4 Ergebnisse

4.1 Expression von H-rev107.1 in der Hamatopoese

4.1.1 Expression von H-revl07.1 in mononukledren Zellen ek Blutes und

Knochenmarks

Die mRNA des H-rev107.1-Gens konnte in den untdrsuc Proben mononukledrer Zellen
(MNC) gesunder Spender nachgewiesen werden. Sofalldn aus dem peripherem Blut als
auch aus Knochenmarksproben zeigten eine ExpresigsrH-rev107.1-Gens. Abbildung 4-1
zeigt das Ergebnis einer standardisierten RT-PQRMBIC aus Buffycoat und Knochenmark,
daneben sind die Expressionsbanden flur Fibroblagtensehen, die als Positivkontrolle
verwendet wurden. Die Negativ-Kontrolle ist ebelsfalbgebildet. In den nachsten Abschnitten

dieses Kapitels wird auf die Darstellung der Pesiind Negativ-Kontrolle verzichtet:

566bp - e W - - - - - H-rev107.1

451bp- - - - - - - - GAPDH

Abbildung 4-1: Expressionsbanden des H-rev107.1-Gens nach sthsidaier RT-PCR von RNA-Proben aus
MNC, gewonnen aus Buffycoat, Knochenmark und Fitasten:

1 und 2: Buffycoat MNC, zwei unabhéngige Proben

3 und 4: Knochenmark MNC, zwei unabhangige Proben

5 und 6: Fibroblasten, zwei unabhéangige Proben

7: Negativ-Kontrolle

4.1.2 Expression von H-rev107.1 in CD34Vorlauferzellen

In CD34-Vorlauferzellen war das H-rev107.1-Gen im Verdheizur Gesamtpopulation der
mononukledren Zellen in der Mehrzahl der Versudhktrexprimiert. Es zeigte sich in zwei von
vier Versuchen mit CD34Zellen aus peripherem Blut keine Expression. Wihitefand sich
eine fehlende Expression in vier Versuchen mit CB3drlauferzellen aus Knochenmark. Die
Ergebnisse der standardisierten RT-PCRs sind ielleay-1 dargestellt.
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H-rev107.1

CD34'-Zellen aus dem Knochenmark, Spender KM/1

CD34"-Zellen aus dem Knochenmark, Spender KM/2

CD34'-Zellen aus dem Knochenmark, Spender KM/3

CD34"-Zellen aus dem Knochenmark, Spender KM/4

CD34"-Zellen aus dem peripheren Blut, Spender pB/1

CD34'-Zellen aus dem peripheren Blut, Spender pB/2

CD34"-Zellen aus dem peripheren Blut, Spender pB/3

CD34"-Zellen aus dem peripheren Blut, Spender pB/4

Tabelle 4-1:Ergebnisse von standardisierten RT-PCRs mit RNsAaaugereicherten CD3Zellen.

4.1.3 Expression von H-revl107.1 in CD3, CD4-, CD14-, CD19'-, CD45RO"- und

CD56'-Zellen

Es wurden drei Versuchen mit Leukozyten-Subpoput&in aus peripherem Blut gesunder

Spender durchgefihrt. Die Expression von H-rev1®iaf heterogen. Bei den Subpopulationen

der CD14-Zellen und CD45ROZellen variierten die Ergebnisse von ,negativ* bis,doppelt-
positiv* (Tabelle 4-2, Abbildung 4-2).

Spender 1 Spender 2 Spender 3
CD3"-Zellen + + ++
CD4"-Zellen + + +
CD14"-Zellen ++ - ++
CD19-Zellen - + -
CD45R0O"-Zellen ++ ++ -
CD56'-Zellen + + ++

Tabelle 4-2: Ergebnisse der Untersuchung zur H-rev107.1-Exfmess Subpopulation mononuklearer Zellen aus

dem peripheren Blut von 3 Probanden, vgl. Abbilddriy
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1 2 3 4 65 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

566bp - et - H-rev107.1

451bp - oW W W e W W W W W w» W - GAPDH

Abbildung 4-2: Expression von H-rev107.1 in Subpopulationen moktwéwer Zellen aus dem periphere Blut, vgl.
Tabelle 4-2.

1-3: CD3-Zellen der Spender 1-3 10-12: CD19-Zellen der Spender 1-3
4-6: CD4-Zellen der Spender 1-3 13-15: CD 45Rxellen der Spender 1-3
7-9: CD14-Zellen der Spender 1-3 16-18: CO®ellen der Spender 1-3
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4.2 Regulation der Expression von H-rev107.1 in der Hamatopoese

4.2.1

Regulation von H-rev107.1 in CD34Vorlauferzellen

Die Induzierbarkeit der Expression von H-revl07drae an CD3%Vorlauferzellen mit Hilfe

verschiedener Substanzen untersucht. Dabei zeigitebgi einem von vier Versuchen eine

Hochregulation durch IFN In den Ubrigen Anséatzen konnte keine Induktioobaehtet werden
(Tabelle 4-3 und Abbildung 4-3).

CD34', pB, CD34', pB, CD34', KM, CD34', KM,

Spender pB/1 | Spender pB/2 | Spender KM/1 | Spender KM/2

(vgl. Abb. 4-3)
Kontrolle - + - -
G-CSF - + - -
EPO - + n. u. -
IENa - + n. u. -
IFNy - n : "
ATRA - + n. u. -

Tabelle 4-3: Ergebnisse der Versuche zur H-rev107.1-ExpresisiddD34-Zellen aus dem peripheren Blut und

Knochenmark nach Kultivierung mit Zusatz der aufiefen Substanzen. Fir die Untersuchung der Prebe d

Spenders KM/1 konnten nicht geniigend CB2dllen fiir alle Ansatze separiert werden (n. nicht untersucht).

566bp -

451bp -

- H-rev107.1

- GAPDH

Abbildung 4-3: Exemplarische Darstellung der Expression von H0&vl in CD34Zellen aus dem

Knochenmark des Spenders KM/2 nach KultivierungZugatz der aufgefiihrten Substanzen, vgl. Tabele 4

1: Kontrolle

2: G-CSF

3. EPO

4: [N

5: IFNy

6: ATRA
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In vier folgenden Versuchen wurden verschiedene rHem der intrazellularen
Signalverarbeitung mit IFNkombiniert. Auch hier zeigte sich in einer vonrvientersuchten
Proben eine Induktion durch IfNdie durch AG490, einem JAK-Inhibitor, unterdriektirde

(Tabelle 4-4 und Abbildung 4-4).

CD34", pB, CD34", pB, CD34", KM, CD34", KM,

Spender pB/3| Spender pB/4 | Spender KM/3 | Spender KM/4

(vgl. Abb.4-4)
DMSO - + - -
AG 490 - n. u. n. u. -
PD95059 - + - -
SB202190 - + + -
IFNy + DMSO - + - +
IFNy + AG490 - n. u. n. u. -
IFNy+ PD95059 - + - +
IFNy+ SB202190 - n. u. - +

Tabelle 4-4: Ergebnisse der Versuche zur H-rev107.1-ExpresisiddD34-Zellen aus dem peripheren Blut und
Knochenmark nach Kultivierung mit Zusatz der aufipefen Substanzen. Aufgrund der ungeniigenden Zéllza

nicht untersuchte Ansatze wurden als ,n. u.” gekerohnet.

566bp - - H-rev107.1

451bp- ww ww ww ww W W W W - GAPDH

Abbildung 4-4: Exemplarische Darstellung der Expression der Genev107.1 und H-rev107.2 in CD3Zellen
aus dem Knochenmark des Spenders KM/4 nach Kultirge mit Zusatz der aufgefihrten Substanzen, vajh€elle
4-4.

1: DMSO 2: AG490 3: PD95059 4: SB202190

5: IFNy + DMSO 6: IFN/ + AG490 7: IFN + PD95059 8: IFM+ SB202190
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4.2.2 Regulation von H-rev107.1 in ausgewahlten Subpopuianen

Die oben dargestellten Untersuchungen verschiedgulepopulationen von MNC zeigten eine
heterogene Expression von H-rev107.1-mRNA. Es hdsize Vermutung, dass die Expression
aktivitatsabhangig sein konnte. Um verschiedenaviditszustande der Zellen zu provozieren,

wurden die immunomodulatorischen Zytokine IL2 ukR8it als Kulturzusatze verwendet.

Es wurden zwei Versuche durchgefiihrt, bei denen Gisamtpopulationen der MNC aus

Buffycoats kultiviert und inkubiert wurden. AnsafilRend wurden Subpopulationen separiert und
die Expression analysiert. Die Kultivierung und ublation der Gesamtpopulationen der MNC
wurde durchgefuhrt, um Interaktionen zwischen dearsehiedenen Immunzellen zu

ermoglichen. Diese Ansatze wurden mit hoher Zdilgickultiviert. Die Ergebnisse dieser

Versuche nach dem Schema Inkubation-SeparationyS@makeigten ein heterogenes Bild

(Tabelle 4-5).

Zwei Versuche wurden nach einem vereinfachten Modetchgefuhrt: Die Zellen wurden
zuerst in die zu untersuchenden Subpopulationeariggpund anschliel3end getrennt inkubiert.
Die Ergebnisse dieser Versuche nach dem SchemaraBepankubation-Analyse zeigten
durchgehend ,einfach-positive* Banden fir CH3 CD19- und CD14-Zellen ohne
regulierenden Einfluss von IfNder IL2 (nicht dargestellt).

Orientierende Versuche mit T@FRund dem MEK-Inhibitor PD95059 wiesen nicht aufesin
Regulation der H-rev107.1-Expression hin (nichigdatellt).

CD3' CD19 Ad
Versuch 1| Versuch3 Versuch{l Versuch2 Versugh lersih 2
Kontrolle ++ + ++ + - +
IFNy + + + n ; n
IL2 + + + + + +

Tabelle 4-5: Ergebnisse zur Expression von H-rev107.1 in Subladipnen mononukledrer Zellen aus dem
peripheren Blut nach Kultivierung mit Zusatz defgadihrten Substanzen. Die Tabelle zeigt zwei Vensy bei
denen erst Gesamtpopulationen von MNC inkubiert anschlie3end separiert und analysiert wurde. Dider

Kultur adharent gewordenen Zellen wurden als Adcegekeichnet.
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4.3 Zusatzliche Untersuchungen zu H-rev107.1

4.3.1 Expression von H-rev107.1 in Zelllinien hamatologisher Neoplasien

Es wurden flinf verschiedene Zelllinien stichprobiBgaintersucht. Die Ergebnisse zeigten eine
hohe Variabilitat (Tabelle 4-6).

Bezeichnung Art H-rev107.1
CEM* T-ALL ++
Jurkat T-ALL -

K562 CML im Blastenschub +
HL60 AML-M2 -
UB937 Akute monoblast. Leuk. +

Tabelle 4-6:Ergebnisse der Versuche zur Expression von H-r&lia Zelllinien.

*auch als Positivkontrolle verwendet

4.3.2 Expression von H-rev107.1 in CML-Zellen

Untersuchungen an MNC aus dem peripheren Blut undckenmark von CML-Patienten

erbrachten die in Tabelle 4-7 und Abbildung 4-5eaigten Ergebnisse. Die Expression von H-

rev107.1 wurde mit unterschiedlicher Auspragunglien Proben gefunden.

H-rev107.1
CML, KM +
CML, KM +
CML, KM +
CML, KM ++
CML, pB T
CML, pB +

Tabelle 4-7: Ergebnisse zur Expression von H-rev107.1 in moki@dwen Zellen aus dem peripheren Blut und

Knochenmark von CML-Patienten, vgl. Abbildung 4-6.
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566bp - . e W s - H-rev107.1

451bp- W W W W W W _GAPDH

Abbildung 4-5: Expression von H-rev107.1 in MNC des peripheram8und Knochenmarks von CML-Patienten,
vgl. Tabelle 4-7.
1. KM 2:KM 3:KM 4:KM 5:pB 6:pB
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4.4 Expression von H-rev107.2 in der Hamatopoese

4.4.1 Expression von H-revl107.2 in mononukledren Zellen ek Blutes und

Knochenmarks

Die untersuchten mononuklearen Zellen (MNC) despperen Blutes und des Knochenmarks
gesunder Spender exprimierten das H-rev107.2-Gbhildung 4-6 zeigt die Ergebnisse einer
standardisierten RT-PCR von MNC aus Buffycoat umdéhenmark.

669bp - .- e - - H-rev107.2

451bp- - - - - - - - GAPDH

Abbildung 4-6: Expressionsbanden des H-rev107.2-Gens nach sthsidaler RT-PCR von RNA-Proben aus
MNC, gewonnen aus Buffycoat, Knochenmark und Filasten:

1 und 2: Buffycoat MNC, zwei unabhéngige Proben

3 und 4: Knochenmark MNC, zwei unabhangige Proben

5 und 6: Fibroblasten, zwei unabhangige Proben

7: Leerprobe

4.4.2 Expression von H-rev107.2 in CD34Vorlauferzellen

Die Untersuchung angereicherter CD3llen aus dem peripheren Blut gesunder Spender
zeigte, dass das H-rev107.2-Gen in drei von vienddrdisierten Versuchen nicht exprimiert
wurde. In zwei von vier Versuchen zeigten die Voiddizellen des Knochenmarks keine
Expression des H-rev107.2-Gens (Tabelle 4-8).

46



Ergebnisse

H-rev107.2
CD34"-Zellen aus dem Knochenmark, Spender KM/1 -
CD34'-Zellen aus dem Knochenmark, Spender KM/2 +
CD34"-Zellen aus dem Knochenmark, Spender KM/3 +
CD34"-Zellen aus dem Knochenmark, Spender KM/4 -
CD34'-Zellen aus dem peripheren Blut, Spender pB/1 +
CD34'-Zellen aus dem peripheren Blut, Spender pB/2 -
CD34'-Zellen aus dem peripheren Blut, Spender pB/3 -
CD34"-Zellen aus dem peripheren Blut, Spender pB/4 -

Tabelle 4-8:Ergebnisse von standardisierten RT-PCRs mit RNsAaaugereicherten CD3Zellen.

4.4.3 Expression von H-revl107.2 in CD3, CD4-, CD14-, CD19-, CD45RO"- und
CD56'-Zellen

Es wurden drei Versuchen mit Leukozyten-Subpoputain aus dem peripheren Blut gesunder
Spender durchgefuhrt. Ein spezifisches Expressiaegn des H-rev107.2-Gen wurde nicht

gefunden. Bei den Subpopulationen der CBZ6llen wurde die groRte Variabilitat gefunden.

Es zeigte sich neben einem negativen RT-PCR-Ergetuch eine deutlich positive Bande

(Tabelle 4-9).

Spender 1 Spender 2 Spender 3
CD3"-Zellen ++ ++ +
CD4"-Zellen ++ + ++
CD14"-Zellen ++ + +
CD19-Zellen ++ + -
CD45R0O"-Zellen ++ n. v. +
CD56"-Zellen ++ ++ +

Tabelle 4-9: Ergebnisse der Versuche zur H-rev107.2-Expredsi@ubpopulation mononuklearer Zellen aus dem
peripheren BlutEin aufgrund einer deutlich schwacheren GAPDH-Banitht verwertbares Ergebnis wurde mit

.N. v."“ gekennzeichnet.
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4.4.4 Expression von H-revl07.2 in CDACD45RA’-, CD4/CD45R0O'-,
CD19'/CD27'- und CD19/CD27-Zellen

Die Expression von H-revl07.2 wurde orientierendairigereinigten CD4CD45RA"-Zellen

(naive/ruhende T-Helfer-Zellen) und C3@D45RO-Zellen (aktivierte/Gedachtnis- T-Helfer-

Zellen) sowie CD19CD27"-Zellen (B-Gedéachtniszellen) und CD1GD27-Zellen (naive B-

Zellen) untersucht. Es zeigte sich eine fehlender&sion des Gens in CB@D45RU-Zellen

und CD19/CD27-Zellen (Abbildung 4-7). Der Versuch wurde aufgruthes groRen Aufwands

nur einmal durchgefihrt.

669bp - - [ - H-rev107.2

451bp - - GAPDH

Abbildung 4-7: Expression von H-rev107.2 in:
1: CD19/CD27 2: CD19/CD27 3: CD4/CD45RA 4: CD4/CD45RO
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4.5 Regulation der Expression von H-rev107.2 in der Hamatopoese

45.1

Regulation von H-rev107.2 in CD34Vorlauferzellen

H-rev107.2 lies sich in allen Versuchen mit CD3%rlauferzellen durch IFNinduzieren. In

vier Versuchen wurden Interferone, hamatopoetisé¥@chstumsfaktoren und Retinolsédure

verwendet. Die durchgefiihrten RT-PCRs zeigten eémeallen Versuchen reproduzierbare
Hochregulation der H-rev107.2-Expression durchyifNabelle 4-10 und Abbildung 4-8).

CD34, pB 1, CD34', pB 2, CD34', KM 1, CD34', KM 2,

Spender pB/1 | Spender pB/2 | Spender KM/1 | Spender KM/2

(vgl. Abb. 4-8)
Kontrolle + - - +
G-CSF + - - +
EPO + - n. u. +
IFNa + - n. u. +
IFNy ++ + + ++
ATRA + - n. u. +

Tabelle 4-10: Ergebnisse der Versuche zur H-rev107.2-ExpressiddD34-Zellen aus dem peripheren Blut und

Knochenmark nach Kultivierung mit Zusatz der aufipefen Substanzen. Aufgrund der ungeniigenden Zéllza

nicht untersuchte Ansatze wurden als ,n. u.“ gekerohnet

669bp -

451bp -

- - H-rev107.2

- GAPDH

Abbildung 4-8: Exemplarische Darstellung der Expression von H0&2 in CD34-Zellen aus dem

Knochenmark des Spenders KM/2 nach KultivierungZugatz der aufgefiihrten Substanzen, vgl. Tabell@.4

1: Kontrolle

2: G-CSF

3: EPO

4: [N

5: IFNy

6: ATRA
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In vier Versuchen mit Kombinationen von IFNind Signaltransduktionsinhibitoren war die
Induktion von H-revl07.2 durch IRNebenfalls in allen Ansatzen zu beobachten. Die
Signaltransduktionsinhibitoren alleine zeigten keinduktion von H-rev107.2 (Tabelle 4-10 und
Abbildung 4-9).

CD34', pB, CD34", pB, CD34", KM, CD34", KM,
Spender pB/3 | Spender pB/4 | Spender KM/3 | Spender KM/4
(vgl. Abb. 4-9)
DMSO - - + -
AG 490 - n. u. n. u. -
PD95059 - - + -
SB202190 - + + -
|FNy+ DMSO ++ ++ ++ ++
IFNy + AG490 ++ n. u. n. u. ++
IFNy + PD95059 ++ + + ++
IFNy + SB202190 ++ n. u. ++ ++

Tabelle 4-11:Ergebnisse der Versuche zur H-rev107.2-Expredsid®D34-Zellen aus dem peripheren Blut und
Knochenmark nach Kultivierung mit Zusatz der aufipefen Substanzen. Aufgrund der ungeniigenden Zéllza

nicht untersuchte Ansatze wurden mit ,n. u.“ gekasichnet .

669bp - W ww ww e - H-rev107.2

451bp- ww ww ww ww W W W W - GAPDH

Abbildung 4-9: Exemplarische Darstellung der Expression von H0&2 in CD34Zellen aus dem
Knochenmark des Spenders KM/4 nach KultivierungZugatz der aufgefiihrten Substanzen, vgl. Tabel&.4

1: DMSO 2: AG490 3: PD95059 4: SB202190

5: IFNy + DMSO 6: IFN/ + AG490 7: IFN + PD95059 8: IFM+ SB202190
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45.2 Regulation von H-rev107.2 in ausgewahlten Subpopuianen

Zur Untersuchung der Regulation von H-rev-107.2 Snbpopulationen reifer Leukozyten
erfolgten vier Versuche, zunachst zwei nach demef®ehinkubation-Separation-Analyse und
anschlieRend zwei nach dem Schema SeparartiondtiknbAnalyse. Die Uberlegungen zum
Versuchsaufbau wurden oben im Abschnitt zu H-revilOBesprochen (vgl. 4.2.2.). Die
durchgefuhrten Versuche zur Regulation von H-revA@rgaben ebenso wie fir H-rev107.1 ein

heterogenes Bild. Die Ergebnisse sind in den Tabelt12 und 4-13 zusammengefasst.

CD3' CD19 Ad
Versuch 1| Versuch3 Versuch{l Versuch2 Versugh lersidh 2
Kontrolle ++ ++ ++ + - +
IFNy + ++ + + + +
IL2 + ++ + + ++ +

Tabelle 4-12: Ergebnisse zur Expression von H-revl07.2 in Subladipnen mononuklearer Zellen aus dem
peripheren Blut nach Kultivierung mit Zusatz derfgadiiihrten Substanzen. In zwei Versuchen wurdeh dies
Gesamtpopulationen von MNC inkubiert und anschiel3separiert und analysiert. Die in der Kultur agh&

gewordenen Zellen wurden als Ad gekennzeichnet.

CD3' CD19 CD14
Versuch 1| Versuch3 Versuch{l Versuch2 Versugh lersih 2
Kontrolle + + ++ - + +
IFNy + + + ++ + +
IL2 + + + - - +

Tabelle 4-13Ergebnisse zur Expression von H-rev107.2 in Subjadipnen mononuklearer Zellen aus dem
peripheren Blut nach Kultivierung mit Zusatz defgadihrten Substanzen. In zwei Versuchen wurdeZdiken

erst separiert und anschlieRend inkubiert und areaty
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4.6 Zusatzliche Untersuchungen zu H-rev107.2

4.6.1 Expression von H-rev107.2 in Zelllinien hamatologisher Neoplasien

Es wurden funf verschiedene Zelllinien stichprolsggaintersucht (Tabelle 4-14).

Bezeichnung Art H-rev107.2
CEM* T-ALL ++
Jurkat T-ALL +
K562 CML im Blastenschub -
HL60 AML-M2 -
UB937 Akute monoblast. Leuk. -

Tabelle 4-14:Ergebnisse der Versuche zur Expression von H-ré2lig Zelllinien.

*auch als Positivkontrolle verwendet

4.6.2 Expression von H-rev107.2 in CML-Zellen

Die Untersuchungen an MNC aus dem peripherem BidtKnochenmark von CML-Patienten
zeigten ein heterogenes Bild der Expression voew07.2 in CML-Zellen (Tabelle 4-15 und
Abbildung 4-10).

H-rev107.2
CML, KM +
CML, KM ++
CML, KM +
CML, KM ++
CML, pB ++
CML, pB "

Tabelle 4-15: Ergebnisse zur Expression von H-rev107.2 in mokl@duen Zellen aus dem peripheren Blut und

Knochenmark sowie in Stromazellen von CML-Patientegh Abbildung 4-10.
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669bp - - - - - H-rev107.2

451bp- W W W W W W _GAPDH

Abbildung 4-10: Expression von H-rev107.2 in Proben von CML-Rage, vgl. Tabelle 4-15.
1. KM 2:KM 3:KM 4:KM 5:pB 6:pB
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