiir wurde Fibronektin ausgewéhlt, da von diesem bekannt ist, dass es
AML-Zellen einen Schutz gegeniiber Chemotherapie vermittelt (Matsunaga et al.
2003). Dieser schiitzende Effekt konnte auch in diesem Versuch bestétigt werden
(s. Abb. 4.20). Ubereinstimmend mit unseren Vordaten, verursachte ein CTGF-
Knockdown auch in diesem Rahmen einen signifikanten (**) Verlust der Resistenz
gegeniiber AraC in adhirenten Molm-14-Zellen.
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Abbildung 4.20: Einfluss des CTGF-Knockdowns in Molm-14-Zellen auf die
Fibronektin-vermittelte Chemotherapieresistenz. Molm-14-Zellen wurden fiir 48 h auf Fi-
bronektin kultiviert und anschliefend mit 2 pM AraC behandelt. Die Apoptose wurde mittels
Annexin V/7TAAD-Farbung bestimmt. Fiir die Messung der Zellen, deren well mit Fibronektin
beschichtet wurde, wurden nur die auf dem Fibronektin adhdrenten Zellen verwendet. n=3
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4.2.2.2 Hemmung von CTGF durch den Antikérper FG-3019

FG-3019 ist ein blockierender, gegen CTGF gerichteter Antikérper der Firma Fi-
brogen. Um auszuschliefsen, dass FG-3019 in AML-Zelllinien toxische, unspezifische
Effekte hervorruft, wurden Molm-14-Zellen mit 100 pg/ml FG-3019 fiir 9 d behan-
delt und die Apoptose am Durchflusszytometer bestimmt. Dies ergab, dass weder
FG-3019 noch der Kontroll-AK signifikante Auswirkungen auf das Uberleben der
Zellen hatten (s. Abb. 4.21). Bereits in CTGF-Knockdown-Versuchen konnte ge-
zeigt werden, dass die Herunterregulation von CTGF per se in Monokultur keinen
Einfluss auf das Uberleben von Molm-14-Zellen hat (s. Abb. 4.19).
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Abbildung 4.21: Behandlung von Molm-14-Zellen mit FG-3019 in Mo-
nokultur. Molm-14-Zellen wurden fiir 9 d mit 100 pg/ml FG-3019 oder Kontroll-
Antikorper (AK) inkubiert. In dieser Zeit wurde zweimal Dreiviertel des Mediums
erneuert und entsprechend neuer Antikdrper hinzugefiigt. Nach 9 d Behandlung folgte
die Anfirbung mit Annexin V und 7AAD und die Apoptosemessung am Durchfluss-
zytometer. n=3

Mit Hilfe von in vivo-Experimenten sollte der Krankheitsverlauf der AML besser
adaptiert und eine genauere Aussage dariiber getroffen werden, ob CTGF in der
Pathogenese der AML eine wichtige Rolle spielt. Dies wurde untersucht, indem
NSG-Miuse mit 1 - 10 MV4-11-Zellen transplantiert wurden und ab dem zehn-
ten Tag nach der Transplantation {iber 2 Wochen hinweg 25mg/kg FG-3019 oder
ein Kontroll-AK intraperitoneal injiziert wurde (s. Abb. 4.22a). Die Therapie mit
FG-3019 ergab, dass das mittlere Uberleben der Miuse von 20,5 auf 25 Tage verlin-
gert werden konnte (s. Abb 4.22b). Die Méause zeigten zum Zeitpunkt der Sektion
einen Gewichtsverlust um 20 % in beiden Gruppen (s. Abb. 4.22¢). Weiterhin wurde
in vielen M&ausen eine Splenomegalie festgestellt. Diese war in beiden Gruppen nicht
signifikant verschieden, zeigte jedoch in der FG-3019-Gruppe eine etwas stérkere
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Abbildung 4.22: Ergebnisse nach Behandlung von NOD/SCID /IL-2R~"“/-M#usen
mit FG-3019 nach Transplantation mit 1-10° MV4-11-Zellen. Die Injektion der Zellen
erfolgte intravenos (i.v.) und die Behandlung mit FG-3019 (25mg/kg) intraperitoneal (i.p.). Dar-
gestellt sind die kombinierten Ergebnisse von zwei unabhéngigen Transplantationsversuchen. Der
Nachweis der MV4-11 Zellen in Blut, Knochenmark und Milz erfolgte mit einem human-spezifischen
CD45-Antikérper am Durchflusszytometer. Fiir keines der Ergebnisse konnte ein statistisch signifi-
kanter Unterschied zwischen Behandlung mit Kontroll-Antikorper (AK) oder FG-3019 festgestellt

werden.
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Auspriagung (s. Abb. 4.22d). Infiltrationen der leukdmischen Zellen in Milz, Kno-
chenmark und Blut (s. Abb. 4.22e f g) lieken auf das Anwachsen der leukdmischen
Zellen in den Tieren und die Erkrankung an einer Leukédmie zuriickschlieffen. Im
Blut konnten erst zu spaten Erkrankungszeitpunkten leukdmische Zellen festgestellt
werden. Die Infiltrationen unterschieden sich nicht signifikant in beiden Gruppen.
Tendenziell war der Nachweis der MV4-11-Zellen in Knochenmark und Blut in der
FG-3019-Gruppe etwas vermindert.

Nachdem in wvitro-Versuche die Abhangigkeit von AML-Zelllinien von CTGF zum
Teil im Kontext der Stroma-vermittelten Resistenz gezeigt hatten, konnten in vivo-
Experimente die lebensverlingernde Eigenschaft eines anti-CTGF-Antikorpers im
Rahmen einer AML-Erkrankung aufzeigen. Dies verdeutlicht, dass CTGF wéhrend
der Pathogenese der AML eine wichtige Rolle einnimmt.






5)

Diskussion

Die Interaktion zwischen malignen Zellen und dem sie umgebenden Stroma ist fiir
die Progression des Tumors von entscheidender Bedeutung. Seit einigen Jahren sind
daher nicht nur die Tumorzellen selbst sondern auch das supportiv wirkende Stroma
Gegenstand intensiver Forschung.

In dieser Arbeit wurden zwei Proteine hinsichtlich ihres Einflusses auf die Stroma-
induzierte Resistenz in der AML untersucht. Der Chemokinrezeptor CXCR4 wird
auf der Zelloberfldche exprimiert und verursacht nach Bindung des von mesenchyma-
len Stromazellen produzierten CXCL12 die Migration von hamatopoetischen Zellen
in die Nische des Knochenmarks. Aufserdem ist die CXCR4-CXCL12-Interaktion
essenziell fiir das Uberleben und die Quieszenz von HSCs innerhalb der Nische (La-
taillade et al. 2002). In AML-Zellen aktiviert CXCR4 &hnliche Signalwege und tréigt
wesentlich zu der Therapieresistenz bei (Tavor et al. 2004, Zeng et al. 2009). CTGF
hingegen wird in das extrazelluldre Medium sezerniert und wirkt dort modifizierend
gegeniiber Signalkaskaden und der Beschaffenheit der ECM. Zunéchst vor allem von
fibrotischen Erkrankungen bekannt, steht CTGF seit einiger Zeit in enger Verbin-
dung mit der Tumorgenese (Dhar und Ray 2010). Beiden Proteinen ist gemein,
dass ihre Expression innerhalb der Tumor-Stroma-Beziehung in der AML von ent-
scheidender Bedeutung ist. Dies soll im Zusammenhang mit den Ergebnissen dieser
Arbeit im Folgenden genauer erortert werden.

5.1 BMS-936564/MDX-1338: Die Wirksamkeit des
CXCR4-Antikorpers in AML-Zellen

Um ein Zielprotein therapeutisch zu hemmen, hat sich der Einsatz von small mole-
cule inhibitors sowie von monoklonalen Antikorpern bewéhrt. In dieser Arbeit wur-
de BMS-936564/MDX-1338, ein humaner, monoklonaler anti-CXCR4 Antikérper
hinsichtlich seines Potentials Apoptose und Differenzierung in AML-Zelllinien und
priméren Blasten auszulosen getestet. Dabei wurden die AML-Zelllinien Molm-14,
HL-60 und U-937 sowie priméres Material von drei an AML-erkrankten Patienten
eingesetzt.

Die Behandlung von Molm-14-Zellen mit BMS-936564/MDX-1338 fiihrte zur Blo-
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ckade von CXCRA4 (s. Abb. 4.2). Auch nachgeschaltete Signalwege wurden gehemmt,
da ein reduzierter Calcium-Flux und eine eingeschrénkte Migration in diesen Zellen
nachgewiesen werden konnte (s. Abb. 4.3). Diese Versuche bestétigten die bereits
von Kuhne et al. (2013) gezeigte Spezifitdt und Funktionalitdt des Antikorpers.
Kuhne et al. (2013) konnten dhnlich wie die vorliegende Arbeit zeigen, dass BMS-
936564/ MDX-1338 in Zelllinien und priméren Blasten von verschiedenen malignen
hédmatopoetischen Erkrankungen Apoptose induzierte. Neue Erkenntnisse brach-
te die vorliegende Arbeit dahingehend, dass in der Zelllinie U-937 durch BMS-
936564/ MDX-1338 neben der Apoptose auch die Differenzierung der Zellen ausgelost
wurde (s. Abb. 4.4). Andere Studien unterstiitzen diese Beobachtung. So konnte die
Induktion von Differenzierungsmarkern auch nach Behandlung von U-937-Zellen mit
dem gegen CXCRA4 gerichteten small molecule inhibitor AMD3100 oder mit dem mu-
rinen, ebenfalls blockierenden CXCR4-Antikorper 12G5 beobachtet werden (Tavor
et al. 2008). Moglich ist, dass das gute Ansprechen der U-937-Zellen gegeniiber der
CXCR4-Inhibition auf die hohe CXCR4-Expression in diesen Zellen zuriickzufiihren
ist, die von Tavor et al. (2004) festgestellt und in dieser Arbeit bestétigt wurde (s.
Abb. 4.1).

Die Differenzierung von leukéimischen Zellen stellt ein wichtiges Therapieziel dar.
In der akuten promyelozytéren Leukdmie (APL) besitzen die malignen Zellen auf-
grund einer Chromosomentranslokation einen Differenzierungsblock, der durch die
Therapie mit ATRA aufgehoben werden kann. Dadurch ist die Prognose in dieser
Leukédmieform sehr gut. 80-90 % der Patienten erreichen eine komplette Remission
(Warrell Jr et al. 1991, Degos et al. 1995). Die Verabreichung von ATRA bei der AML
zeigt meist keine Erfolge (Estey et al. 1999, Schlenk et al. 2009, Nazha et al. 2013).
Daher ist es von groffem Interesse, neue Angriffsmoglichkeiten zu finden, die die Dif-
ferenzierung induzieren. In dieser Arbeit konnte auch durch ATRA in U-937-Zellen
eine Differenzierung ausgelost werden, allerdings verursachte BMS-936564/MDX-
1338 eine stéarkere Expression des Differenzierungsmarkers CD11b. Ein kombinierter
Einsatz der beiden Wirkstoffe als Therapie wire denkbar. Wichtig wére zu unter-
suchen, ob auch in weiteren AML-Zelllinien sowie in priméren Zellen durch BMS-
936564/ MDX-1338 eine Differenzierung ausgelost wird. Kuhne et al. (2013) konnten
zeigen, dass BMS-936564/MDX-1338 in Xenotransplantationsversuchen das Wachs-
tum von malignen hdmatopoetischen Zellen hemmt. Auch hier wére es interessant
zu wissen, ob dies durch die Ausreifung der Tumorzellen geschieht.

Die in der vorliegenden Arbeit getesteten priméren Blasten sowie HL-60-Zellen beno-
tigten einen sekundéren, kreuzvernetzenden Antikérper, damit BMS-936564 / MDX-
1338 Apoptose auslosen konnte. In zwei von drei Patientenproben konnte durch
die Kombinationstherapie aus BMS-936564/ MDX-1338, sekundérem Antikérper und
AraC eine signifikant gesteigerte Apoptose verglichen mit der AraC-Monotherapie



5.1 BMS-936564/MDX-1338: Die Wirksamkeit des CXCR4-Antikérpers in AML-Zellen 7

erreicht werden (s. Abb. 4.5). Auch in der Arbeit von Kuhne et al. (2013) benétig-
ten einige Zellen diesen zusétzlichen Antikorper, damit Apoptose induziert werden
konnte. Die Forscher vermuteten, dass die Vernetzung von CXCR4-Molekiilen auf
der Zellmembran die Voraussetzung fiir apoptotische Signalwege ist. Zellen, die nur
wenige, weit voneinander entfernte CXCR4-Molekiile exprimieren, benotigen einen
sekundéaren Antikorper, der wie eine Briicke die Kreuzvernetzung erleichtert. Die
Expressionsdaten der in dieser Arbeit verwendeten Zellen bestéatigen diese Hypothe-
se. HL-60-Zellen und die priméren Blasten weisen verglichen mit U-937-Zellen eine
schwéchere CXCR4-Oberflachenexpression auf (s. Abb. 4.1) und benétigten den se-
kundédren Antikorper, damit BMS-936564/MDX-1338 wirksam sein konnte. Tavor
et al. (2004) zeigten in ihrer Arbeit allerdings, dass CXCR4 auch intrazelluldr vor-
handen sein kann. Die von den Forschern getesteten AML-Zelllinien und priméren
Blasten wiesen eine heterogene CXCR4-Oberflachenexpression auf, besaften jedoch
alle hohe Mengen an intrazellulirem CXCR4. Allerdings forderte der CXCR4-Ligand
CXCL12 nur in Zellen mit vorhandener CXCR4-Oberflichenexpression das Uberle-
ben und die Proliferation. Kollet et al. (2002) fanden heraus, dass CD34%-Zellen
intrazelluldres CXCR4 als Reaktion auf bestimme Cytokine auf ihrer Oberflache
exprimieren konnen. Moglich ist daher, dass die Oberflachenexpression von CXCR4
auch in den in dieser Arbeit verwendeten Zellen variiert. Wichtig wére eine Messung
der Expression zu verschiedenen Zeitpunkten sowie eine Bestimmung des intrazellu-
laren CXCR4-Spiegels, um eine genauere Aussage iiber die Expression und das damit
eventuell verbundene Ansprechen auf einen hemmenden Antikorper tatigen zu kon-
nen. Zuséatzlich konnen neben der verschieden starken Expression Konformationsan-
derungen von CXCR4 fiir das unterschiedliche Ansprechen auf BMS-936564 / MDX-
1338 verantwortlich sein. So fanden Baribaud et al. (2001) heraus, dass 12G5 nur
eine Subpopulation von CXCR4-Molekiilen auf leukédmischen Zellen erkennt.

Auch bei Behandlung von Lymphomzellen konnte die Signifikanz eines sekundéren,
kreuzvernetzenden Antikorpers demonstriert werden. Shan et al. (1998) zeigten, dass
die Kreuzvernetzung von CD20-Antikérpern die Proliferation hemmt und Apoptose
induziert. Hofmeister et al. (2000) untersuchten die apoptotischen Signalwege weiter
und beobachteten, dass nach Kreuzvernetzung der CD20-Molekiile Tyrosinkinasen
der Src-Familie und Caspasen aktiviert werden. Auch hier vermuteten die Forscher,
dass nicht die Dimerizierung von Oberflaichenmolekiilen durch die zwei Bindungsstel-
len der priméren Antikorper, sondern erst das weitere Vernetzen solcher Rezeptor-
Antikérper-Komplexe apoptotische Signalwege auslost oder diese potenziert.

In der vorliegenden Arbeit fiihrte die Behandlung von kokultivierten HL-60-Zellen
mit BMS-936564/MDX-1338 und kreuzvernetzendem Antikorper zu starker Apop-
tose in HL-60-Zellen (s. Abb. 4.6). Diese mag wie bereits oben erwdahnt durch Sig-
nalwege ausgelost werden, die erst nach Kreuzvernetzung der CXCR4-Molekiile ak-
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tiviert werden. Weiterhin verursachte die Kombinationstherapie eine Authebung der
Stroma-vermittelten Resistenz. HL-60-Zellen starben sogar signifikant mehr, wenn
sie in Kokultur behandelt wurden. Eine mogliche Erklarung dafiir konnte die Abhén-
gigkeit von CXCR4-gesteuerten Signalwegen sein, die die Zellen erst nach Kontakt
zu Stroma erlangen. In diesem Fall miisste allerdings auch die Monotherapie mit
BMS-936564/MDX-1338 zu einer erhthten Apoptose in kokultivierten Zellen fithren.
Dies wurde jedoch nicht beobachtet. Eine wahrscheinlichere Erklarung fiir die ge-
steigerte Apoptose in der Kokultur ware die Hochregulation von CXCR4-Molekiilen
in kokultivierten HL-60-Zellen, wodurch sie empfénglicher fiir apoptotische Signal-
wege wiirden, die durch die Kreuzvernetzung der CXCR4-Proteine ausgelost wird.
In Prostatakarzinomzellen und ALL-Zellen konnte bereits ein Zusammenhang zwi-
schen der Bindung von CXCL12 und der Hochregulation von CXCRA4 hergestellt
werden (Mohle et al. 1999, Koshiba et al. 2000). Da MS5-Zellen CXCL12 sezernieren
(Bleul et al. 1996), wire es moglich, dass durch den Kontakt zu Stroma auch HL-60-
Zellen CXCRA4 verstarkt exprimieren. In einem einzelnen Experiment innerhalb der
vorliegenden Arbeit konnte allerdings keine verdnderte CXCR4-Expression in HL-
60-Zellen nach 24 h Kokultur nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Warum
kokultivierte HL-60-Zellen sensibler gegeniiber BMS-936564 /MDX-1338 und sekun-
ddrem Antikorper reagieren, liefs sich in dieser Arbeit nicht ausreichend ergriinden.
Ein derartiger Effekt ist bisher nicht in der Literatur beschrieben worden. Die Un-
tersuchung der in kokultivierten HL-60-Zellen induzierten Signalwege konnte einen
Hinweis liefern, warum sie sensibler gegeniiber der Apoptoseinduktion durch die
kreuzvernetzten CXCR4-Molekiile reagieren.

Der Einfluss der CXCR4-Inhibition auf die Stroma-induzierte Resistenz konnte auch
bei anderen Wirkstoffen beobachtet werden. Die Behandlung von leukédmischen Zel-
len mit einem gegen CXCR4 gerichteten Peptid hob die Stroma-induzierte Resis-
tenz zum groften Teil auf (Zeng et al. 2006). In einer spéteren Studie konnte die-
ser Effekt mit dem CXCR4-Inhibitor AMD3465, ein Derivat des bereits erwidhnten
AMD3100 (Hatse et al. 2005), bestétigt werden (Zeng et al. 2009). Zudem ver-
ursachte AMD3465 in vitro sowie in vivo in AML-Zellen eine erhohte Sensibilitét
gegeniiber Chemotherapie und in FLT3-mutierten Zellen ein erhohtes Ansprechen
gegeniiber dem FLT3-Inhibitor Sorafenib.

Small molecule inhibitors gegen CXCR4 sind bereits klinisch im Einsatz und ha-
ben ihre Wirksamkeit bei der Behandlung der AML durch die Sensibilisierung der
Zellen gegeniiber der Chemotherapie bewiesen (Uy et al. 2012). In dieser Arbeit
wurde ein neuwertiger gegen CXCR4 gerichteter Antikorper hinsichtlich seiner tu-
morhemmenden Eigenschaften untersucht und dabei in vitro ein positiver Effekt
auf Apoptose, Differenzierung sowie Aufhebung der Stroma-induzierten Resistenz
festgestellt. Antikdrper besitzen gegeniiber small molecule inhibitors eine hohe Spe-
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zifitdt und konnen weiterhin zur Auslosung von Immunantworten wie der antibody
dependent cellular cytotozicity (ADCC) und der complement dependent cytotoxicity
(CDC) fiihren und somit den kérpereigenen Abwehrmechanismus in Gang setzen
(Imai und Takaoka 2006). BMS-936564/MDX-1338 gehort allerdings zu der Anti-
korperklasse IgG4, die keinen Einfluss auf ADCC und CDC besitzt (Briiggemann
et al. 1987). Stattdessen mag in vivo die Kreuzvernetzung sowie die Phagozytose
opsonisierter Zellen durch FCyR1-Rezeptoren auf Antigen-préasentierenden Zellen
eine Rolle spielen (Kuhne et al. 2013). Auferdem kénnte der Einfluss auf die Aus-
differenzierung der malignen Zellen zur Remission beitragen.

Aufgrund der Relevanz von CXCR4 in der Tumorgenese der AML ist die Unter-
suchung der therapeutischen Hemmung des Proteins von grofem Belang. BMS-
936564/ MDX-1338 zeigte vielversprechende Ergebnisse im Zell- und Mausmodell.
Zurzeit lauft die Rekrutierung von Patienten mit refraktarer AML oder ausgewahl-
ten B-Zell Tumoren fiir den Einsatz von BMS-936564/MDX-1338 in einer Phase 1
Studie (Internet: ClinicalTrials.gov, MDX-1338 2014). Diese und folgende Studien
werden weitere Hinweise iiber die Erfolgsaussichten von BMS-936564/MDX-1338 in
der AML-Therapie liefern.

5.2 CTGF - ein neues Zielprotein fiir die AML-Therapie?

5.2.1 Validierung der Daten des qPCR Arrays

Um die Genregulation in grofserem Ausmaf zu untersuchen, hat sich der Einsatz von
RNA-Screens bewahrt. In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Stromazellen auf die
Genexpression in Molm-14-Zellen nach 72-stiindiger Kokultur analysiert. Dafiir wur-
de ein qPCR Array verwendet, der die Expression von Proteinen tiiberpriift, die fiir
Adhésion und Interaktion mit der ECM relevant sind. Hierbei wurde eine 4-fach
erhohte Transkription von CTGF in kokultivierten Molm-14-Zellen festgestellt (s.
Abb. 4.7). Diese Hochregulation der CTGF-RNA nach Kontakt zu Stroma konnte
in Molm-14-Zellen sowie in zwei weiteren AML-Zelllinien (Oci-AML3 und MV4-11)
in einzelnen qPCR-Reaktionen bestétigt werden (s. Abb. 4.8a,c). Western Blot-
Versuche unterstiitzten diese Ergebnisse: In Mediumiiberstdnden aus Kokulturen
mit den drei Zelllinien sowie mit drei priméren Proben wurde eine erhéhte Prote-
inkonzentration von CTGF detektiert (s. Abb. 4.9). In Zelllysaten konnte CTGF
nicht nachgewiesen werden. Dies bestétigt, dass CTGF ins extrazellulire Medium
sezerniert wird (Jun und Lau 2011).
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Eine dhnliche Untersuchung fithrten Baiba Vilne und Kollegen durch!. Die Forscher
kokultivierten HSCs mit Stromazellen und detektierten eine starke Hochregulation
von CTGF sowohl in den HCSs als auch im Stroma. Die groftten Expressionsédnde-
rungen wurden dabei nach kurzer Kokulturdauer bemerkt. Auch in der vorliegenden
Arbeit war die Hochregulation von CTGF in allen verwendeten AML-Zellen nach
24 h Kokultur am hochsten (s. Abb. 4.8c und 4.9). Im Gegensatz zu der vorliegenden
Arbeit detektierten Baiba Vilne und Kollegen die CTGF-Regulation in Kokulturen
mit HSCs. Dies konnte einen Hinweis dafiir liefern, dass die Regulation von CTGF
auch unter physiologischen Bedingungen in der hdmatopoetischen Nische von Re-
levanz ist und leukdmische Zellen diese Interaktion imitieren. In der vorliegenden
Arbeit wurden die Bedingungen der Nische nachgeahmt, indem Molm-14-Zellen un-
ter hypoxischen Bedingungen (4 % Oz) kokultiviert wurden. Auch hier konnte eine
CTGF-Hochregulation nachgewiesen werden. Verglichen zu der Regulation unter
normoxischen Bedingungen war diese fast doppelt so stark (s. Abb. 4.10b). Hypoxie
ist ein bekannter Regulationsmechanismus von CTGF (Finger et al. 2013), daher
konnte der Kontakt zu Stroma und die Hypoxie in vivo synergistisch die CTGF-
Expression beeinflussen.

Die Daten von Baiba Vilne und Kollegen zeigten, dass CTGF auch in den kokulti-
vierten Stromazellen hochreguliert wurde. Der Knockdown von CTGF in den Stro-
mazellen beeinflusste die Proliferation und Genexpression in den HSCs. Auferdem
war die CTGF-Expression in den HSCs reduziert. Dies weist darauf hin, dass das
vom Stroma produzierte CTGF in der Nische parakrin auf die hdmatopoetischen
Zellen wirken kann. Die Arbeit von Michael Andreeff und Kollegen untersuchte die
CTGF-Expression in Stromazellen nach Kontakt zu AML-Zellen in vivo?. Auch hier
induzierten die leukdmischen Zellen eine Hochregulation von CTGF im Stroma. Die
Genregulation in den malignen Zellen wurde allerdings nicht beschrieben. Auch in
verschiedenen soliden Tumoren wurde eine hohe CTGF-Expression sowohl in den
malignen Zellen als auch in den Zellen des Microenvironments gemessen. Beides
ist fiir die Tumorprogression von Relevanz (Hartel et al. 2004, Dornhofer et al.
2006, Wang et al. 2009, Yang et al. 2005). In der vorliegenden Arbeit konnte keine
CTGF-Regulation in kokultivierten Stromazellen gemessen werden (s. Abb. 4.8b).
Moglicherweise ist dies auch von der Verwendung der Stromazelllinie abhéngig. Bai-
ba Vilne und Kollegen verwendeten fiir ihre Untersuchungen UG26-1B6-Zellen. Die
vorliegende Arbeit untersuchte die CTGF-Regulation in Zellkulturversuchen, welche
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2Posterbeitrag auf der ASH Konferenz Dezember 2013, #3685 Proteomic, Gene Expression,
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ps://ash.confex.com/ash /2013 /webprogram /Paper65255.html, Stand 17.02.2014
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die Situation im Organismus nur anndherungsweise darstellen kénnen. Fiir genauere
Aussagen miisste ergénzend zu den Ergebnissen von Michael Andreeff und Kollegen
die CTGF-Expression in vivo im AML-Mausmodell untersucht werden.

Der qPCR Array ergab auferdem, dass die Matrix-Metalloprotease MMP9 in ko-
kultivierten Molm-14-Zellen signifikant hochreguliert wurde. Seit ldngerer Zeit ist
bekannt, dass MMPs durch die Modellierung der ECM in das invasive Verhalten von
Tumoren involviert sind (Liotta et al. 1980). In vielen Tumoren sind MMPs fehlre-
guliert. In AML-Blasten konnte, verglichen mit gesunden CD34%-Zellen, eine erhoh-
te Expression von MMP2 und MMP9 dokumentiert werden (Janowska-Wieczorek
et al. 1999, Travaglino et al. 2008). Die in der vorliegenden Arbeit gemessene Hoch-
regulation von MMP9 in kokultivierten Molm-14-Zellen konnte in einzelnen qPCR-
Reaktionen nicht bestétigt werden. Dies konnte darauf beruhen, dass die Primer
des Arrays eine Isoform von MMP9 detektieren, die von den eigenen Primern nicht
abgedeckt wird. Die Herunterregulation von MMP9 mit Hilfe shRNA-induziertem
Knockdown hatte zudem keinen signifikanten Effekt auf die Stroma-induzierte Re-
sistenz in Molm-14-Zellen (Daten nicht gezeigt). Moglicherweise spielen MMPs eher
bei der Migration der AML-Zellen eine Rolle. Daher konnte dieser Versuchsaufbau
die Relevanz von MMP9 in der AML eventuell nicht korrekt wiedergeben. Stattdes-
sen konnten Migrationsassays durchgefithrt werden oder der Metastasierungsgrad
von MMP9-Knockdown-Zellen im AML-Mausmodell untersucht werden.

In verschiedenen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass CTGF die Expression
von MMP9 induziert (Nishida et al. 2011, Finger et al. 2013). Moglich wére daher,
dass die erhohte CTGF-Expression in kokultivierten Molm-14-Zellen autokrin auf
die Zellen wirkt und die Expression von MMP9 induziert. In vivo konnte dies die
Migration und Metastasierung der Zellen fordern. Ein weiteres Protein, das in ko-
kultivierten Molm-14-Zellen signifikant hochreguliert wurde, war Kollagen Typ Il
(COL1A1). Da CTGF die Produktion von ECM-Matrix-Proteinen beeinflusst (Nis-
hida et al. 2007), kénnte die Hochregulation von COL1A1 in kokultivierten Molm-
14-Zellen ebenfalls ein downstream-Effekt der CTGF-Expression sein. Um eine ge-
nauere Aussage dariiber zu machen, ob die erhohte MMP9- und COL1A1-Expression
tatsachlich auf CTGF-induzierte Signalwege zuriickzufiihren ist, miisste deren Ex-
pression in Kokulturexperimenten mit Molm-14-Zellen mit CTGF-Knockdown un-
tersucht werden.

Weiterhin war die Metalloprotease SPG7, die nicht wie MMP9 im extrazellularen
Raum, sondern in der mitochondrialen Membran lokalisiert ist, 1,65-fach (*) hochre-
guliert. SPG7 erhielt seinen Namen, da Mutationen in diesem Gen zu der neurode-
generativen Erkrankung spastischer Paraplegie fithren kénnen (Casari et al. 1998).
SPGT ist bisher nicht als prognostischer Marker beschrieben oder im Zusammen-
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hang mit Stroma-vermittelter Resistenz in der Karzinogenese dokumentiert worden
und ist daher ebenfalls ein interessanter Kandidat fiir kiinftige Forschungsarbeiten.

Weitere Untersuchungen ergaben, dass CTGF nur hochreguliert wird, wenn Molm-
14-Zellen direkten Kontakt zum Stroma besitzen. Die Kultivierung im Transwell-
System induzierte keine CTGF-Hochregulation in den AML-Zellen (s. Abb. 4.10a).
Dies deutet darauf hin, dass die CTGF-Expression nicht durch 16sliche Faktoren,
sondern nur durch Zell-Zell-Kontakt induziert wird. Weiterhin wére denkbar, dass
der Kontakt zum Stroma zunéchst eher einem dynamischen Prozess dhnelt, bei dem
die Zellen nur lockeren Kontakt zum Stroma aufbauen und sich dann wieder davon
l6sen. Dieser Kontakt konnte anhaltende Expressionsdnderungen in den Molm-14-
Zellen auslosen. Dies wiirde erkldaren, warum auch Zellen der Suspensionsfraktion,
die zum Zeitpunkt der Ernte keinen direkten Kontakt zum Stroma besitzen, CTGF
verstarkt exprimieren.

CTGF konnte durch Kontakt zu den Stromazelllinien MS5 und AFT024 sowie durch
Adhérenz auf Fibronektin induziert werden (s. Abb. 4.10b). Dies spricht fiir einen
allgemeinen Mechanismus, bei dem die Wechselwirkung mit einem Untergrund sowie
die Moglichkeit, adhédrente Kontakte auszubilden, CTGF reguliert. Fraglich ist, ob
allein die Adhérenz auf einer Flache und die damit verbundenen Verdnderungen des
Zytoskeletts Einfluss auf die CTGF-Expression besitzen. Fiir den Hippo-Signalweg,
der einen moglichen upstream-Mechanismus der CTGF-Regulation darstellt (s. Ka-
pitel 5.2.2 Die Beteiligung des Hippo-Signalwegs an CTGF-Expression und Resis-
tenzverhalten), konnte gezeigt werden, dass das Actin-Zytoskelett direkten Einfluss
auf die Aktivierung von YAP/TAZ nimmt (Halder et al. 2012). Andererseits wére
es denkbar, dass spezifische Zell-Zell-Kontakte Signalkaskaden aktivieren und die
CTGF-Expression regulieren. Die Tatsache, dass der Kontakt zu Fibronektin die
CTGF-Expression auslost, spricht dafiir, dass Fibronektin an dieser Interaktion be-
teiligt ist. Verschiedene Studien zeigen, dass CTGF das Anhaften von Zellen auf
Fibronektin vermittelt (Chen et al. 2004, Hoshijima et al. 2006). Der Kontakt zu Fi-
bronektin konnte dhnlich einem feed-forward-Mechanismus die weitere Produktion
von CTGF beeinflussen, welche wiederum das bessere Anhaften von Zellen an Fibro-
nektin ermoglicht. Fibronektin allein konnte allerdings im Vergleich zu den Stroma-
zelllinien nur eine leichte CTGF-Expression induzieren. Dies wiederum koénnte ein
Hinweis dafiir sein, dass noch weitere, von den Stromazellen exprimierte Proteine
die CTGF-Transkription steuern. Inwiefern Fibronektin an der CTGF-Regulation in
AML-Zellen beteiligt ist, konnte durch Fibronektin- Knockdown-Stromazellen weiter
untersucht werden.
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5.2.2 Die Beteiligung des Hippo-Signalweges an CTGF-Expression und
Resistenzverhalten

Mit Hilfe vieler Studien ist der Hippo-Signalweg in Drosophila und humanem Ge-
webe in physiologischen wie in malignen Prozessen mittlerweile gut charakterisiert.
Die Funktion innerhalb der normalen Hamatopoese ist bisher nur in wenigen Arbei-
ten untersucht. Jonas Larsson® und Lina Jansson* konnten mit ihren Ergebnissen
erste wichtige Hinweise iiber die Rolle des Hippo-Signalwegs im hdmatopoetischen
System liefern. Neurofibromatosis 2 (Nf2) ist ein bekannter upstream-Regulator des
Hippo-Signalwegs (Hamaratoglu et al. 2006) und scheint in die Regulation der HSCs
innerhalb der Nische einzugreifen. Larsson et al. (2008) konnten zeigen, dass Nf2-
defiziente M&ause eine verstirkte Anzahl von HSCs und eine gesteigerte Mobilisierung
der Zellen ins periphere Blut aufweisen. Expressionsstudien untersuchten die Funk-
tion von YAP und TAZ in der normalen Hamatopoese. Die Uberexpression von YAP
im hématopoetischen System hatte keinen Einfluss auf die Funktion der HSC und
die Hamatopoese in vivo (Jansson und Larsson 2012). Die Untersuchung von Mé&u-
sen mit hetero- oder homozygoter TAZ-Defizienz ergab, dass keine Defekte in der
reifen Hamatopoese beobachtet wurden. Die embryonale Hamatopoese homozygo-
ter Mause scheint teilweise beeintriachtigt, wobei dies noch weiterer Untersuchungen
bedarf (unverdffentlichte Daten, personliche Kommunikation mit Lina Jansson und
Jonas Larsson). Auch wenn diese ersten Daten die Relevanz von YAP und TAZ in
der normalen Hamatopoese einschranken, mag in malignen hamatologischen Prozes-
sen der Hippo-Signalweg von wichtiger Bedeutung sein. Die Beteiligung des Hippo-
Signalwegs an der Pathogenese der AML ist bisher noch nicht beschrieben worden.
Bekannt ist nur, dass Mst1/2- Knockout-Mé&use eine erhohte Wahrscheinlichkeit be-
sitzen, an T-Zell ALL zu erkranken (O’Neill et al. 2005).

Die Tatsache, dass CTGF in Molm-14-Zellen nach Kokultivierung mit Stroma —
und dabei nur nach direkter Zell-Zell-Interaktion — hochreguliert wurde, lief auf
die Beteiligung des Hippo-Signalwegs schliefen, da dieser Zielgene wie CTGF in
Abhéngigkeit vom Kontakt zum Untergrund reguliert (Dupont et al. 2011). Weitere
Versuche unterstiitzten die Uberlegung, dass der Hippo-Signalweg an der Regulation
von CTGF in AML-Zellen beteiligt sein konnte. So wurde in Western Blot-Versuchen
die Stabilisierung von TAZ in kokultivierten Molm-14-Zellen detektiert. Hier konnte
TAZ allerdings nur in stark adhérenten Molm-14-Zellen nachgewiesen werden (s.
Abb. 4.11). TAZ scheint nur kurze Zeit stabil zu sein und nach Verlust des adhé-
renten Kontakts zum Stroma abgebaut zu werden. Die CTGF-RNA hingegen war
auch in Suspensionszellen nachzuweisen (s.o.). Daher ist es méglich, dass eine kurze
Stabilisierung von TAZ zu einem langanhaltenden Signal in den Zellen fiihrt.

3Institut fiir Molekulare Medizin und Gentherapie, Universitit Lund, Schweden
4Institut fiir Hals-Nasen-Ohrenheilkunde, Universitit Stanford, USA, ehemals Institut fiir Mo-
lekulare Medizin und Gentherapie, Universitit Lund, Schweden



84 5 Diskussion

Neben CTGF ist Cyr61 ein bekanntes von dem Hippo-Signalweg gesteuertes Gen
(Lai et al. 2011, Zhang et al. 2011). qPCR-Versuche zeigten, dass Cyr61 wie CTGF
in kokultivierten AML-Zelllinien hochreguliert wird. Diese Hochregulation war zu-
dem deutlich starker als die von CTGF (s. Abb. 4.12). Die Regulation von Cyr61
ist ebenfalls in vielen soliden Tumoren untersucht worden. Es konnte gezeigt wer-
den, dass Cyr61 wie CTGF in vielen Karzinomen iiberexprimiert wird und dies mit
Therapieresistenz, einem aggressiven Phéanotyp und einer schlechten Prognose as-
soziiert ist (Gery et al. 2005, Goodwin et al. 2010, Lai et al. 2011, Haque et al.
2011). Allerdings gibt es auch hier Tumorentitéten, bei denen Cyr61 die Eigen-
schaften eines Tumorsuppressors besitzt (Tong et al. 2001, Chien et al. 2004). Die
Rolle von Cyr61 in der Leukémie ist bisher nicht dokumentiert. Aufgrund der hohen
Regulation von Cyr61 in AML-Zellen nach Kontakt zu Stroma wére es in einem
néchsten Schritt interessant, die Bedeutung des Proteins fiir das Uberleben der ma-
lignen Zellen zu untersuchen. Wie bereits bei CTGF durchgefiihrt (s. Kapitel 5.2.3
Funktionelle Relevanz der CTGF-Regulation) kénnte auch bei diesem Protein durch
shRNA-induzierten Knockdown die Expression des Gens in AML-Zellen reduziert
und die Auswirkungen auf Therapieresistenz analysiert werden. Die Transplantati-
on von AML-Zellen mit Cyr61-Knockdown in NSG-Méause konnte den Einfluss der
Cyr61-Expression auf die Tumorprogression und das Uberleben in vivo untersuchen.
Parallel dazu konnte ein blockierender anti-Cyr61 Antikérper wie Ym1B im Tier-
modell eingesetzt werden. Ym1B wirkte in Zellkulturversuchen mit Brustkrebszellen
hemmend auf Signalwege, die mit der Migration der Zellen verbunden sind (Jim Leu
et al. 2013). Denkbar wére auch eine kombinierte Therapie mit FG-3019 und einem
blockierenden Cyr61-Antikdrper.

Einen weiteren Hinweis auf die Beteiligung des Hippo-Signalwegs an der CTGF-
Regulation lieferten Versuche, die zeigten, dass CTGF und Cyr61 in Abhéngigkeit
von der Zelldichte der kokultivierten Molm-14-Zellen exprimiert werden. Die Ex-
pression war jeweils ca. b-fach und 3-fach erhoht, wenn die Zellen in einer 4-fach
niedrigeren Konzentration ausgesidt wurden (s. Abb. 4.13). Um das Organwachs-
tum zu limitieren, wird der Hippo-Signalweg tiber Zell-Zell-Kontakte reguliert (Zhao
et al. 2007). Moglich wére daher, dass eine niedrigere Zelldichte dazu beitriagt, dass
die Molm-14-Zellen mehr Kontakt zum Stroma aufbauen kénnen, was eine starkere
YAP /TAZ-Aktivierung mit hoherer CTGF /Cyr61-Expression nach sich zoge. Ei-
ne hohere Zellzahl wiirde im Gegenzug eine stirkere Konkurrenz um den Platz an
den Stromazellen mit sich bringen und in einer schwéicheren YAP /TAZ-Aktivierung
und niedrigerer CTGF /Cyr61-Expression resultieren. Die Kultivierung von Molm-
14-Zellen in unterschiedlicher Dichte ohne Stromazellen induzierte keine Verénde-
rungen in der CTGF /Cyr61-Expression (Daten nicht gezeigt). Dies weist darauf hin,
dass in leukdmischen Zellen YAP und TAZ nicht wie in anderen Organen durch den
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Kontakt zu Nachbar-Zellen beeinflusst werden. Stattdessen werden YAP und TAZ
scheinbar ausschlieflich durch den adhérenten Kontakt zu Stromazellen reguliert.
Man kann daher nicht direkt von einer Regulation durch Kontakt-Inhibition spre-
chen, wie es in anderen Organen beschrieben wird. Eine Kontakt- Aktivierung nach
Adhérenz auf Stroma (oder Fibronektin) wiirde die hier dargestellten Daten besser
zusammenfassen. Denkbar wére ein Szenario, in dem nach Transformation einer un-
reifen hdmatopoetischen in eine maligne Zelle, diese durch Kontakt zu den Zellen
der Nische im Knochenmark CTGF hochreguliert und Uberlebensvorteile erlangt
(s. Kapitel 5.2.3). Dies kénnte zur unkontrollierten Vermehrung der Zellen fiihren.
Sobald aufgrund der steigenden Zellzahl ein ausreichender Kontakt zum supporti-
ven Stroma nicht mehr gewéhrleistet ist, konnte die daraus resultierende reduzierte
CTGF-Expression wiederum Signale einleiten, welche die Ausschwemmung der Zel-
len in die Peripherie férdern, was mit dem Befall anderer Organe verbunden wére.
Um dies néher zu untersuchen, konnte in Proben von AML-Patienten gemessen wer-
den, ob die CTGF-Expression in malignen Zellen des Knochenmarks hoher ist als
in malignen Zellen des peripheren Bluts. Des Weiteren konnte analysiert werden, ob
CTGF die Expression von CXCR4 beeinflusst. Eine reduzierte CXCR4-Expression
konnte mit einem verminderten Anhaften an die Zellen der Nische und dadurch mit
einer erhohten Bereitschaft zum Verlassen des Knochenmarks verbunden sein.

Den deutlichsten Hinweis auf eine TAZ-abhéngige CTGF-Expression brachten Ver-
suche, in denen TAZ in Molm-14-Zellen durch eine shRNA herunterreguliert wurde.
Dies fiihrte zu einer signifikant reduzierten Hochregulation von CTGF in kokultivier-
ten Molm-14-Zellen (s. Abb. 4.16). Die Cyr61-Expression war allerdings nicht von
dem TAZ-Knockdown betroffen. Moglich ware, dass YAP die Cyr61-Transkription
reguliert und so das reduzierte Vorhandensein von TAZ keine Auswirkungen auf
die Cyr61-Expression beséfse. Der TAZ-Knockdown fithrte weiterhin zu einer ver-
minderten Proliferation der Molm-14-Zellen (s. Abb. 4.15), welche dadurch erst drei
Wochen nach der Transduktion fiir Versuche eingesetzt werden konnten. Auch an-
dere Studien beschreiben eine verlangsamte Zellteilung, nachdem TAZ herunter-
reguliert wurde (Chan et al. 2008, Zhou et al. 2011). Die Molm-14shTAZ-Zellen
besafsen weiterhin eine verminderte, wenn auch nicht signifikante Sensibilitit gegen-
tiber AraC (s. Abb. 4.17). Da AraC nur Zellzyklus-abhéngig wirkt, ist dies wahr-
scheinlich auf die reduzierte Zellteilungsrate zuriickzufiihren. Im Anschluss durchge-
fiihrte Kokulturversuche zeigten, dass der TAZ- Knockdown in Molm-14-Zellen den
Stroma-vermittelten Schutz gegeniiber der Chemotherapie reduzierte (s. Abb. 4.17).
Die adhérente Fraktion der Kontrollzellen war nach AraC-Behandlung zu 59 % vor
der Apoptose geschiitzt, wohingegen nach TAZ-Knockdown nur 38 % der Zellen
resistent gegeniiber der Therapie waren. Dieser Versuch zeigt, dass TAZ bei der
AML in die Stroma-vermittelte Therapieresistenz involviert zu sein scheint. Mog-
licherweise ist der reduzierte Schutz der TAZ- Knockdown-Zellen auf die reduzierte
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Expression von CTGF zuriickzufiihren, welches als downstream-Mediator von TAZ
protektive Signalwege in Gang setzen konnte (s. Kapitel 5.2.3). Denkbar wére auch,
dass durch TAZ weitere Gene beeinflusst werden, die an der Stroma-vermittelten
Resistenz beteiligt und durch den TAZ-Knockdown betroffen sind. Im Kolonkarzi-
nom konnte AXL als Zielgen von TAZ identifiziert werden (Yuen et al. 2013). Die
Rezeptor-Tyrosinkinase AXL wurde als wichtiger Mediator in der AML-Stroma-
Interaktion beschrieben (Ben-Batalla et al. 2013). Weiterhin ist bekannt, dass TAZ
die Transkription von Survivin (auch Baculoviral IAP repeat containing 5, BIRC5),
ein anti-apoptotisches Protein, reguliert (Zhang et al. 2009). Survivin ist in leukéa-
mischen Stamm- und Vorlauferzellen von AML-Patienten hoch exprimiert und mit
einer schlechten Prognose verbunden (Carter et al. 2012). Da diese Daten zeigen, dass
AXL wie Survivin AML-Zellen Uberlebensvorteile vermitteln, wire es interessant,
deren Regulation durch TAZ im Zusammenhang mit der Stroma-vermittelten Re-
sistenz naher zu untersuchen.

Die Uberexpression von TAZ fiihrte zu keiner verstirkten CTGF- oder Cyr61-
Expression (s. Abb. 4.14c). Dies koénnte darauf beruhen, dass TAZ als Kofaktor
auf die Transkription wirkt. TAZ selbst besitzt keine DNA-Bindungsdoméne, son-
dern nimmt vor allem mit Hilfe der TEAD-Transkriptionsfaktoren Einfluss auf die
Genexpression (Zhang et al. 2009, Lai et al. 2011). Moglich wére daher, dass eine
niedrige TEAD-Konzentration die Auswirkung der TAZ-Uberexpression limitiert.
Falls qPCR-Experimente eine niedrige TEAD-Expression bestétigen, kénnte ver-
sucht werden, TEAD ebenfalls {iberzuexprimieren. Da TEAD 3 und 4 am stérks-
ten durch TAZ aktiviert werden, ware eines dieser Proteine fiir den Versuch am
geeignetsten. Die Folgen einer TAZ-Uberexpression sind in verschiedenen Studien
charakterisiert worden und machen das maligne Potential des Onkogens deutlich.
So fithrte die TAZ-Uberexpression in Lungenepithel zu starker Proliferation und
Kontakt-unabhangigem Wachstum. In Brustepithel férderte es Migration und In-
vasion der Zellen (Chan et al. 2008, Zhou et al. 2011). In Brustkrebszellen war
die Uberexpression einer konstitutiv aktiven Variante von TAZ mit einer erhohten
Selbsterneuerungskapazitit und einer Vergroferung der Krebsstammzellpopulation
verbunden. Auferdem konnte eine verstérkte Transkription der Zielgene CTGF und
Survivin detektiert werden (Cordenonsi et al. 2011). Falls TEAD die TAZ-Funktion
in AML-Zellen limitiert, so scheint dies in Brustkrebszellen also nicht zuzutreffen.
Die TAZ-Uberexpression fiihrte in den vorliegenden Versuchen tendenziell eher zu
einer niedrigeren CTGF- und Cyr61-Expression. Da die TAZ-mRNA ca. 1800-fach
erhoht (s. Abb. 4.14a) und TAZ damit sehr stark tiberexprimiert war, wére eine
denkbare Erklarung, dass TAZ im Sinne eines negativen-feedback-Mechanismus iiber
unbekannte Signalwege Einfluss auf die CTGF und Cyr61-Expression nimmt. Mog-
licherweise wire eine Reduktion des Virustiters sinnvoll, um die Uberexpression zu
vermindern und Riickkopplungsmechanismen einzuddmmen.



5.2 CTGF - ein neues Zielprotein fiir die AML-Therapie? 87

Das hamatopoetische System ist im Gegensatz zu allen anderen Organen ein fliissiges
Gewebe. Verglichen mit epithelialen Zellen wird das Wachstum dieser Zellen wn vitro
nicht durch Kontakt-Inhibition eingeschrénkt. Dies mag ein Grund dafiir sein, dass
bisher nur wenige Untersuchungen {iber die Bedeutung des durch Zell-Zell-Kontakt
regulierten Hippo-Signalwegs fiir die Himatopoese durchgefiihrt wurden. Dennoch
wird die HSC wie die LSC in der hamatopoetischen Nische durch Zell-Zell-Kontakt
zu Stromazellen reguliert und kénnte in dieser Situation auch vom Hippo-Signalweg
beeinflusst werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit geben einige erste Hinweise auf
die Beteiligung des Hippo-Signalwegs an der CTGF-Expression in kokultivierten
AML-Zellen. Fiir eine sichere Aussage bedarf es jedoch weiterer, ausfiihrlicherer Un-
tersuchungen.

5.2.3 Funktionelle Relevanz der CTGF-Regulation

Um die Bedeutung von CTGF innerhalb der Stroma-vermittelten Resistenz zu un-
tersuchen, wurde die CTGF-Expression in den drei AML-Zelllinien Molm-14, Oci-
AML3 und MV4-11 durch shRNA-vermittelten Knockdown herunterreguliert. Dies
fiihrte in Molm-14-Zellen zu einer 2-fach erhéhten Proliferation, in Oci-AML3- und
MV4-11-Zellen hatte der Knockdown keinen Einfluss auf die Zellteilung (s. Abb.
4.18). Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den Daten der Literatur, in de-
nen CTGF als Wachstumsfaktor beschrieben wird und der Knockdown in verschie-
denen Krebszellen eine Reduktion der Proliferation verursachte (Croci et al. 2004,
Finger et al. 2013, Lu et al. 2013). Bisher wurde der Knockdown in AML-Zellen
noch nicht untersucht. Moglich wére, dass CTGF, abhéingig vom jeweiligen Zell-
typ, unterschiedliche Auswirkungen auf die Proliferation besitzt. Weiterhin kénnte
die erhohte Zellteilung in Molm-14-Zellen auf einen Riickkopplungsmechanismus in
den Zellen zuriickzufiihren sein. Dabei konnte die reduzierte CTGF-Expression Sig-
nalwege in Gang setzen, die die Proliferation stimulieren. Um dies detaillierter zu
untersuchen, wére es zum einen wichtig, die Auswirkungen des Knockdowns auf die
Proliferation iiber einen langeren Zeitraum zu dokumentieren. Zum anderen liefse
die Verwendung eines Doxycyclin-gesteuerten induzierbaren Vektorsystems die ge-
nauere Untersuchung des CTGF-Knockdowns zu. Auch fiir die Dokumentation der
Proliferation nach TAZ- Knockdown scheint dieses System sehr sinnvoll. Hierbei hat
die Selektion der transduzierten Zellen bereits stattgefunden, wenn die Expression
der shRNA durch die Gabe von Doxycyclin induziert wird und die Auswirkung des
Knockdowns kann direkt untersucht werden. In dieser Arbeit wurde kein induzierba-
res Vektorsystem eingesetzt. Die transduzierten Zelllinien konnten daher erst nach
Abschluss der Selektion fiir Proliferationsuntersuchungen und Kokulturversuche ver-
wendet werden. Dies war bei CTGF-Knockdown eine Woche, bei TAZ-Knockdown
drei Wochen nach Transduktion méglich. Durch diese Verzogerung kann es sein, dass
frithe Effekte des Knockdowns auf Signalwege nicht bemerkt werden konnten.
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Der Einfluss von CTGF auf die Stroma-vermittelte Resistenz wurde in Kokulturver-
suchen deutlich. Der CTGF-Knockdown verursachte in Molm-14-Zellen nach Kul-
tivierung auf Stroma eine signifikante Verminderung des Schutzes gegeniiber der
Chemotherapie im Vergleich zu den Kontrollzellen. Dies konnte sowohl in der Sus-
pensionsfraktion als auch in der adhérenten Fraktion der Kokultur gemessen wer-
den (s. Abb. 4.19a). Auch die Therapieresistenz, die durch Kontakt zu Fibronek-
tin vermittelt wird, war in diesen Zellen signifikant reduziert (s. Abb. 4.20). In
der hamatopoetischen Nische vermittelt der Kontakt zu Stroma Quieszenz, die in
LSCs zu Therapieresistenz fithrt (Ishikawa et al. 2007). Interessant wére es, in einem
néchsten Schritt zu untersuchen, ob CTGF in Molm-14-Zellen an Quieszenzmecha-
nismen beteiligt ist. Um dies zu analysieren, kénnten kokultivierte Molm-14-Zellen
mit CTGF-Knockdown durch Pyronin Y und Hoechst 33342 gefarbt werden. Diese
Farbung basiert auf der Feststellung, dass Zellen in der Gg-Phase des Zellzyklus
eine niedrigere Genexpression und daher weniger RNA aufweisen. Durch die Bin-
dung von Pyronin Y an RNA und Hoechst 33342 an DNA kann das RNA-DNA-
Verhéltnis im Durchflusszytometer gemessen und proliferierende von ruhenden Zel-
len unterschieden werden (Shapiro 1981, Gothot et al. 1997). Denkbar wire, dass
der Kontakt zu Stroma (oder auch allein zu Fibronektin) in Molm-14-Zellen eine
Verlangsamung des Zellzyklus verursacht und dies mit einer reduzierten Sensibilitét
gegeniiber AraC verbunden ist. Die erhdhte Proliferation nach CTGF-Knockdown
konnte der Stroma-induzierte Quieszenz teilweise entgegenwirken und der erhdh-
ten Sensibilitat gegeniiber AraC in der Kokultur zu Grunde liegen. Widerspriichlich
dazu steht die Beobachtung, dass die erhohte Proliferation in Monokultur keinen
Einfluss auf die Empfindlichkeit gegeniiber AraC nimmt (s. Abb. 4.19a). Scheinbar
sind in kokultivierten Molm-14-Zellen weitere Stroma-abhéngige Signalwege an der
erhohten Chemosensibilitdt nach dem Knockdown beteiligt.

Des Weiteren wiire es sinnvoll, die Folge einer CTGF-Uberexpression in AML-Zellen
zu untersuchen. In Brustkrebszellen fiihrt die CTGF-Uberexpression zu einer erhh-
ten Migration der Zellen (Chen et al. 2007), in Rhabdomyosarkomzellen hingegen
war die Behandlung mit rekombinantem CTGF mit einer verstarkten Differenzie-
rung verbunden (Croci et al. 2004). Dies spiegelt die Zelltyp-abhéngige Funktion von
CTGF wider. Bisher sind die Auswirkungen einer induzierten CTGF-Uberexpression
in leukédmischen Zellen nicht beschrieben. Ergénzend zu den Knockdown-Ergebnissen
dieser Arbeit konnte der Einfluss einer erhéhten CTGF-Konzentration auf Prolife-
ration, Uberleben und Therapieresistenz analysiert werden.

Auch in in MV4-11-Zellen konnte die Therapieresistenz in der adhérenten Fraktion
der Kokultur nach CTGF-Knockdown teilweise aufgehoben werden (s. Abb. 4.19b).
Allerdings war in MV4-11-Zellen der Stroma-vermittelte Schutz insgesamt nicht so
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deutlich ausgepriagt wie in Molm-14-Zellen. In weiteren Versuchen konnte eine an-
dere Stromazelllinie (wie AFT024) verwendet werden, die gegentiber MV4-11-Zellen
moglicherweise supportiver wirkt.

Im Gegensatz zu Molm-14- und MV4-11-Zellen hatte der CTGF-Knockdown in Oci-
AML3-Zellen bereits in Monokultur einen signifikanten Effekt auf die Apoptose nach
Behandlung mit AraC (s. Abb. 4.19¢). Auch in ALL-Zellen wurde eine erhéhte Che-
mosensitivitat nach CTGF-Knockdown beobachtet (Lu et al. 2013). Dies zeigt, dass
CTGF auch in autokrin-induzierte Signalwege, die unabhingig vom Kontakt zum
Stroma stattfinden, involviert ist. Molm-14- und MV4-11-Zellen besitzen eine ak-
tivierende Mutation in der Tyrosinkinase FLT3, die bei AML-Patienten mit einer
schlechten Prognose und Therapieresistenz verbunden ist (Kottaridis et al. 2001).
Diese Mutation ist in Oci-AML3-Zellen nicht vorhanden. Molm-14- und MV4-11-
Zellen sind daher moglicherweise in Monokultur grofstenteils unabhéngig von CTGF
und daher in einem gewissen Rahmen resistent gegeniiber Apoptose-Signalen, die
durch den Verlust von CTGF ausgeltst werden. Erst in der Kokultur ist CTGF an
Resistenzmechanismen beteiligt und der Knockdown des Gens fiihrt zu einer parti-
ellen Aufhebung der protektiven Signale.

Um die Funktion von CTGF im Mausmodell zu untersuchen, wurde der blockieren-
de anti-CTGF Antikérper FG-3019 eingesetzt. In anderen malignen Erkrankungen,
in denen CTGF iiberexprimiert ist und dies mit einem aggressiven Tumorwachs-
tum korreliert, konnten im Tierversuch durch die Behandlung mit diesem Anti-
korper bereits Erfolge verzeichnet werden. Die Metastasierung der malignen Zellen
war eingeschrinkt, Apoptose wurde ausgelost und das Uberleben der Versuchstiere
verldngert. Zudem wurden synergistische Effekte zu der verabreichten Chemothe-
rapie beobachtet (Dornhéfer et al. 2006, Finger et al. 2013, Neesse et al. 2013, Lu
et al. 2013). Die Behandlung von Molm-14-Zellen mit FG-3019 in wvitro hatte kei-
nen Einfluss auf die Apoptose (s. Abb. 4.21). Dies steht in Einklang mit den Daten
der shRNA-Versuche, bei denen der Knockdown von CTGF per se keine Auswir-
kung auf die Apoptose zeigte (s. Abb. 4.19a). Die Auswirkung der Behandlung mit
FG-3019 auf Chemotherapieresistenz, Proliferation oder Differenzierung der AML-
Zellen wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht néher untersucht. In in wvitro-Studien
mit ALL-Zellen und Pankreaskarzinom-Zellen besal FG-3019 — im Gegensatz zu
den parallel durchgefithrten CTGF-Knockdown-Experimenten — keinen Einfluss auf
die Proliferation oder die Sensitivitit gegeniiber Chemotherapie (Dornhéfer et al.
2006, Lu et al. 2013). Moglicherweise lassen sich die Effekte des Knockdowns und
des Antikorpers in ihrer Gesamtheit nicht miteinander vergleichen, da beide an un-
terschiedlichen Stellen in die CTGF-Funktion eingreifen. Die sShRNA wirkt bereits
nach der Transkription, wohingegen der Antikorper erst extrazellular an das fertige
Protein bindet. Falls CTGF auch intrazelluldr wirken sollte, konnte dies durch den
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Antikorper nicht beeinflusst werden. Aufterdem konnten verschiedene posttransla-
tionale Modifikationen dazu fithren, dass der Antikorper nicht mehr bindet und dies
seine Wirkung einschranken.

In dieser Arbeit wurde bestétigt, dass FG-3019 einen hemmenden Einfluss auf die
Tumorprogression besitzt. Im AML-Mausmodell konnte durch die Behandlung mit
FG-3019 das mittlere Uberleben der Tiere von 20,5 auf 25 Tage verlingert werden (s.
Abb. 4.22b). Zum Zeitpunkt der Sektion zeigten die Méuse der Kontrollgruppe und
der FG-3019-Gruppe keine Unterschiede in der Infiltration der Milz, des Bluts oder
des Knochenmarks; auch das Gewicht der Milz war nicht signifikant verédndert (s.
Abb. 4.22d-g). FG-3019 beeinflusste also nicht den bevorzugten Ausbreitungsort der
malignen Zellen. In zwei der vier veroffentlichten Studien iiber die Behandlung von
Tumorerkrankungen mit FG-3019 im Mausmodell zeigte der Antikérper nur Wir-
kung in Kombination mit Chemotherapie (Lu et al. 2013, Neesse et al. 2013). Daher
wére es sinnvoll zu untersuchen, ob auch im AML-Modell die Kombinationsthera-
pie zu einer weiteren und signifikanten Verlingerung des Uberlebens beitragen kann.

FG-3019 ist kein human-spezifischer Antikérper, weshalb in Mausversuchen nicht
auszuschliefsen ist, dass die Wirkung des Antikorpers zum Teil auch von der Hem-
mung des vom Stroma produzierten CTGF abhéngt, wie auch Dornhéfer et al. (2006)
zu bedenken geben. Im AML-Mausmodell wurde die tumorhemmende Wirkung des
vom Stroma produzierten CTGF beschrieben, die den Nutzen einer anti-CTGF-
Therapie einschranken wiirde (Battula et al. 2013). Da allerdings in den malignen
Zellen unterschiedlichster Tumore CTGF stark iiberexprimiert wird und dies mit
einer schlechten Prognose assoziiert ist, ist es wahrscheinlich, dass der therapeuti-
sche Nutzen einer gegen CTGF gerichteten Behandlung iiberwiegt. Erste Erfolge
konnten in einer Phase I-Studie bei fortgeschrittenem Pankreaskarzinom verzeich-
net werden. Die Kombination aus Chemotherapie und FG-3019 wurde gut vertragen
und vorliufige Ergebnisse deuteten auf ein verlingertes Uberleben der Patienten in
Abhingigkeit von steigender FG-3019-Gabe hin®.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass CTGF in der AML eine wichtige Funkti-
on innerhalb der Therapieresistenz und der Tumorprogression einnimmt. Die Daten
lassen vermuten, dass CTGF durch adhirenten Kontakt zu Stroma in AML-Zellen
hochreguliert wird und dies zu Therapieresistenz fithrt. Aufserdem scheint TAZ, ein
zentraler Transkriptions-Kofaktor des Hippo-Signalwegs, wesentlich an der CTGF-
Regulation beteiligt zu sein (s. Abb. 5.1).

SPosterbeitrag auf dem Gastrointestinal Cancers Symposium 2013, #213 FG-3019, a hu-
man monoclonal antibody to CTGF, with gemcitabine/erlotinib in patients with locally advan-
ced or metastatic pancreatic ductal adenocarcinoma, Studiennummer: NCT01181245, Abstract:
http://meetinglibrary.asco.org/content /106279-133, Stand 20.2.2013
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AML-Zelle

Kein Kontakt zu Stroma

=TAZ inaktiv
—

= AraC induziert Apopotose

Direkter Kontakt zu Stroma
—=TAZ aktiv

=CTGF wird exprimiert

und erzeugt Therapieresistenz

Stroinazelle

‘ Therapieresistenz ‘

Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der CTGF-Regulation in AML-Zellen. Die
Daten der vorliegenden Arbeit lassen vermuten, dass CTGF nach direktem Kontakt zu Stromazel-
len in AML-Zellen hochreguliert wird und dies Signalwege in Gang setzt, die zu Therapieresistenz
fithren. TAZ, ein zentraler Transkriptions-Kofaktor des Hippo-Signalwegs, scheint durch den Kon-
takt aktiviert zu werden und die CTGF-Transkription zu initiieren.

Nachgeschaltete Signalwege von CTGF wurden in dieser Arbeit nicht detailliert
untersucht. In ALL-Zellen wurde beschrieben, dass der CTGF-Knockdown mit der
Deaktivierung von Proteinen des AKT /mTOR-Signalwegs und erhéhter Expression
des Zellzyklusregulators p27 verbunden war (Lu et al. 2013). In Pankreaskarzinom-
zellen verursachte FG-3019 hingegen die Herunterregulation von p27. Zusétzlich
waren Proteine, die an Uberlebenssignalwegen beteiligt sind, in ihrer Expression
reduziert (Neesse et al. 2013). Diese und weitere Proteine kénnten auch in AML-
Zellen nach CTGF-Knockdown oder Behandlung mit FG-3019 untersucht werden,
um wichtige Hinweise beziiglich der Uberlebenssignalwege und der Resistenzme-
chanismen in diesen Zellen zu bekommen. Bekannt ist weiterhin, dass CTGF an
Integrine bindet und so intrazelluldre Signalwege steuert (Chen et al. 2001, 2007,
Tan et al. 2009). In MS5-Zellen wurde nach Kontakt zu Stroma im Rahmen der
vorliegenden Arbeit die Hochregulation verschiedener Integrine beobachtet (Daten
nicht gezeigt). Diese Regulation miisste in weiteren Versuchen zunéchst verifiziert
werden, bevor ein Zusammenhang mit CTGF-Expression und Resistenzmechanis-
men untersucht werden konnte. Denkbar wire, dass der Kontakt zum Stroma in
AML-Zellen CTGF hochreguliert, dieses wiederum an Integrine der Stromazellen
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bindet und neben der Hochregulation der Integrine, im Sinne eines positiven Feed-
backs, Signalwege induziert, die wiederum protektiv auf die AML-Zellen wirken.
Diese spekulativen Uberlegungen kénnten die Basis zukiinftiger Forschungsarbeiten
sein.



6

Zusammenfassung

Die akute myeloische Leukdmie (AML) ist eine heterogene Erkrankung der hdmato-
poetischen Vorlduferzelle, die durch unkontrollierte Vermehrung und ein reduziertes
Differenzierungsverhalten gekennzeichnet ist. Aufgrund von Therapieresistenzen und
héufig vorkommenden Riickfillen ist die AML mit einer schlechten Langzeitprognose
verbunden. Neue Studienergebnisse zeigen, dass leukdmische Zellen einer hierarchi-
schen Ordnung unterliegen, an deren Spitze die leukdmische Stammzelle (LSC) steht,
welche den Tumor speist und &hnliche Charakteristika besitzt wie die hamatopoeti-
sche Stammzelle (HSC). Die LSC nutzt den Kontakt zu Zellen der himatopoetischen
Nische des Knochenmarks, um die erste Therapie zu iberdauern und Resistenzen zu
erwerben. Neue Therapieansétze versuchen diese Interaktion zwischen leukédmischen
Zellen und supportiv wirkenden Stromazellen anzugreifen.

In dieser Arbeit sollte die Bedeutung des CXC-Motiv Chemokinrezeptors Typ 4
(CXCRA4) und des Connective Tissue Growth Factors (CTGF) innerhalb der AML-
Stroma-Interaktion untersucht werden. CXCR4, der in vivo dafiir sorgt, dass AML-
Zellen in der Nische gehalten und geschiitzt werden, wurde durch den neuwerti-
gen CXCR4-spezifischen Antikérper BMS-936564/MDX-1338 in AML-Zelllinien und
Patientenzellen in Zellkulturversuchen blockiert. Dies induzierte Apoptose sowie
Differenzierung und fithrte in Kokulturversuchen zu einer Aufhebung des Stroma-
vermittelten Schutzes gegeniiber der Chemotherapie. Fiir diese Effekte musste teil-
weise ein sekundérer Antikorper verwendet werden, der die CXCR4-Molekiile mitein-
ander kreuzvernetzt. Die Auswertung eines quantitativen Real time PCR (qPCR)-
Arrays ergab, dass CTGF in der AML-Zelllinie Molm-14 nach Kontakt zu Stro-
mazellen hochreguliert wird. Diese Hochregulation konnte in insgesamt drei AML-
Zelllinien sowie in drei Patientenproben in qPCR- und Western Blot-Versuchen
bestatigt werden. Weitere Untersuchungen zeigten, dass diese Hochregulation un-
abhéngig von der Stromazelllinie ist, den direkten Kontakt zum Stroma beno-
tigt und auch unter hypoxischen Bedingungen, wie sie innerhalb des Knochen-
marks vorherrschen, stattfindet. Der durch Zell-Zell- oder Zell-Matrix-Kontakt ge-
steuerte Hippo-Signalweg konnte aus folgenden Griinden als moglicher upstream-
Regulationsmechanismus identifiziert werden: (i) Dessen zentraler Transkriptions-
Kofaktor TAZ wird in kokultivierten Molm-14-Zellen stabilisiert, (ii) der shRNA-
gesteuerte Knockdown von TAZ fiihrt zu einer reduzierten CTGF-Hochregulation,
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(iii) CTGF wird in Abhéngigkeit von der Zelldichte reguliert, (iv) Cysteine-rich an-
giogenic inducer 61 (Cyr61), ein weiteres Zielgen von TAZ, wird in kokultivierten
AML-Zellen ebenfalls verstarkt exprimiert. Der Knockdown von CTGF fiihrte in
vitro zu einer partiellen Aufhebung der Stroma-vermittelten Resistenz und die Blo-
ckierung von CTGF durch den Antikérper FG-3019 wirkte im AML-Mausmodell
lebensverlangernd.

Die Rolle von CTGF in der AML ist bisher nicht untersucht. Die vorliegenden Er-
gebnisse zeigen, dass CTGF ein interessantes Therapieziel in der AML darstellt.
Es bedarf weiterer Untersuchungen, um die Bedeutung von CTGF in der Tumor-
Stroma-Interaktion nédher zu charakterisieren und nachgeschaltete Signalwege zu
identifizieren.
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Ergebnisse qPCR, Array Molm-14

Mittelwerte der Ct-Werte Regulation

mit Standardabweichung

Monukultur Kokultur (KK/MK)
ADAMTS1 29,52 1.55 29,12 0,96 1,04
ADAMTS13 36,79 0,10 35,57 0,30 1,03
ADAMTSS 35,79 0,30 36,32 0,34 0,78
CD44 26,16 1,74 25,89 0,85 1,00
CDH1 40,00 0,00 36,52 0,00 0,96
CNTN1 40,00 0,00 36,88 0,09 0,99
COL11A1 40,00 0,00 37.97 0,00 0,96
COL12A1 40,00 0,00 34,67 0,34 1,07
COL14A1 38,43 0,00 38,70 0,25 1,04
COL15A1 34.91 1.23 34,74 1,05 0,57
COL16A1 40,00 0,00 36,01 0,00 0,96
COL1A1 34,79 0,46 32,23 1,06 5,53
COL4A2 29,75 1,89 28,43 148 1,77
COL5A1 35,62 0,37 35,36 0,26 0,98
COLBA1 36,21 0,00 36,12 0,00 0,96
COL6A2 40,00 0,00 39,77 0,00 0,96
COL7A1 36.44 0,00 35.24 0,85 1,44
COLBA1 39.19 0,00 39.58 0,00 0,96
VCAN 28,91 3,35 34,50 0,53 0,29
CTGF 31,52 1,53 29,54 1,34 4,06
CTNNA1 28,32 2,83 27,82 1,64 0,89
CTNNB1 27,67 2,12 27,39 0,93 0,98
CTNND1 30,46 1.63 29,73 1,10 1,23
CTNND2 40,00 0,00 N/A 0,00 0,96
ECM1 28,21 1.47 26,93 1,09 1,85
FN1 38,32 0,00 38.60 0,00 0,96
HAS1 38,44 0,00 37,92 0,00 0,96
ICAM1 28,65 1.33 27,96 1,69 1,23
ITGA1 3545 1.19 33,81 1.01 1,30
ITGA2 34,24 0,64 34,89 0,66 1,00
ITGA3 40,00 0,00 36,44 0,00 0,96
ITGA4 25,96 0,40 26,15 0,99 0,81
ITGAS 26,75 0,66 26,69 0,80 0,97
ITGAG 31,55 2,66 29,80 2,24 1,87
ITGAT 30,02 0,67 29,68 1,55 1,07
ITGAS 40,00 0,00 40,00 0,00 0,96
ITGAL 24,96 0,24 25,80 0,93 0,51
ITGAM 29,77 1.42 28,63 0,94 1,64
ITGAV 29,26 0,54 29,01 0,53 1,04
ITGB1 25,94 1,14 26,41 1,13 0,67
ITGB2 2414 0,67 23,54 0,53 1,27
ITGB3 36,16 1.13 33,52 1,66 1,76
ITGB4 34,84 047 3413 0,68 1,03
ITGBA 32,08 1.91 30,92 226 3,00
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Mittelwerte der Ct-Werte Regulation

mit Standardabweichung

Monukultur Kokultur (KK/MK)
KAL1 32,83 1.14 34.01 1,62 0.48
LAMA1 40,00 0,00 40,00 0,00 0,96
LAMAZ2 35,63 0.90 36,37 0.23 0,74
LAMA3 36,67 0,00 36.00 0.01 0,97
LAMBA1 3317 0,96 32.57 0.40 1.45
LAMB3 32,09 0,87 32.99 0.96 0,58
LAMCA 27,54 1,36 27,69 0.95 0,68
MMP1 40,00 0,00 37,77 0,00 0,96
MMP10 37,91 0,00 39.62 0,00 0,96
MMP11 36,29 0.58 37.60 0,17 0.80
MMP12 11,79 N/A 11.91 N/A 0.86
MMP13 40,00 0,00 36.96 0.21 1,03
MMP 14 28,84 0.40 28,72 1,01 1,02
MMP15 40,00 0,00 40,00 0,00 0,96
MMP16 36,64 0,00 40,00 0,00 0,96
MMP2 3227 2,99 29.30 1.17 4.48
MMP3 37,57 0,00 38.39 0,00 0,96
MMP7 40,00 0,00 37.02 0,00 0,96
MMP8 35,68 0,00 37.01 0.24 1.04
MMP9 34,08 1.15 3142 1.34 4.44
NCAMA 2843 1.17 2813 0.97 0,95
PECANM1 32,95 1.34 33.07 0.96 0,70
SELE 40,00 0,00 3545 0,12 1,00
SELL 37,37 0,00 35,82 0.16 1.05
SELP 40,00 0,00 37.75 0,00 0,96
SGCE 37.54 0,33 35,73 0.35 0,92
SPARC 37,61 0,30 35,84 0.61 1.29
SPG7 28,05 0,69 21,21 0.60 1.65
SPP1 35,30 0,06 36,62 0,92 1.24
TGFBI 3513 0,15 36,26 0,52 1.08
THBS1 36,57 0,57 34.46 0.71 1,12
THBS2 30,72 0.40 30,92 0.45 0,86
THBS3 32,77 0.83 31.97 0.41 1.50
TIMP1 2523 0.91 24,25 0.35 1.66
TIMP2 28,81 0.80 28,25 0.56 1.26
TIMP3 40,00 0,00 40,00 0,00 0,96
CLEC3B 34,30 0,53 33.45 0.96 1,55
TMC 37,56 0,20 35,15 0.43 1,14
VCAM1 40,00 0,00 37.43 0,06 0,98
VTN 34,59 0,98 33,95 0.91 1,17

Abbildung A.1: Komplette Ergebnisse des qPCR-Arrays. Dargestellt ist die gemittelte Regulation
jedes Gens mit Standardabweichung in Molm-14-Zellen nach Kokultivierung mit MS5-Zellen fiir 72h in fiinf
unabhéngigen Versuchen. Gelb markiert sind C;-Werte, die bei >35 liegen. Griin hinterlegt sind Regulationen
<1,1x und >0,8x. Orange gefarbt sind CTGF und Gene, die signifikant reguliert sind.



Primer

Primer fiir gPCR

human  fw(5-3) rv (5’-3’)

BNIP3 GCTCCTGGGTAGAACTGCAC TGTGAGCTGTTTTTCTCTCCAA
CTGF CCTGGTCCAGACCACAGAGT ATGTCTTCATGCTGGTGCAG
Cyr61 TCCTCTGTGTCCCCAAGAAC GCTTCAGTGAGCTGCCTTTT
GAPDH GGGAAGCTTGTCATCAATGG TGGACTCCACGACGTACTCA
TAZ ACCCTAGGAAGGCGATGAAT AGTTTCTGCTGCTGCTGCT
VEGF GGGCAGAATCATCACGAAGT TGGTGATGTTGGACTCCTCA
murin fw(5°-3’) rv (5’-3’)

CTGF CCACCCGAGTTACCAATGAC GTTCTGTGCGGTGTGCAG
Cyr61 ACGAGGACTGCAGCAAAACT GTTCTTGGGGACACAGAGGA
HPRT GTTAAGCAGTACAGCCCCAAA AGGGCATATCCAACAACAAACTT

Primer fir PCR

Gateway®-Klonierung

attB-TAZ

ftw GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCACCATGGATGGACTACAAA
GACCATGACGG
v GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTACAGCCAGGTTAGAAAGG

Sequenzierung

ACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACC bindet im CMV-Promotor (fw)
GAACCGTCAGAATTGATCTGG
AGCAGTCCTACGACGTGACC
GACCACTCAGCAGCAGCA
GTAAAACGACGGCCAG
CAGGAAACAGCTATGAC

bindet im humanen TAZ-Gen (fw)
bindet im humanen TAZ-Gen (fw)
bindet im humanen TAZ-Gen (fw)
bindet in der M13-Sequenz (fw)
bindet in der M13-Sequenz (rv)



C

Plasmidkarten
Amp Sall (2)
BamHI (8711) Spel (19)
SV40 ori CMVenh
BamHI (8374) Ndel (254)
Psil (8184) W“ SnaBI (360)
pA f)é\ CApro
Ndel (7927) . TATA
Ndel (7920) +1
Ndel (7860) SD
Xbal (7707) CAintron
Asp 718 (7701) Xbal (1624)
BamHI (7367) SA
dEnv (Tat/Rev) EcoRI (1720)
RRE Clal (1822)
dVpu Psil (2410)
Sall (6136) Spel (2498)
EcoR1 (6094) Gag
AVpr Pro
Pstl (3834)
Swal (4707)
Pol
Asp 718 (4817)
Asp 718 (5145)

http://www.addgene.org/12260/
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Sca 1(5383)

K

Not 1(3882)

Spe 1(3875) K

N

Sty 1(3396) \/\# f

beta-globin pA
Sty 1(3204)
Eco R1(3087)

Bam 111 (2)
Neo 1(21)
Sty 1(21)
Bam 11 (33)
Spe 1(176)
Nde 1(411)
CMV
Sna Bl (517)
Nco 1(537)
Sty 1(537)
\{:\ Sac 1(745)
Asp 718 (848)
. Kpn 1(852)
Sac 1(858)
Bam 111 (860)
beta-globin intror
Lco R1(1416)
Cla 1(1430)
Nde 1(1967)
Neco 1(2046)
Sty 1(2046)
VSV-G
Pst 1(2239)
Asp 718 (2459)
Kpn 1 (2463)
Nde 1(2584)

http://www.addgene.org/12259/



C Plasmidkarten

3XFlag pCMV5-TOPO TAZ WT

CMV_immearly_promoter
CMV_fwd_primer
lacZ_a ~/CMV_promater
W13_pUC_fwd_primggc| (902)
lv113_forwar020_prinw5p fwd_primer
Jo— f1_0ri%in gpAeGI (33? EcoRI(920)
mpR_promoater _enhancer
) Ndel (568) o
Clal (945)
Hindlll (950)
Pstl (966)
Sall (968)
Xbal (974)
BamHI (980)
Xmal (984)
Smal (986)

ORF frame 3
Ampicillin

hGH_PA_terminator
Agel (1532)
pBABE_3_primer
SV40_enhancer

pBR322_origin
SV40_promoter
SV40_origin
SV40pro_F_primer
Stul (1950)
Xhol (1973)
T7_promoter
M13_reverse_primer
M13_pUC_rev_primer
lac_promoter

http://www.addgene.org/24809/ und
http://www.addgene.org/vector-database/2242/
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M13 M13

EE wm IR

pDONR™221
pDONR"/Zeo

http://www.lifetechnologies.com/1/1/12556-gateway-pdonr221-
vector.html
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(413) KasI NarI (414)
©_Sfol (415)
__—~PlUTI (417)
© - NruT* (609)
_EcoNI (5942)
-~ Mfel (961)

(9220) Pcil

Ny
{; RSV promoter | H
- 5'LTR (h,u”catlv,l

@qj

- PpuMI - SanDI (1706)

—Hpal (1800)
- BspDI - ClaI (1923)

___ NdelI (2117)
__—SnaBI (2223)

pLenti7.3/V5-DEST
9630 bp

(7192) DraIll -

Wo T4

-

—— Spel (2534)

(6704) SFil
T BspEI (3010)

“Pasl (3246)

7 BStZ17I (3549)

- Srfl (3885)
- BmgBI (3919)
— BfuAI - BspMI (4129)
Sall (4142)
——— PaeR7I - PspXI - TIil - Xhol (4297)
/ . . PspOMI (4309)
(5345) Bell* | \ Apal (4313)

/ BstBI (4320)
(5061) SexAI* Mlul (4364)

http://www.snapgene.com/resources/plasmid _files/viral expression
_and _packaging vectors/pLenti7.3 V5-DEST/
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\O0p
Sense Strand N Antisense Strand

e CCGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTCGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTTTT -
e GGCCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGAGCTCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAAAAA  s—

pLKO.1-puro
7086 bp

(V) Psi
RSV/5' LTR

ampR

Sense Strand

doo™

3'-uUu

Antisense Strand

http://www.sigmaaldrich.com/life-science/functional-genomics-and-
rnai/shrna/library-information /vector-map.html



D

Abkiirzungsverzeichnis

% (v/v)
% (w/v)
Abb.
A. dest.
ALL
AK
AML
APS
AraC
ATCC
ATRA
Bel-2
BNIP3
BSA

Ci

ca.

CD
cDNA
CML
COL1A1
CP
CTGF
Ci
CXCRA4
CXCL12
Cyr61
Da
DMEM
DMSO
DNA
dANTP
DSMZ
ECM
EDTA
ER

env

Volumenprozent

Gewichtsprozent

Abbildung

Aqua destillata

Akute lymphatische Leukédmie
Antikorper

Akute myeloische Leukémie
Ammoniumpersulfat
Cytosin-Arabinosid, Cytarabin
American Type Culture Collection
All-trans Retinolsdure

B-cell lymphoma 2

BCL2 adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3
Bovines Serumalbumin

Cycle threshold

circa

Cluster of differentiation
Komplementire DNA

Chronische myeloische Leukdmie
Kollagen Typ Il

Crossing Point

Connective tissue growth factor
Cycle Threshold

CXC-Motiv Chemokinrezeptor Typ 4
Chemokin 12

Cysteine-rich angiogenic inducer 61
Dalton

Dulbecco’s modified Eagle’s medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
Extrazellulare Matrix
Ethylendiamintetraessigsaure
Endoplasmatisches Retikulum
envelope, Hiillprotein
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D-PBS
FAK
FACS
FCS
FSC
FLT3
fw

rv

GAPDH
GOI
GFP

Gy

h

H. sapiens
HKG
HPRT
HSC
HIF1-«
Ig

ITD

k

kDa
Lats1/2
LSC

n
m
M
MSC
MFI
Mobl
Mst1/2
min
MMP
mRNA

M. musculus

n
Nf2
NK-Zellen
NPM
NSG

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Salines
Focale adhesion kinase
Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierer
Fotales Kélberserum
Vorwartsstreulicht

FMS-like Tyrosinkinase 3

forward

reverse

Gramm
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Gene of interest

Green fluorescent protein

Gray

Stunde(n)

Homo sapiens

House keeping gene
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase
Hématopoetische Stammzelle

hypoxia inducible factor 1-alpha
Immunglobulin

Interne Tandemduplikation

kilo

Kilodalton

Large tumor suppresor 1/2
Leukdmische Stammzelle

mikro (107°)

milli (1073)

molar

mesenchymale Stromazelle

Mean fluorescence itensity

Mob kinase activator 1

Mammalian STE20-like protein kinase 1/2
Minute(n)

Matrix-Metalloprotease

messenger RNA

Mus musculus

nano (107%)

Neurofibromatosis 2

Natiirliche Killerzellen

Nucleophosmin

Non-obese diabetic(NOD)-severe combined immunodeficiency(SCID)



SDS-PAGE
PBS-T
PCR
pH

PI
PI3K
PKC
qPCR
RISC
RNA
RNase
RNAi
rpm
RT

S

Sav 1
SCC
scr
shRNA
SPG7

SV40 large t-

Antigen
Tab.
TAE
TEAD
TEMED
Taq
TAZ
TGF-x
TGFf
Tris

U
VEGF
VLA-4
VSV-G
Wnt
Wts
WWTRI1
XIAP
YAP

D Abkiirzungsverzeichnis

-Interleukin-2Rezeptor~y(IL-2R~)™ !
Sodium Dodecyl Sulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS-Tween20
Polymerase-Kettenreaktion
Potentia hydrogenii
Propidiumiodid
Phosphoinositid-3-Kinase
Proteinkinase C

quantitative PCR

RNA inducing silencing complex
Ribonukleinséure

Ribonuklease

RNA Interferenz

Umdrehungen pro Minute

Reverse Transkriptase

Sekunde(n)

Salvador homolog 1
Seitwértsstreulicht

scrambled

small hairpin RNA

Spastic paraplegia 7

Simian Vacuolating Virus 40 large tumor-Antigen

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA

TEA domain family member

N,N,N,N - Tetramethylethylendiamin

Thermus Aquaticus

transcriptional coactivator with PDZ-binding motif
Transforming growth factor-o

Transforming growth factor 3
Trishydroxymethyl-aminomethan

Unit(s)

Vascular endothelial growth factor

Very late antigen-4

Vesicular stomatitis virus-Glykoprotein
Wingless/Int-1

Warts

WW domain-containing transcription regulator protein 1
X-linked inhibitor of apoptosis protein
Yes-associated protein
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E

Herstellerverzeichnis

Air Liquid

ATCC

AppliChem

BD

Biolegend

Biorad

Binder

B. Braun
Bristol-Myers Squibb
Greiner Bio One
Cell Signaling
Calbiochem
Corning Inc.
DSMZ

eBioscience
Eppendorf
Fibrogen, Inc.

GE Healthcare
GeneOn

Graphpad Software, Inc.
H+P Labortechnik
Hanna-Instruments
Heraeus

Heidolph

Hund

Intas

Integra Biosciences

Jackson ImmunoResearch Laboratories,

Inc.
Keison
KPL
Memmert
Merck

Diisseldorf, Deutschland

Wesel, Deutschland

Darmstadt, Deutschland
Heidelberg, Deutschland

San Diego, California, USA
Miinchen, Deutschland
Tuttlingen, Deutschland
Melsungen, Deutschland

New York City, New York, USA
Kremsmiinster, Osterreich
Frankfurt a. M., Deutschland
Schwalbach, Deutschland

New York City, New York, USA
Braunschweig, Deutschland

San Diego, California, USA
Hamburg, Deutschland

San Francisco, California, USA
Freiburg, Deutschland
Ludwigshafen, Deutschland

La Jolla, California, USA
Oberschleissheim, Deutschland
Kehl am Rhein, Deutschland
Hanau, Deutschland
Schwabach, Deutschland
Wetzlar, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Fernwald, Deutschland

West Grove, Pennsylvania, USA

Chelmsford, England
Gaithersburg, Maryland, USA
Schwabach, Deutschland
Darmstadt, Deutschland



Microsoft
Millipore
Miltenyi Biotec
Nalgene

Neolab

New England Biolabs
Novartis Pharma
Nunc

Olympus
Orbigen

P-D Industriegesellschaft mbH
PAA

Partec

Peqlab

Qiagen

Ratiolab

Roche

Rockland

Roth
SABiosciences
Santa Cruz
Sarorius

Sharp
Sigma-Aldrich
Systec

Thermo Scientific
Tree Star Inc.
Vilber Lourmat

E Herstellerverzeichnis

Redmond, Washinhton, USA
Billerica, Maryland, USA
Bergisch Gladbach, Deutschland
Rochester, New York, USA
Heidelberg, Deutschland
Frankfurt a. M., Deutschland
Niirnberg, Deutschland
Roskilde, Déanemark

Hamburg, Deutschland

San Diego, California, USA
Dresden, Deutschland
Pasching, Osterreich

Gorlitz, Deutschland

Erlangen, Deutschland

Hilden, Deutschland

Dreieich, Deutschland
Grenzach-Wyhlen, Deutschland
Gilbertsville, Pennsylvania, USA
Karlsruhe, Deutschland
Frederick, Maryland, USA
Heidelberg, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Wettenberg, Deutschland
Braunschweig, Deutschland
Ashland, Oregon, USA

Marne La Vallée, Frankreich
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