Aus dem Institut fir Biochemie und Molekularbiologie
der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Der Einfluss von all-trans-Retinsaure auf die Expression von
CEACAMSs bei humanen Akute-Promyelozytenleukamie - und
Akute-myeloische-Leukamie - Zelllinien

zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat
Charité — Universitatsmedizin Berlin

von

Till Jacobi

aus Berlin



Gutachter: 1. Prof. Dr. med. W. Reutter
2. Prof. Dr. med. U. Keilholz

3. Prof. Dr. W. Zimmermann

Datum der Promotion: 19.9.2008



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
INhaltsSVErzZEIChNIS ... e 03
EINIEITUNG .o 06
|. Die akute Promyelozytenleukdmie (APL)........c..cocoieiir i e e, 06
D€ HAMALOPOESE ....vveeeenieiiie ittt sttt sttt ettt te et e b e e esreesbeenaesreenbeeneens 06

DIE LEUKAMIE .ottt e e e e e e e e e e e e e e e e O

Akute myeloische LEUKAMIE ..o e e e e e 08
Akute PromyelozytenleUKAMIE ...... ... e e e 08
I1. Die Therapie der APL und ihre Wirkungsmechanismen................cccocvvvievneennn 09
Therapieregime der APL ... e e e e e e e 09
All-trans-RetiNSAUIE (ATRA) .. e e e e e e e e e eae 11

ArSENtrioXid (AS203) cvuv i e e e e e e e e e e 13
L0 od B /1o P 13

Granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF).................cccceveeenn. 14

Die molekularen Grundlagen der APL.........oviiiiiiii e e e e e 15

Die Wirkung von ATRA und As;O3; auf RARa/RXR und PML/RARG..........c.ccveune.e. 16
I11. Die Karzinoembryonalen Antigen-verwandten Zelladh&sionsmolekule

(CEA C AM ) et e e e e e e 17

Die CEA-Proteinfamilie. .. .. ..o e e e 17

Die CEACAMS 1, 3, 6 UNA 8..oev it e e e e e e e e e e e e 20

IV. Neutrophile Granulozyten ..........c.oooiii i e e e e e eneenienns 22

Fragestellung ..o e 23

ErgENISSE o e 24

I. Auswirkung von All-trans-Retinsaure (ATRA), GM-CSF und
Curcumin auf die Morphologie von NB4 —Zellen ............cooi i, 24

Dosis-Wirkungsbestimmung von ATRA, GM-CSF und Curcumin .......................25

Veranderungen von Wachstumscharakteristiken, Granularitat und
Grole der NB-4-Zellen nach ATRA-Behandlung ..o 27

Bei der Kombination von ATRA + GM-CSF entstehen Makrophagen ....................28
Il. Auswirkungen von ATRA auf Proliferation und Apoptose von NB4 ..................30
Veranderung der Apoptoserate verursacht durch ATRA-Behandlung ..................... 30

-3-



Inhaltsverzeichnis

Veranderungen von Proliferation und Zellzahl durch ATRA-Exposition ................. 31
I11. CEACAM-Expression in NB4 bei ATRA-Gabe ........ccoiii i, 34
Expression von CEACAMs auf der Zelloberflache von NB4 nach
ATRA-Behandlung .......c.oiriirii e e 34
Die Expressionskinetiken der einzelnen CEACAMS nach
ATRA-Behandlung .......c.oiriiiii e e 36
Degranulation von mit ATRA differenzierten NB4 ..o e, 38
Transkription von CEACAMSs nach ATRA-Behandlung von
NBA-ZEIEN ... et e e e e e e e 40
Translation von CEACAMs in NB4-Zellen nach ATRA-Behandlung ..................... 43
IV. Arsentrioxid (As;O3) beeinflusst die Apoptoserate Von NB4 ..............ccoeviiennn. 46

Arsentrioxid steigert die Apoptose in NB4-Zellen, doch induziert keine

O I I 4B o €517 o
V. Einfluss von ATRA auf die Differenzierung von HL-60-Zellen ..........................

ATRA verandert Proliferationseigenschaften und induziert Apoptose

INHL-60-ZIIEN ..o e e e e e e e

ATRA und DMSO induzieren die Expression von CD11b und

CEACAM 1 auf HL-60 ...t e e e e e e e e e,

DISKUSSION .ttt e e e e e e e e e e e

ATRA flhrt zu einer Verdnderung von ZellgréRe, Granularitat und

Proliferationsverhalten von NB4-Zellen ..o e e e e,

Expression von CEACAM 1, 3, 6 und 8 in differenzierten NB 4 nach

46
48

48

50

.............. 52

.53

ATRA-Gabe auf der Zelloberflache ..............ccoviiiiiiiii i ieeeen. ... 54
Die Expressionskinetiken der CEACAMSs unterscheiden sich voneinander ............... 54
Die CEACAM-Expression auf Transkriptionsebene unterscheidet

sich von der auf Translationsebene .............cccooo i iiiiiiiiiic e e en 2205
Glykosylierung von CEACAM L ... e e e ettt iet e ie e e e eaeea 22200
Kombinationen von ATRA mit GM-CSF und CurcCumin ..........ccooovvvviiinineinnvennn, 56
GM-CSF und ATRA bewirken die Differenzierung von NB4

ZU MaKIOPNAGEN ...ttt e e e e e e e 57
CEACAM: Marker fiir Therapieerfolg und neuer Behandlungsansatz ?......................... 58
Arsentrioxid bewirkt keine Differenzierung von NB4-Zellen ................coocooviieni. 59

ZUSAMMENTASSUNG .. vne ettt v e e e e e e e e aeaae e

59



Inhaltsverzeichnis

Materialien und Methoden ... ....coooirmr i e e, 63

LT (PP o <
RNA Isolierung (Gesamt-RNA) Mit RNAZOI ..., 63
Konzentrationsbestimmung von Nukleinséuren ...............ccccoiiiiiiiiiiiiiieennn.... 64
Reverse Transkription von RNA (Erststrang-cDNA-Synthese) ...........ccoovvivevnnen. 64
PCR (Polymerase-Chain-Reaction) ..........ccooeieosiii i e e e e e eee 65
PCR-Primer fiir verschiedene CEACAMS .......ccuviii i i iiiieieeiiieneeen el OB
Agarosegel-EleKtrophorese ... ..o 66
N 01 (o] 0T PP o ¥ 4
Indirekte IMmMUNFIUOIESZENZ ... ..o 67
DUrchfluSSZYIOMELIIE ... v e e e e e e e e e 68
Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie ..........coiiiiiii 69
Konzentrationsbestimmung von Proteinen ..............ccov i i veiieneen 10
L8] 0010 o] = V4 | 011 - LA o] - o P 4 ¢
SDS-PAGE nach Laemmli ..o e e e e 70
THICIN-SDS-PAGE ...ttt e e e e e e 71
WESTEIN-BIOt ... ..o e e e e e (2

Immunhistochemischer Nachweis von Proteinen auf der
NitrozelluloSemembBIan .......ooeei it e e 12

Zelllinien und allgemeine Zellkulturbedingungen ..........ccoooiiii i e 73
ZeIIIINIEN . L. e e e 73
Allgemeine KulturbedingQungen ...........ccoiiiii i i ee e 13
Differenzierung der Zelllinien ... e (4
Herstellung von ZelllySaten ....... ... e 74
Isolierung von humanen GranuloZyten .............oevieiieiie e e e 74

ProlferatioNSaSSAY ... ... c.uieeeriie it ie e e e e et et e e e e ete e e aennenaenn (D

0= = L 76
ADKUrZUNGSVEIZEICNNIS ..ot e e e e e e e e e e e 90
CUrTICUIUM VITAE ..o e e e 92

Danksagung und ErkIAruNg.........c.oiiii i, 93



Einleitung

Einleitung

|. Die akute Promyelozytenleuk&mie

Die Hamatopoese

Unter Hamatopoese versteht man die Bildung und Reifung von Blutzellen. Beim Embryo erfolgt
sie im Dottersack, beim Fetus zunachst in der Leber, spater in der Milz, wéhrend sie nach der
Geburt im Wesentlichen im Knochenmark unter dem Einfluss bestimmter Wachstums -

faktoren (z. B. Erythropoetin, Zytokine wie GM-CSF) stattfindet. Ausgehend von einer pluri -
potenten Stammzelle entstehen (ber verschiedene Differenzierungsstufen Erythrozyten,
Thrombozyten und Leukozyten (Abb. 1).

Pluripotente

Knochenmark-
Stammzelle
Leukopoese Erythropoese Thrombopoese
Myeloblast Lymphoblast
Promyelozyt @ @
/ Y <{ Lymphozyt Proerythroblast Megakaryoblast
Granulozyten @ @ @ @ &%&
AN ; Monozyt Erythroblast
L5, neutrophil
T -Zellen B -Zellen Megakaryozyt
eosinophil 0p0
) 0 D
basophil =~ Makrophage Erythrozyt Thrombozyten

Abb. 1: Die Hamatopoese. Schematische Darstellung

Die Leukozyten bestehen aus Lymphozyten (25 %), Monozyten (5 %) und den Zellen der
myeloischen Zellreihe, den neutrophilen, basophilen und eosinophilen Granulozyten. Diese
entstehen aus ihren VVorlaufern den Myeloblasten und Promyelozyten und machen etwa 70 % der
Leukozyten aus, wobei sich die Anteile stdndig in Abhéngigkeit von Ereignissen wie Infektionen
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verschieben. Taglich werden dabei Millionen von Leukozyten abgebaut und neu gebildet (u.a.
ca. 10™ neutrophile Granulozyten) , was vor allem im frithen Lebensalter eine erhdhte Gefahr
der Entartung zur Folge hat und somit zu einer hohen Zahl maligner Erkrankungen der
Leukopoese, den so genannten Leukamien (bei Kindern ca. 30 % aller malignen Erkrankungen),
fuhrt.

Die Leukamie

Die Leukamie (griechisch fir weilles Blut), die 1846 von Rudolf Virchow zum ersten Mal
beschrieben wurde, ist eine Erkrankung des blutbildenden Systems. Es kommt zu einer
systematisierten diffusen autonomen Proliferation einer Leukozytensubpopulation bzw. deren
Vorstufen. Diese funktionsinsuffizienten Zellen bezeichnet man auch als Blasten. Zunéachst
verdréngt die Expansion des malignen Zellklons die normale Blutbildung im Knochenmark, was
auch Anamien und Thrombozytopenien zur Folge hat, anschlielend treten sie vermehrt im
peripheren Blut auf und infiltrieren schliellich die Organe wie die Milz, die Leber und
Lymphknoten.

Man unterscheidet bei den Leukamien nach der Abstammung des Zellklons und ihrem Verlauf
Die akute lymphatische Leukamie (ALL) ist die hdufigste Leukdmieform im Kindesalter,

wohingegen die akute myeloische Leukdamie (AML) eher im héheren Lebensalter auftritt.

Leuk@mieform Haufigkeit pro Jahr Haufigkeitsgipfel
Akute lymphatische Leukémie (ALL) 1,5/ 100.000 Einwohner um das 4. Lj
Akute myeloische Leukamie 2,5/100.000 Einwohner 60. Lj
(AML)
Chronische lymphatische Leukédmie (CLL) 3/100.000 Einwohner 60. Lj
Chronische myeloische Leukamie 1/100.000 Einwohner 50.-60. L]
(CML)

Tab. 1. : Darstellung der verschiedenen Leukamieformen. Lj = Lebensjahr
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Akute myeloische Leukamie (AML)

Bei der AML handelt es sich um eine seltene Erkrankung des Blutes, bei der es zu malignen
Neoplasien der hamatopoetischen Zellen der myeloischen Zellreihe (Endprodukte sind
Granulozyten und Makrophagen) auf Kosten der normalen Hamatopoese kommt. Es entwickelt
sich eine diffuse und autonome Vermehrung unreifer Vorlauferzellen und es entsteht ein Mangel
an funktionsfahigen Zellen, welches in erhohte Infektanfalligkeit, Blutungsneigung und
Organinfiltrationen mit entsprechenden Beschwerden mindet. Eine in der Forschung haufig
verwendet, gut etablierte Zelllinie sind HL-60-Zellen, die auch in dieser Arbeit verwendet
wurden. Sie wurden aus dem peripheren Blut einer 35j&hrigen Frau mit AML gewonnen (AML
FAB M2, 1976)

Atiologisch finden sich neben Spontanmutationen haufig Knochenmarksschaden, vor allem
durch Benzol und Zytostatika und genetische Faktoren wie die Trisomie 21 (Down-Syndrom)
und das Klinefelter-Syndrom (XXY-Syndrom), aber auch Folgeerkrankung nach myelodys-
plastischem Syndrom, aplastischer Anamie oder myeloproliferativen Erkrankungen .

Die AML ist eine Erkrankung des héheren Lebensalters (meist tiber 60 Lebensjahren) und
besteht aus mehreren Untergruppen, die sich hinsichtlich ihrer Morphologie, Genetik und
Zytochemie voneinander unterscheiden und dementsprechend auch unterschiedliche Prognosen
und Therapieansétze nach sich ziehen.

Akute Promyelozytenleukdmie (APL)

Eine dieser Untergruppen der akuten myeloischen Leukdamien (AML) ist die APL, die 1957 das
erste Mal von Leif Hillestad beschrieben wurde und auch als AML - FAB -M3 bezeichnet wird
(FAB steht fir French-American-British-Group, die die AML-Subgruppen nach
morphologischen Gesichtspunkten einteilt), die etwa 10-15 % aller AML-Falle ausmacht.
Entgegen den anderen AML-Subgruppen, bei denen der Altersgipfel bei 70 Lebensjahren
anzusiedeln ist, tritt die APL in der Regel im mittleren Erwachsenenalter (um das 40.
Lebensjahr) auf. Sie gilt als die am besten therapierbare Leukamieform.

Bei der APL kommt es auf Grund eines Defektes in der Zelldifferenzierung zu einer
ungehemmten Vermehrung von Promyelozyten, einem unreifen Vorlaufer von Makrophagen
und Granulozyten (Abb. 2). Die Promyelozyten sind charakteristisch granuliert, Peroxidase -
positiv und weisen die AML-typischen Auerstdbchen auf, welche jedoch in den APL-Zellen

haufig geblindelt auftreten (so genannte faggots oder Faggot-Zellen). Die in dieser Arbeit
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verwendete Zelllinie sind die NB4-Zellen, die aus dem Knochenmark einer 23jéhrigen Frau mit
APL-Rezidiv gewonnen wurde (1989) und die charakteristische Translokation t(15;17) tragen.
Neben dieser spezifischen Genmutation der betroffenen Zellen (siehe unten) und der
Vermehrung von Promyelozyten wegen des Differenzierungsblocks kommt es bei der APL als
drittes Charakteristikum sehr héaufig zu disseminierter intravasaler Gerinnung mit
Verbrauchskoagulopathie (disseminated intravasal coagulation, kurz DIC) und sekundarer
Hyperfibrinolyse und Fibrinogenopenie. Unter der DIC versteht man eine uberschieRende
Aktivierung des Gerinnungssystems mit entsprechender Gegenreaktion, was ausgepragte
hamorrhagische Diathesen und Mikroembolien der Endstrombahn mit Zirkulationsstérungen und

Organversagen (Schocklunge u.a.) zur Folge haben kann.

. “dhim  basophiler
: et Granulocyt
/ sE805  eosinophiler
= —> gty Granulocyt
R4, GM-CSF gi\;:?

Monocyt -
Stammzelle Promyelozyt .
L]
. neutrophiler Makrophage
- Granulocyt
APL

Abb. 2: Defekt in der Differenzierung der Zellen der myeloischen Zellreihe. Auf Grund der
Translokation t(15;17) kommt es zu einer Unterbrechung der Differenzierung der
promyeloischen Zellen auf der unreifen Vorstufe der Promyelozyten. Durch den therapeutischen

Ansatz von ATRA kann eine Differenzierung zu neutrophilen Granulozyten erreicht werden

I1. Die Therapie der APL

Therapieregime der APL

So unterschiedlich die verschiedenen Leukamietypen sind, so unterschiedlich sind auch die
Therapieansétze. Die APL gilt seit der Verwendung von ATRA mit Anthrazyklinen als der am
besten heilbare Subtyp der AML. Hauptziel des ATRA-Einsatzes ist es, den
Differenzierungsblock aufzuheben und die Blasten zu Granulozyten zu differenzieren, die dann
kontrolliert in Apoptose gehen. Durch den Einsatz von ATRA kann eine komplette Remission
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von Uber 90% und 5-Jahres-Uberlebensraten von 70-80% erzielt werden, bei alleiniger
Chemotherapie ohne ATRA lag die Rate der kompletten Remission bei 60%, die 5-Jahres-
Uberlebensrate sogar nur bei 25%.

Zum Einsatz kommt ATRA in der Induktionsphase, in der versucht wird, eine komplette
Remission zu erreichen. Eine komplette Remission liegt dann vor, wenn keine Blasten mehr im
peripheren Blut nachweisbar sind, die Regeneration der Hamatopoese mit Thrombozyten >
100.000 / pl und Neutrophilen > 1.000 / pl stattgefunden hat, der Blastenanteil im Knochenmark
unter 5% gedruckt werden kann und des Weiteren keine extramedulldaren Manifestation oder
transfusionsbedurftigen Anédmien zu finden sind.

Es schliefit sich danach eine Konsolidierungsphase an, in der der erzielte Effekt noch einmal
verstarkt wird und die einer weiteren Induktionstherapie entspricht, ehe dann die
Erhaltungstherapie einsetzt (bei erzielter kompletter Remission), deren Ziel die Verhinderung
eines Rezidivs und die Stabilisierung des erreichten Zustandes ist und die meist niedriger dosiert
wird.

ATRA wird in der Induktionsphase verwendet (in Kombination mit Dexamethason zur
Prophylaxe von unerwinschten Nebenwirkungen). Da es jedoch lediglich eine morphologischen
Remission bewirkt und in der Regel noch die Fusionstranskripte der Translokation t(15;17) in
der PCR nachzuweisen sind, schlief3t sich entweder unmittelbar eine Chemotherapie an oder
wird bereits gleichzeitig verabreicht. Nachdem die Remission erreicht ist, wird eine

Konsolidierungstherapie mit Anthrazyklinen und Cytarabin eingeleitet.

Behandlungsprotokoll der APL nach der GIMEMA-AIEOP-EORTC-Gruppe

1. Induktion

ATRA 45 mg/m?tagl., in 2 Tagesdosen aufgeteilt, oral Tag 1-30
langstens bis zur Normalisierung des Knochenmarkes

Idarubicin 12 mg/m?i.v. Tag 2,4,6,8

2. Konsolidierung (3 Zyklen)

Cytosin-Arabinosid 1 g/m? Infusion Gber 6 h Tag 1-4
Idarubicin 5 mg/m?3 h nach Ende von AraC  Tag 1-4
Mitoxantron 10 mg/m? Tag 1-5
Etoposid 100 mg/m?12 h nach Tag 1-5

Start v. Mitoxantron
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Cytosin-Arabinosid 150 mg/m?alle 8 h subkutan Tag 1-5
6-Thioguanin 70 mg/m?alle 8 h oral Tag 1-5

3. Erhaltungstherapie, wenn PCR-negativ. Falls PCR-positiv:

Knochenmarktransplantation.

Randomisiert:

6-Mercaptopurin 90 mg/m?taglich, oral

Methotrexat 15 mg/m?1 x pro Woche i.m.
oder:
ATRA 45 mg/m? fir 2 Jahre alle

3 Monate je Tag Tag 1-15
oder:
Kombination von 6-MP/MTX und ATRA
oder:

keine Therapie

Arsentrioxid gilt dabei als Reservetherapeutikum, wenn die Induktionstherapie oder
Standardtherapie versagen, z.B. dann, wenn eine ATRA-Resistenz der APL-Zellen vorliegt. Man
spricht in diesem Falle von Salvagetherapie.

Es wird dann taglich in einer Dosierung von 0,15 mg / kg Kdrpergewicht intravends infundiert,
bis eine komplette Remission erreicht ist, muss allerdings bei ausbleibendem Therapieerfolg
spatestens am funfzigsten Tag abgesetzt werden. In der Konsolidierungsphase betrégt die Dosis
ebenfalls 0,15 mg/kg Koérpergewicht und wird taglich an finf aufeinander folgenden Tagen

gegeben; gefolgt von 2 Tagen Pause fiir eine Dauer von 5 Wochen.

All-trans-Retinsdure (ATRA)

ATRA (Abb. 3), auch bekannt als Vitamin-A-Sdure oder Tretinoin, gehért zu den nicht-
aromatischen Retinoiden (Retinoide der 1. Generation), die vom Retinol, dem so genannten
Vitamin A abstammen, welches u. a. eine bedeutende Rolle im Sehvorgang spielt.

-11 -
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Abb. 3: Strukturformel von ATRA

IUPAC-Name: 3,7-Dimethyl-9-(2,6,6- HaC CH, CH, CH,
trimethyl- 1-cyclohexenyl) nona- e S e
2,4,6,8-tetraensaure

Summenformel CyoH,30,, Molekular-
gewicht 300,435g/mol

ATRA kommt physiologischer Weise in einer Konzentration von 10® - 10° M im menschlichen
Korper vor und reguliert dabei wenigstens 169 Gene (Zhen-Yi Wang, 2003), die u.a. fur
Transkriptionsfaktoren und Proteine, die die Zellzyklusregulation und Apoptose beeinflussen,
kodieren. Es wird in Form eines gelben Pulvers geliefert, ist lichtempfindlich und gilt bei
systemischer Aufnahme als teratogen (fruchtschadigend). In der Therapie der APL kann sie das
Retinsdure-Syndrom induzieren. Dabei kommt es bei 25% der ATRA-behandelten Patienten
innerhalb der ersten 3 Wochen zu einer lebensbedrohlichen Reaktion mit Fieber, raschem
Anstieg der Leukozyten, Pleura- und Perikardergtissen und Herz- und Nierenversagen mit einer
Letalitat von 10 %. Die Behandlung erfolgt mit hohen Dosen von Dexamethason. Dies wird auch
zur Prophylaxe verwendet und senkt die Wahrscheinlichkeit des Auftretens auf unter 15% (und
die Letalitat auf 1 %).

ATRA wird neben der Akne-Therapie in topischer Form systemisch in der Induktionsphase der
Therapie der APL verwendet, wo es zu einer Remission der malignen Zellen dient (siehe
Therapie der APL). ATRA uberwindet dabei die Differenzierungsblockade der Promyelozyten
durch Binden an den RXR/RARa- Rezeptorkomplex, der tber eine Regulation der Transkription
die Differenzierung der malignen Zellen hin zu reifen Granulozyten reguliert (Nakamaki et al.,
1989). Eine schwerwiegende Komplikation der ATRA-Therapie stellt die Entwicklung einer
Resistenz der APL-Zellen gegen ATRA dar, die in der Regel bei Rezidivpatienten auftritt
(Nason-Buchenal et al., 1998). Die genauen Mechanismen sind derzeit noch nicht bekannt, es
werden jedoch Mutationen im PML/RARa-Fusionsprotein vermutet, so dass ATRA nicht mehr
binden kann und damit wirkungslos bleibt (Shao et al., 1997).

Es gibt mittlerweile viel versprechende Versuche, ATRA auch fiir die AML zu nutzen. In ersten
Studien des Kompetenznetzes Leukamien wird von einer Steigerung der Remissionsrate um

mehr als 13 % gesprochen.
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Arsentrioxid (As;O3)

Arsentrioxid oder Arsenik ist in der Medizin die wichtigste chemische Verbindung des Arsens
und liegt in Form geruchslosen, weiRen Pulvers vor. Neben seiner Bedeutung als Medikament
bei Hautkrankheiten (Psoriasis) und der Behandlung der APL, findet es auch in anderen
Bereichen Anwendung, z.B. als Insekten- und Nagetiergift.

As,03 stellt ein starkes Gift da, welches karzinogen und teratogen wirkt und vor allem oral
bereits in Dosen unter 0,1 g tddlich wirken kann und schon nach einigen Stunden mit starken
Schmerzen, Erbrechen und Diarrhéen imponiert. In der Folge treten Seh- und
Bewusstseinsstérungen sowie Krampfe auf. Als Medikament wird es unter arztlicher Aufsicht
intravends verabreicht um, unerwiinschte Nebenwirkungen zu minimieren. Neben den genannten
Vergiftungserscheinungen sind weitere Nebenwirkungen Hypokaliamie, Hyperglykamie,
Thrombo- und Neutropenie, Leukozytose und als Folge der Elektrolytentgleisungen
Beeintrachtigungen der Herztétigkeit wie Verlangerung der QT-Zeit mit Torsades de Pointes und
AV- Blocke. In einem guten Viertel der Patienten entsteht ein dem Retinséuresyndrom sehr
ahnliches Syndrom, dass ebenfalls mit Dexamethason behandelt wird (siehe oben).

Arsenik wird heute bei Rezidiven oder therapieresistenter APL als so genannte Salvagetherapie
unter dem Namen Trisenox® verabreicht (siehe Therapie der APL) und gilt derzeit als einzige
Alternative zur Knochenmarktransplantation. In einer Studie wurde in 85 % der Patienten eine
Remission erzielt und eine 18monatige Uberlebensrate von 66% erreicht. Im Gegensatz zu
ATRA kann Arsentrioxid auch eine Remission auf molekularer Ebene induzieren (Zheng et al.,

2007), die genauen Wirkmechanismen sind jedoch nicht bekannt (Zhou et al., 2005).

Curcumin

Curcumin (Abb. 4) stellt einen gelben Farbstoff dar, der Bestandteil der Gelbwurzel (Curcuma
longa oder auch Tumeric) ist, jedoch auch synthetisch hergestellt werden kann. Er findet als
Lebensmittelfarbstoff E100 und als Gewirz Verwendung, weist jedoch zusétzlich noch anti-
inflammatorische und anti-oxidative Eigenschaften auf. Es blockt dabei nicht nur die Synthese
der Eikosanoide (Entzindungsmarker, z.B. Leukotriene), sondern wirkt auch als freier
Radikalfanger und Enzyminhibitor (z.B. Cytochrom 450).

-13-
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Abb. 4: Darstellung der Tautomere des
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Desweiteren ist Curcumin bekannt fur seine anti-kanzerogene Wirkung, indem es ohne gesunde
Zellen zu belasten, in Tumorzellen Apoptose induziert (Song et al., 2005). Eine Rolle im
Zusammenhang mit der Behandlung von Alzheimer wird diskutiert, da Curcumin in der Lage zu
sein scheint, Amyloid-Plaques zu zerstoren (Yang et al., 2005).

AuRer leichten Magenverstimmungen und einer Verstarkung des Gallenflusses sind keine
Nebenwirkungen im menschlichen Korper bekannt.

Der Wirkungsmechanismus des Curcumins beruht auf einer Hemmung der Histondeazetylase in
NB4-Zellen, wodurch die Proliferation dieser APL-Zelllinie gehemmt wird (Li et al., 2005).

Granulocyt macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)

GM-CSF ist ein naturlicherweise im menschlichen Kérper vorkommendes Protein, welches von
Makrophagen und Granulozyten sezerniert wird und eine Differenzierung der pluripotenten
Stammzellen der Hamatopoese in Richtung der myeloischen Zellreihe (Granulozyten,
Makrophagen) bewirkt. Kommt es zu Infektionen oder liegt ein Mangel an oben genannten
Zellen vor, so wird das Zytokin vermehrt sezerniert. Die Medizin macht sich diese Wirkung
zunutze, wenn es z.B. nach Knochenmarktransplantationen oder Chemotherapien zu
Granulozytopenien kommt. Nebenwirkungen sind dabei Knochenschmerzen, Fieber, allergische
Reaktionen und Gewichtszunahme.

Auch im Rahmen der APL-Therapie wird GM-CSF genutzt, indem es einerseits die ATRA —
Wirkung verstarkt (Hsu et al., 1999), andererseits den bereits angesprochenen Granulozytopenie
entgegen wirkt. ATRA steigert dabei die GM-CSF-Rezeptorzahl (Noel et al., 2004). Aullerdem
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verzogert GM-CSF die Apoptose von Granulozyten in vitro (Wolach et al., 2007) und soll in
Kombination mit ATRA in der Lage sein, auch die seltene Translokation t(11;17), bei der die

alleinige ATRA- Therapie versagt, behandeln zu kdnnen (Jansen et al., 1999 ).

Die molekularen Grundlagen der APL

Der APL liegt eine Genmutation der Promyelozyten, eine so genannte Translokation, zu Grunde.
Unter einer Translokation versteht man in der Genetik einen Austausch von Chromosomen oder
Chromosomenabschnitten, die innerhalb des Chromosomenbestandes von ihrer urspringlichen
Position auf eine andere verlagert werden. Die meisten promyelozytischen Blasten (Uber 90 %
der Falle) tragen eine spezifische reziproke Translokation zwischen den Chromosomen 15 und
17, t(15;17), genauer der Genabschnitte 15022 und 17g21). Dabei steht die erste Zahl fir das
Chromosom, die zweite fur die Chromosomenbande und der Buchstabe fur den
Chromosomenarm — q flr lang, p fir kurz. Dies fuhrt zu einem bestimmten Fusionsgen, dem
Promyelozytic Leukemia (PML)/Retinoic Acid Receptor o ( RARa )— Hybridgen (Abb. 5). Die
anderen Genmutationen wie etwa t(11;17) sind sehr selten und haben eine deutlich schlechtere

Prognose, da sich ihre Behandlung insgesamt schwieriger gestaltet.

PML - - RARq. Abb. 5: Translokation der

15422 \ / 17q21 Genabschnitte 15922 und
17921. Die beiden Abschnitte
PML RARa Bilden dabei ein Fusionsgen,
Fusionsgen von dem wiederum das neue,

der APL zu Grunde liegende Fusionsprotein PML / RARa kodiert wird

Im Falle der t(15;17) Translokation wird nun ein neues Fusionsprotein translatiert, welches mit
der Funktion des normalen RARa—Proteins interferiert, wobei sich das Fusionsprotein als
dominant gegentiber dem Wildtyp-Protein erweist. Das RARa—Protein gehort zu der Gruppe der

Liganden-induzierbaren Transkriptionsfaktoren, bei denen es sich um Proteine handelt, die nach

-15 -



Einleitung

Aktivierung durch bestimmte Aktivatoren (die Liganden, in diesem Falle ATRA) z.B. an die
DNA binden und dadurch die Transkription in Gang setzen bzw. verstarken oder ihrerseits fur
die Transkription wichtige Faktoren aktivieren und damit daflir sorgen, dass die entsprechenden
Abschnitte in RNA umgeschrieben (transkribiert) werden konnen, aus der im Zuge der

Translation Proteine hergestellt werden.

Die Wirkung von ATRA und As;O3; auf RARa/RXR und PML/RARa

Um seine Funktion als Transkriptionsfaktor ausiiben zu kénnen, bildet RARa mit dem Retinoid-
X-Rezeptor (RXR) ein Heterodimer, welches von Retinséure (all-trans retinoic acid, ATRA)
aktiviert werden kann (Abb. 6). Beide, sowohl RXR als auch RARa gehdren zu der Subgruppe
der Nukleus-Rezeptor-Familie, zu der u. a. auch die Steroidrezeptoren und die Tyroidhormon-
rezeptoren gehoren und bestehen jeweils noch einmal aus 3 Subtypen (o, B, y), welche die
Expression von Zielgenen regulieren und im Zellkern ihre Wirksamkeit entfalten.

Der durch ATRA aktivierte Transkriptionsfaktor RXR/RARa rekrutiert einen Aktivations-
faktor, der wiederum die Histone azetyliert, welche kleine DNA-Organisationseinheiten
darstellen. Damit startet er die Transkription und sorgt so u.a. fiir die Differenzierung der Zellen

der myeloischen Zellreihe.

Transkriptions-

hemmung ATRA

e

(p)
Zielgen Zielgen

Abb. 6: ATRA-Wirkung
@

an den Transkriptionsfak-
} toren RARa/RXR.
In Abwesenheit von ATRA
rekrutieren die Transkrip-
tionsfaktoren den Transkrip-
tions-Co-Repressor (CoR), der wu.a. Uber die Deazetylierung der Histone flr eine
Transkriptionshemmung sorgt. Bindet ATRA an die Faktoren, dann wird der CoR freigegeben
und ein Aktivationsfaktor (CoA) rekrutiert, der wiederum eine Histonazetylierung (HA) bewirkt
und damit die Transkriptionsblockade aufhebt.

Das PML/RARa—Fusionsprotein bindet nun jedoch entweder allein oder als Heterodimer mit

RXR an die Zielgene von RXR/RARa, was zu einer Deazetylierung der Histone und damit tber
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die Bildung von Heterochromatin zu einer Unterdriickung der Transkription flhrt. Dadurch
kommt es u.a. zu einem Stopp der Zelldifferenzierung und einer Hemmung der Apoptose. Da das
onkogene Fusionsprotein (PML/RARa) diese Interaktion nun auch in Anwesenheit des Liganden
(bei physiologischer Konzentration) aufrechterhdlt, kommt es zu einer konstitutiven
Unterdrickung der RARa-regulierten Gene. Dies hat die transkriptionell unterdriickten

Differenzierungs-Blockade und somit die gestorte Zellreifung der Promyelozyten zur Folge.

Wird im Zuge der Therapie eine gegentiber der physiologischen Menge erhdhte Konzentration
von ATRA verabreicht, so bindet dieses an das PML/RARa—Protein und sorgt dadurch fir eine
Anderung in der Konfiguration des Proteins, welches die Aktivierung der Transkription wieder
mdoglich macht. Die Blasten kdnnen sich nun wieder differenzieren und auch die weitere
Héamatopoese ist ungestort moglich. Desweiteren kommt es zu einer Hochregulierung von
RARaq, einer Runterregulierung von PML/RARGa, einer Reaktivierung von RXR und einer Reihe
weiterer Effekte.

Die genauen Wirkungsmechanismen von As,Os ist hingegen noch nicht geklart, den
Hauptangriffspunkt bildet jedoch der PML-Teil von PML/RARa, wobei das pathologische
Fusionsprotein vermutlich direkt zerstort wird. Im Gegensatz zu ATRA bewirkt As,O3 nur eine
partielle Differenzierung der Leukamiezellen und aktiviert des Weiteren Caspasen — Proteasen,

die Peptidbindungen c-terminal von Aspartat spalten —, die die Apoptose vorantreiben.

I11. Die Karzinoembryonalen Antigen-verwandten Zell-Adhasionsmolekiile
(CEACAM)

Die CEA-Proteinfamilie

Das 1965 von Gold und Freedman entdeckte Carcinoembryonic Antigen (CEA) — nach neuerer
Nomenklatur als CEACAMS bezeichnet — ist Namensgeber der Familie der CEA-verwandten
Zell-Adhéasionsmolekiile (CEACAMs, Carcinoembryonic Antigen-related Cell Adhesion
Molecules), da die Mitglieder der CEA-Familie in verschiedenen Spezies (Ratte, Maus, Mensch)
mit unterschiedlichen Namen bezeichnet wurden (BGP, C-CAM, CD66 etc.) wurde deren
Nomenklatur der Ubersicht halber 1999 reformiert. Diese neue Nomenklatur findet in der hier
vorliegenden Arbeit Verwendung (Beauchemin et al., 1999). CEACAML ist das Griindermole-
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kil, da es im Gegensatz zu den meisten anderen CEACAM-Familienmitgliedern nicht nur im
Menschen, sondern auch in weiteren Spezies wie Ratte, Maus, Kuh, Hund und Affe vorkommt.
Die fir die CEACAMs kodierenden Gene liegen beim Menschen alle auf Chromosom 19q13.2.
Zudem gibt es von CEACAML1 und CEACAMS3 verschiedene Spleil-Varianten. Diese entstehen
durch alternatives Spleiflen, d.h. aus ein und demselben Primartransskript kénnen durch
unterschiedliches Schneiden im Transkriptionsvorgang verschieden mRNAs erzeugt werden.
Dabei kdnnen zahlreiche CEACAM-Varianten entstehen (z.B. kurze und lange Isoformen des
CEACAM 1, Abb. 7).

Die Mitglieder der CEA-Familie gehtren zur Immunglobulin (Ig)-Superfamilie der zellularen
Oberflachenproteine, da sie einen den Immunglobulinen (so genannte Antikorper)
vergleichbaren Aufbau besitzen (Abb. 7). Derzeit sind beim Menschen 12 Mitglieder bekannt: 7
Mitglieder der CEACAM-Familie sind transmembrandr gebunden, 4 (ber Glycosyl-
Phosphatidyl-Inositol-Anker (GPI) mit der Zellmembran verbunden und eines kommt in
I6slicher Form vor.

Allen CEACAMs liegt ein von der Struktur her ahnlicher Aufbau zu Grunde: die extrazellulére
Doméne setzt sich aus Ig V und Ig C zusammen. Ig V steht flr die Abschnitte des CEACAMs,
die eine Homologie zu dem variablen Teil des klassischen Igs aufweisen, welcher im Antikdrper
die Antigenbindungsstellen darstellt; Ig C zeigt sich homolog zum konstanten Teil des Igs, der
z.B. der Opsonierung dient. Die 1g V-Domanen bestehen aus 108 bis 110 Aminosauren und sind
damit etwas groler als die nur 86 bis 96 Aminosduren umfassenden Ig C- Domanen, die sich
wiederum noch einmal in C1- oder A-Typ, der mehr dem klassischen Ig-Typ entspricht und C2-
oder B-Typ aufteilen, welcher vom Faltungsmuster her zwischen dem V-Typ und C1/A liegt
(Bork et al., 1994). Jedes CEACAM verfugt Uber eine variable und 0 bis 6 konstante Doménen.
Die CEACAMs sind auBerdem hochglykosyliert. Es handelt sich bei der Glykosylierung um eine
der wichtigsten posttranslationalen Modifikationen von Proteinen, denn die durch die
angehefteten Kohlenhydratgruppen entstehenden hoch spezifischen Glykosylierungsmuster
verdandern und beeinflussen die Proteinkonformation und die Affinitdt zu bestimmten
Bindungspartnern und Vorgange der Signaltransduktion mafgeblich. Die Mehrzahl aller
extrazellular exprimierten eukaryontischen Proteine ist daher glykosyliert. Dabei unterscheiden
sich die Glykosylierungsmuster der einzelnen CEACAMs auch in Abhéngigkeit vom Ort ihrer
Expression, CEACAML ist z. B. auf Granulozyten wesentlich hoéher glykosyliert als auf
Epithelien (Horst et al., 2004, Singer und Lucka 2005).

Die Expressionsorte der CEACAMs sind dabei ausgesprochen heterogen, so wird CEACAM1
auf Granulozyten, Endothelien und Epithelien exprimiert, wéhrend CEACAM3 und 8
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ausschlieBlich auf Granulozyten, 5 und 7 nur auf Epithel und 6 auf Granulozyten und Epithelien

vorkommen. Bei CEACAM4 ist das Expressionsprofil noch unbekannt.

Interessant fur die Klinik wurden CEACAMSs seit der Etablierung von CEACAMS5, welches im

Klinischen Alltag besser als CEA bekannt ist und als Tumormarker bei Kolon- und

Bronchialkarzinomen erhoéht ist, wobei es zur Verlaufs- und Rezidivkontrolle dient.

Maus
Ratte
1:' Mensch
2 CEACAMI1 CEACAM20\ N’ CEACAM17 CEACAM2
c
£ N (N  Cceacamis Al N N
e (a1 (a1 N B1 A1 A1
o
-E B1 B1 Al CEACAM19 A2 B1 B1
s (A2 (a2 B1 N B2 A2 A2
S
L
Mensch
CEACAMS5
o
7]
-
&
E CEACAM6 CEACAMS
§ N ceacamr (N ceAcam2
0
g CEACAM3 CEACAM4 Al N Al N
= N N B1 A1 B1 A1
Maus Maus, Ratte,
Ratte Mensch

CEACAM13 CEACAM9 CEACAM11 CEACAMi15 CEACAM22 CEACAM16

N1 N N1 N N N1
N2 A N2 A1 Al Al

S
ﬁ’ B1
CEACAM14 CEACAM10 CEACAM12 N2
N1 N1 @1 N1
N2 N2 Ratte N2
Maus

Abb. 7:
Schematische Dar-
Stellung der Mit-
Glieder der CEA-
Familie.

N: Ig-&hnliche Do-
mane des variablen
Typs.

A und B: Ig-
ahnliche Doméne des
konstanten Typs.

Die schwarzen
Dreiecke stellen GPI-
Anker dar. Lund S
stehen fir die lange
und die kurze Spleil3-
variante von
CEACAML1.
CEACAM20 besitzt
eine verkurzte N-
Domane. Von den
anderen Proteinen
bestehen ebenfalls

Spleilvarianten, die

hier nicht dargestellt sind. Die CEACAMs 12 bis 20 sind bisher nur auf mRNA-Ebene

nachgewiesen worden.
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Aber auch andere CEACAMSs geraten wegen ihrer prognostischen Verwendbarkeit in den Fokus
der Forschung. Beim kolorektalen Karzinom ist z.B. CEACAM1 herunterreguliert und
CEACAMG erhoht (Nollau et al., 1997). Ein erhohtes CEACAML1 bedeutet eine verschlechterte
Prognose mit erhohtem Metastasenrisiko beim kleinzelligen Lungenkarzinom (Laack et al.,
2002; Sienel et al., 2003) und dem malignen Melanom (Thies et al., 2002).

CEACAMs sind nicht nur immunregulatorisch aktiv, sondern erfillen weitere wichtige
Funktionen im Rahmen der Zellorganisation, indem sie Differenzierung und Wachstum steuern.
Die Ausiibung dieser vielfaltigen Funktionen beruht auf der Fahigkeit der CEACAMSs, homo-
und heterophile Bindungen, also Bindungen mit gleichen oder mit anderen CEACAMSs, eingehen
zu konnen. Eine detaillierte Beschreibung der Funktionen und der Signaltransduktion sind in den
folgenden Ubersichtsartikeln zu finden: Obrink (1997), Singer und Lucka (2005), Gray-Owen
und Blumberg (2006) und Kuespert et al. (2006).

Dariiber hinaus sind CEACAMs in die Signaltransduktion involviert, ein Prozess, bei dem die
Zellen durch die Ubermittlung duRerer Reize in das Zellinnere mit Anderung ihres Stoffwechsels
reagieren konnen.

CEACAMSs gehen auch Pathogenbindungen ein, wobei die sie als Rezeptoren flr Bakterien wie
Escherichia coli oder Salmonella typhi (Leusch et al., 1991; Sauter et al., 1991), Neisseria
gonorrhoeae, N. meningitidis und Moraxella catarrhalis und Haemophilus influenzae (Hauck et
al., 2006) dienen.

Die CEACAMSs 1, 3,6 und 8

CEACAM1 kodiert verschiedene Isoformen, die sich u. a. durch die Lange ihrer zytoplas-
matischen Anteile (lange Form human 71 Aminosauren, kurze Form 10 Aminosauren)
unterscheiden. Es handelt sich bei CEACAM1 um ein transmembrandres Protein mit einer
variablen und 3 bis 4 konstanten Doménen. Es weist innerhalb der CEACAM-Familie das
breiteste Expressionsmuster auf, denn es ist nicht nur in Leukozyten, sondern auch auf Epithelien
und Endothelien zu finden, wobei die Proteingréfle in Granulozyten bei 150-160 kD, in
Epithelien und Endothelien jedoch wegen geringerer Glykosylierung lediglich bei 120 kD liegt.

Es kann mit CEACAM1, 5 und 6 Bindungen eingehen und sein zytoplasmatischer Anteil
interagiert mit Bestandteilen des Zytoskeletts und spielt dadurch eine Rolle in der
Signaltransduktion und der Zellmigration (Klaile et al., 2005, Da Silva-Azevado et al.,1999).

Uber zwei ITIMs (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif), die per Phosphorylierung

-20 -



Einleitung

aktiviert werden, wird eine inhibitorische Wirkung innerhalb der Zelle erzielt. CEACAM1 ist
Bestandteil des Migrationsprozesses von T- und B-Zellen (Khan et al., 1993; Kammerer et al.,
2001) und moduliert die Angiogenese als eine Art Wachstumsfaktor (Ergtin et al., 2000). Eine
Verwicklung in die Tumorprogression ist sehr wahrscheinlich, denn es wird in erhohten
Konzentrationen an der Invasionsfront u. a. des Magenkarzinoms und des multiplen Melanoms
gefunden (Thies et al., 2002). Bei einigen malignen Neoplasien ist es im Gegensatz dazu auch
herunterreguliert, z.B. in Kolon -, Prostata — und Mammakarzinom (Horst et al., 2004), wo es die

Funktion eines Tumorsuppressors einzunehmen scheint.

CEACAM3 weist von den auf Granulozyten exprimierten CEACAMSs mit einer GréRe von
lediglich 30 kD die kleinste GroRe auf. Es besteht aus einer variablen Doméne und besitzt keine
konstante Domane. Es ist wie CEACAML ebenfalls transmembranér verankert, wird jedoch im
Gegensatz zu diesem nicht auf Endothelien oder Epithelien, sondern nur auf Granulozyten
gefunden, wo es aber nicht in den Granula gespeichert wird (Singer et al., 2002). Es geht nach
bisherigen Kenntnissen keine Bindungen mit anderen CEACAM s ein (Horst et al., 2004).

Es spielt jedoch wie CEACAML eine Rolle in der Signaltransduktion, wo es Uber ein ITAM
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif) in seinem zytoplasmatischem Anteil verflgt,
welches aktivierend auf Vorgange in der Zelle wirkt. Es scheint auch an der Phagozytose von
Bakterien beteiligt zu sein (Schmitter et al., 2004; Schmitter et al., 2007), besonders auf der

Oberfl&che von neutrophilen Granulozyten (Sarantis et al. 2007).

CEACAMBG6, dessen eine variable und zwei konstante Domdnen GPI-verankert sind, weist
wiederum ein dem CEACAML1 ahnlich breites Expressionsmuster auf, wird jedoch nicht in
Endothelien gefunden. Es hat eine Grof3e von 90-100 kD und kann Bindungen mit sich selbst,
mit CEACAML1 und 8 eingehen.

Es scheint wie CEACAML1 an der Progression und Entstehung maligner Geschehen beteiligt zu
sein (Duxbury et al., 2004) und ist tUber die Bindung mit CEACAML an der Signaltransduktion
beteiligt (Lucka et al., 2003).

CEACAMS, welches ebenfalls einen GPI-Anker besitzt, verfugt neben seiner variablen Domane
noch Uber zwei konstante Domdanen und weist somit anndhernd die gleiche GroRe wie
CEACAMG6 auf (90-100 kD). Es wird auf Leukozyten exprimiert und kann mit CEACAMG6
heterogene Bindungen eingehen (Oikawa et al., 1991).
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IVV. Neutrophile Granulozyten

Die neutrophilen Granulozyten (Abb. 8) stellen mit etwa 50 bis 70% den groRten Anteil an
Leukozyten im Differentialblutbild. Der Mensch besitzt etwa 9.000 neutrophile Granulozyten je
ul Blut. Sie haben eine mittlere VVerweildauer von 6 bis 8 Stunden im Blut und kénnen anhand
ihrer Kernform — junge Granulozyten sind stabkernig, alte segmentkernig — altersmafiig
unterschieden werden.

Sie sind ein wichtiger Teil des angeborenen, unspezifischen Abwehrsystems des Kdrpers, in dem
ihre Aufgabe darin besteht, Infektionen (in der Regel bakteriellen Ursprungs) durch Phagozytose
und Exozytose zu bek&mpfen. Bei der Exozytose schiitten die Granulozyten aus ihren Granula
Stoffe wie Proteasen, Myeloperoxidasen und radikale, reaktive Sauerstoff-Verbindungen (z.B.
H.0, - (oxidative burst)) aus, die die Bakterien zerstoren.

Unter Granula versteht man kdérnchenfoérmige Einlagerungen, die Speicher- und Sekretstoffe
enthalten, die im Zuge der Degranulierung ausgeschiittet werden und sich durch ihre
Anférbbarkeit unterscheiden lassen. Die Granula der Granulozyten enthalten u. a. Enzyme wie
Lysozym, Kollagenase, Elastase, Neuramidase, Plasminogenaktivatoren und Cathepsin G.
Kommt es, wie z.B. im Rahmen einer APL, zu einer Granulozytopenie, also einem
Granulozytenmangel, dann droht eine erhohte Infektanfalligkeit.

Reife Granulozyten besitzen auf ihrer Zelloberflache zahlreiche Proteine, die fiir ihre Aktivitaten
essentiell sind; zu diesen gehoren auch Mitglieder aus der Familie der CEACAMs. Es sind die
CEACAMs 1, 3, 6 und 8 (Singer et al., 2002 und Schmitter et al., 2004), die z. B. fir die
Migration (Verlassen der BlutgefaBe, um an den Ort der Infektion zu gelangen) der

Granulozyten von Bedeutung sind.

Abb. 8: Neutrophiler Granulozyt.
Darstellung eines stabkernigen Gra -

> nulozyten mit Granula. Auf der Zell -
ceP ' ‘ 2 oberflache sind die CEACAMs 1, 3, 6
und 8 exprimiert. CEACAM 1und 3
weisen jeweils eine transmembra -
néren Anteil auf, 6 und 8 sind GPI -
verankert. CEACAM1 kommt in

seinen Formen 1-4 L und 1-3 L vor

Nucleus

Granula . .
(hier nur 1-4 L gezeigt).
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Bei der Behandlung der APL stellt ATRA den wesentlichen Bestandteil der Induktionstherapie
dar. Die Wirkung von ATRA beruht dabei auf der Induktion einer Differenzierung der malignen
Vorlauferzellen hin zu kurzlebigen Granulozyten. Humane Granulozyten exprimieren auf ihrer
Zelloberflache bestimmte Proteine, zu denen unter anderem CEACAM 1, 3, 6 und 8 gehdren.

In dieser Arbeit sollte mit Hilfe der APL-Zelllinie NB4 geklart werden, ob die ATRA-
differenzierten Zellen tatsachlich Eigenschaften reifer Granulozyten aufweisen, wobei das
besondere Augenmerk auf die Expression der CEACAMSs gerichtet war. Dabei sollte die Frage
geklart werden, inwieweit vom Expressionszeitpunkt und von der Expressionsstarke der
CEACANMs eine Aussage hinsichtlich der Wirksamkeit der Therapie und damit hinsichtlich der
Prognose des Patienten getroffen werden kann. Desweiteren wurde untersucht, ob die
CEACAMSs bereits vor der Differenzierung der NB4-Zellen intrazelluldr als Proteine oder als
MRNA vorlagen oder ob durch ATRA-Gabe der gesamte Vorgang der CEACAM-Transkription
und —Translation erst angeregt wird. Des Weiteren sollte geklart werden, ob die Expression der
vier CEACAMs zeitgleich oder zeitversetzt induziert wurde. Neben der CEACAM-Expression
sollten noch weitere Differenzierungsparameter bestimmt werden: die Apoptose- und
Proliferationsrate, sowie Veranderungen der Granularitit und Zellgrofie.

AuBer in der APL-Therapie findet ATRA mittlerweile auch in der Therapie der AML
Verwendung. Daher sollte die AML-Zelllinie HL-60 hinsichtlich ihrer Differenzierbarkeit hin zu
Granulozyten untersucht werden, wobei erneut die Induzierbarkeit der CEACAM-Oberflachen-
expression im Mittelpunkt der Untersuchungen stehen sollte.

Neben ATRA sollten auch eine Reihe weiterer Medikamente, die derzeit bereits Verwendung
finden auf ihre Auswirkungen bzgl. der Differenzierung analysiert werden. Dabei sollten neben
dem bereits als Reservetherapeutikum in der APL-Therapie verwendeten Arsentrioxid auch GM-
CSF und Curcumin allein und in Kombination mit ATRA genutzt werden.
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I. Auswirkung von All-trans-Retinsdure (ATRA), GM-CSF und Curcumin
auf die Morphologie von NB4-Zellen

ATRA, ein Retinoid, ist essentieller Bestandteil der Induktionsphase der Chemotherapie der
APL, einer Form der AML. Bei der APL kommt es wegen eines genetischen Defektes der
Granulozytopoese zu einer ungebremsten Vermehrung der unreifen Vorstufen der Granulozyten,
den Promyelozyten. Die Wirkung von ATRA beruht darauf, diesen Differenzierungsblock
aufzuheben und die Promyelozyten zu Granulozyten zu differenzieren. In vitro werden dazu
haufig NB4-Zellen verwendet, bei denen es sich um eine humane Akute-Promyelozyten-
Leukamiezellen handelt. Sie liegen in der Regel als lockere, cluster-bildende, runde und
polymorphe Zellen in Suspension vor und verdoppeln sich unter Zellkulturbedingungen alle 24
Stunden, was sie fur Versuche besonders geeignet macht. Neben ATRA spielen auch weitere
Retinsaure-Derivate wie 13-cis- und 9-cis-Retinséure eine Rolle, deren Wirkungsmechanismen
denen des ATRAs ahneln (Idres et al., 2002) und die daher hier mit untersucht werden sollten.

In der APL-Therapie wird auch GM-CSF genutzt, welches die Differenzierung der Promyelo-
zyten verstérkt (Hsu et al., 1999) und die Apoptose der Granulozyten verhindert (Wolach et al.,
2007). Curcumin, als Bestandteil der Gelbwurzel ein h&ufig verwendetes Gewirz, weist
hingegen selber eine anti-kanzerogene Wirkung auf und wird derzeit auf eine Verbesserung der
Wirksamkeit der ATRA-Therapie in Kombinationsgabe untersucht (Song et al., 2005; Liu et al.,
2007).

Reife Granulozyten weisen auf der Zelloberflache ein charakteristisches Expressionsmuster
bestimmter Proteine auf, zu denen auch die zur CEA-Familie gehérenden CEACAMs 1, 3, 6 und
8 zéhlen. In dieser Arbeit sollten die Expressionsmuster und -kinetiken der CEACAMS u. a. mit
Hinblick auf ihre Verwendbarkeit als Verlaufs- und Erfolgsmarker der Therapie untersucht

werden.
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Dosis-Wirkungsbestimmung von ATRA, GM-CSF und Curcumin auf die Expression von
CEACAMs

Zunachst sollten die optimalen Konzentrationen der einzelnen Wirkstoffe bestimmt werden,
wobei, soweit vorhanden, die Orientierung anhand der in der Literatur bereits publizierten
Konzentrationen erfolgte. Als Erfolgskontrolle diente der etablierte Oberflaichenmarker CD11b,
der auf reifen Granulozyten und differenzierten NB4 exprimiert wird (Di Noto et al., 1996; Zang
et al., 2002, Lee et al. 2002) sowie die Induktion von CEACAML, welche mit der
Durchflusszytometrie bestimmt wurden. In der Literatur wird die zur Differenzierung der NB4-
Zellen notwenige Konzentration von ATRA mit 1 uM angegeben (Benedetti et al., 1996), wobei
ahnliche Konzentrationen auch fur die Retinsdure-Derivate 13-cis- und 9-cis-Retinsdure (RA)
gelten. Um die optimale Konzentration zu finden, wurden diese Agenzien in verschiedenen
Konzentrationen verwendet. In Figur A der Abb. 9 ist zu erkennen, dass eine Konzentration von
1 pM ATRA die hochste Expression von CD11b bewirkt, wéhrend sie bei fallenden und
steigenden Konzentrationen abnimmt. Auch verglichen mit den anderen RA-Derivaten erweist
sich ATRA als wirksamer, was sich an den CEACAM1-Expressionen in Abb. 9b zeigt, so dass
ATRA fir die folgenden Versuche verwendet wurde.

Auch bei GM-CSF wurde die optimale Dosis untersucht (Abb. 9c), indem verschiedene
Konzentrationen mit ATRA kombiniert wurden. Wie zu erkennen ist, hat eine Steigerung der
GM-CSF-Konzentration Uber die aus der Literatur (Noel et al., 2004) bekannte Konzentration
von 10 ng/ml keinen Einfluss auf die Hohe der CEACAM-1-Expression, weswegen diese
Konzentration tbernommen wurde.

Curcumin wurde in Kombination mit verschiedenen ATRA-Konzentrationen austitriert, wobei
der Rahmen der Konzentrationen durch die dosisabhéngige Fahigkeit Curcumins gesteckt wurde,
Apoptose zu induzieren (Banjerdpongchai et al., 2002). Da ATRA allein bereits eine
apoptotische Wirkung entfaltet und vor allem ein synergistischer Effekt von Curcumin in Bezug
auf die Hohe und die Kinetiken der Expression der CEACAMSs erwiinscht war, wurden keine
héheren Konzentrationen als die aus der Literatur bekannte Konzentration von 1uM Curcumin
verwendet (Banjerdpongchai et al., 2002).

Curcumin schien in den Titrationsversuchen bei einer Konzentration von 1uM in Kombination
mit 1uM ATRA eine erhohte Expression von CEACAM 1 hervorzurufen (Figur D) als die bloRe
Inkubation mit ATRA, jedoch konnte diese Beobachtung in den folgenden Versuchen

(siehe unten) nicht bestatigt werden.
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Abb. 9: Dosis-Wirkungsbestimmung von ATRA, GM-CSF und Curcumin mittels
Durchflusszytometrie. Es wurden jeweils 250 x 10° NB4-Zellen fir 5 Tage mit den
angegebenen Konzentrationen und Kombinationen differenziert. Als Erstantikérpern fanden die
monoklonalen Maus-anti-human-Antikérper anti-CD11b bzw. 18/20 (Konzentrationen jeweils
10upg/ml), als Zweitantikdrper der Fluorescein-lsothiocyanat/FITC-konjugierten Ziege-anti-
Maus-Antikorpers F(ab')2 (Konzentration 1:40) Verwendung.

A) Oberflachenexpression von CD11b bei Titration von ATRA B) Veranderung in der
Oberflachenexpression von CEACAML bei Inkubation mit ATRA, 13-cis- und 9-cis-RA

C) Oberflachenexpression von CEACAML1 bei Titration von GM-CSF in Kombination mit
jeweils 1uM ATRA D) Oberflachenexpression von CEACAML bei Titration von Curcumin
0.RA: ohne ATRA, GM: GM-CSF, Cur: Curcumin, 13-cis: 13-cis-RA, 9-cis: 9-cis-RA
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Veranderungen von Wachstumscharakteristiken, Granularitat und Grol3e der NB4-Zellen
nach ATRA-Behandlung

Unbehandelte NB4-Zellen wachsen normalerweise als runde Zellen in Zellverbanden in lockeren
Zell-Clustern. Wurden die Zellen jedoch mit den differenzierenden Wirkstoffen inkubiert, so
anderte sich ihr Wachstumsverhalten. Die sich differenzierenden Zellen wuchsen zunehmend als
Einzelzellen oder bildeten Kkleine, dichte Zellcluster, die sich gegen Ende der flinftdgigen
Inkubation von den grof3en lockeren Zell-Clustern aus der Normalkultur deutlich unterschieden
(Abb. 10).

NB4 NB4 mit ATRA NB4 mit ATRA + GM-CSF

Abb. 10: Zellmorphologie von NB4 nach Inkubation mit ATRA und ATRA + GM-CSF
Uber 5 Tage. Zellen mit 1 uM ATRA, 1 uM ATRA in Kombination mit 10 ng/ml GM-CSF und
nur mit Medium fir 5 Tage inkubiert und anschlieRend mit Hilfe einer Digitalkamera
photographiert (A) NB4 ohne ATRA-Behandlung (gleiches Bild bei alleiniger Behandlung der
Zellen mit entweder nur 1 pM Curcumin oder 10 ng/ml GM-CSF) (B) NB4 nach 5 Tagen
Inkubation mit ATRA (gleiches Bild bei Kombination von ATRA mit 1 uM Curcumin)

(C) NB4 nach 5 Tagen Inkubation mit ATRA und GM-CSF (gleiches Bild fur die Kombination
von ATRA mit GM-CSF und Curcumin)

Des Weiteren wurden die GrolRe und die Granularitit der behandelten Zellen analysiert. Dazu
wird mittels der Durchflusszytometrie die von den Zellen verursachte Streuung des Lichtes
gemessen. Die Vorwaértsstreuung (FSC) gibt die GrélRe und die Seitwértsstreuung (SSC) die
Granularitat/Membranbeschaffenheit der Zelle an. Mit Hilfe der beiden Messparameter Grofe
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versus Granularitét lassen sich verschiedene Zellpopulationen unterscheiden (z.B. Lymphozyten
von Granulozyten). In der FACS-Analyse wurde dabei deutlich, dass die differenzierten Zellen
im Vergleich zu den unbehandelten NB4-Zellen an Grol3e zugenommen hatten und auch eine
erhohte Granularitat wie bei reifen Granulozyten beobachtet aufwiesen (Abb. 11). Diese Granula
sind kdrnchenférmige Einlagerungen in Zellen, die Speicher- und Sekretstoffe enthalten, die sie

im Zuge der so genannten Degranulierung auszuschutten vermaogen.
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Abb. 11: Veranderung der Granularitat (A) und ZellgréRe (B) von NB4-Zellen nach
ATRA-Behandlung. Analyse der VVorwérts- und Seitwartsstreuung im Durchflusszytometer von
behandelten (schwarze Linie) und unbehandelten Zellen (graue Flache). Die Zahlen stellen
Relativwerte fir die Lichtstreuung gemessen an der Streuung in einer Negativprobe mit Aqua
dest. dar, wobei der SSC die Seitwarts-, der FSC die Vorwaértsstreuuung erfasst.

Bei der Kombination von ATRA und GM-CSF entstehen Makrophagen

GM-CSF ist ein Zytokin, welches bei Entziindungen vermehrt von Monozyten und Granulozyten
ausgeschuttet wird und die Bildung und Reifung von Granulozyten und Makrophagen verstarkt.
Bei NB4-Zellen handelt es sich um eine APL-Zelllinie und damit um einen Vorldufer von
Monozyten und Granulozyten. Demzufolge musste es moglich sein, NB4-Zellen mit Hilfe von
GM-CSF zu Makrophagen zu differenzieren.

Bei mikroskopischer Betrachtung der differenzierten Zellen fiel auf, dass einige Zellen, die mit
der Kombination aus ATRA und GM-CSF oder ATRA/GM-CSF mit Curcumin behandelt
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worden waren, deutlich von der normalen, runden Form abwichen und dendritenartige
Auswiichse entwickelten. Dies war nicht der Fall, wenn kein GM-CSF benutzt wurde (Abb. 12).

Die Zellen zeigten sich des Weiteren entgegen der tblichen Wachstumsweise, in welcher die
NB4-Zellen in Suspension vorliegen, adharent und hafteten am Boden der Kulturflaschen an. Da
sich Granulozyten und Makrophagen aus derselben Vorlduferzelle, dem Promyelozyten,

entwickeln, nahmen wir an, dass es sich um Makrophagen handelte.

Abb. 12: Ausbildung von
Dendriten bei differenzier-
ten NB4-Zellen nach Be-
handlung mit ATRA und
GM-CSF uber 5 Tage.
Digitalphotos differenzierter

NB4-Zellen unter dem Zeissmikroskop (40fache VergréRerung) in Suspension nach 5 Tagen
Inkubation bei 37°C unter 5% CO,-Begasung und befeuchteter Luft. Als Nahrmedium wurde
RPMI-1640 mit 10% FKS (fetales Kalberserum), 2mmol L-Glutamin und 100 mg/ml

Penicillin/Streptomycin verwendet.

Um festzustellen, ob es sich bei den Zellen tatsachlich um Makrophagen handelt, wurden die
Zellen mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz auf das Vorliegen von CD14 getestet, ein
Oberflachenprotein, welches vor allem auf Makrophagen und Monozyten vorkommt und eine

Rolle in der Vermittlung von Entziindungsreaktionen spielt (Dentener et al., 1993). Bei den

adharenten Zellen konnte eine Immunfluoreszenzanfarbung und damit ein CD14-Nachweis
beobachtet werden (Abb. 13)

Abb. 13: Indirekte Immunfluores-

zenz mit CD14 von adhérenten NB4 nach
Behandlung mit ATRA und GM-CSF.
Aufnahme in 40facher VergréRerung unter
dem Zeiss-Mikroskop nach 5 Tagen
Inkubation bei 37°C unter 5% CO,-Begasung
und befeuchteter Luft. Als Nahrmedium wurde RPMI-1640 mit 10% FKS (fetales Kalberserum),
2mmol L-Glutamin und 100 mg/ml Penicillin/Streptomycin verwendet.
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1. Auswirkungen von ATRA auf Proliferation und Apoptose von NB4-Zellen

Veranderung der Apoptoserate verursacht durch ATRA-Behandlung

Bei dem Vorgang der Apoptose handelt es sich um den so genannten programmierten Zelltod.
Die Zelle geht im Gegensatz zur Nekrose, wo der Zelltod durch &uBere Einflisse zustande
kommt, durch einen von der betroffenen Zelle selbst aktiv ausgefiihrten Mechanismus zugrunde.
Bei malignen, neoplastischen Erkrankungen ist dieser Vorgang jedoch auller Kraft gesetzt und es
kommt zu einem unkontrollierten Wachstum der malignen Zellen wie z.B. der NB4-Zellen.

Die NB4-Zellen werden jedoch mit ATRA zu Granulozyten differenziert, was dazu fihrt, dass
die Zellen auch wieder in Apoptose gehen miissten, da die durchschnittliche Lebensdauer eines
ausgereiften Granulozyten in etwa 6 Stunden betrégt. Dazu kénnen die differenzierten Zellen mit
Propidiumjodid (PJ) inkubiert werden, welches sich bei sterbenden Zellen auf Grund der
durchléssig werdenden Zellmembranen in die DNA einlagern (es interkaliert in Nukleinséuren)
kann. Die Fluoreszenz (dunkelrot) des PJs kann mit Hilfe der Durchflusszytometrie quantifiziert
werden und dient daher zur Lebend-Tot-Diskrimnierung.

Es konnte so gezeigt werden, dass bei differenzierten NB4-Zellen ein Apoptosevorgang induziert
wird, der dazu fuhrt, dass von Tag 4 an der Anteil der apoptotischen Zellen bei den mit ATRA
behandelten NB4-Zellen rapide ansteigt, bis schliel3lich an Tag 6 alle Zellen tot sind. Bei den
nicht behandelten NB4-Zellen dndert sich die Apoptoserate quasi nicht (Abb. 14).

Zwischen den einzelnen Wirkstoffkombinationen ist kein Unterschied festzustellen, solange
ATRA verwendet wird. Die Kombinationen, die kein ATRA enthalten, weisen auch keine

zunehmende Apoptoserate auf.
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Abb. 14: Apoptoseraten von NB4-Zellen an verschiedenen Tagen in Abhangigkeit von der
Behandlung in Prozent toter Zellen. Messung erfolgte mit Hilfe der Durchflusszytometrie.
Alle NB4- Zellen wurden mit 1uM ATRA, 10ng/ml GM-CSF, 1uM Curcumin und den
entsprechenden Kombinationen fir 1 bis 5 Tage und anschliefend mit 5 pl Propidiumjodid (PJ)
je 200 ml resuspendierte Zellen fir ca. 45 Minuten inkubiert. Anschliefend Bestimmung des

prozentualen Anteils Uber Fluoreszenzbestimmung im FACS.

Veranderungen von Proliferation und Zellzahl durch ATRA-Exposition

Im Gegensatz zu malignen Zellen, die sich unkontrolliert vermehren, kdénnen reife Granulozyten
nicht mehr proliferieren. Die differenzierten NB4-Zellen sollten also nicht mehr in der Lage sein,
sich zu vermehren. Um festzustellen, ob neben der steigenden Apoptoserate auch Proliferation
und Zellzahl durch ATRA beeinflusst werden, wurden einerseits die Zellen mit Hilfe der
Neubauer-Zahlkammer gezéhlt, um die absolute Anzahl der Zellen festzustellen und andererseits
ein Proliferationsassay durchgefiihrt, welches Aufschluss tber das Proliferationsverhalten liefern
sollte (siehe Material und Methoden).

Es wurden jeweils ca. 900.000 Zellen unter gleichen Bedingungen (siehe Material und

Methoden) angesetzt und an den entsprechenden Tagen gezéhlt.
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Abb. 15: Veradnderungen der Zellzahl bei Gabe verschiedener Kombinationen von ATRA,

GM-CSF und Curcumin. Ermittlung der Zellzahl mit Hilfe der Neubauerz&hlkammer

Abb. 15 ist zu erkennen, dass sich innerhalb der ersten beiden Tage nach Beginn der Inkubation
die Zellen unter allen Kombinationen im gleichen Tempo vermehren. Nach drei Tagen beginnt
dann die Zellzahl bei allen ATRA-beinhaltenden Kombinationen zu stagnieren und anschlieRend
abzufallen. An Tag 5 sind schliel3lich durchschnittlich zehnmal so viele Zellen bei den nicht mit
ATRA behandelten Zellen vorhanden wie bei den behandelten, an Tag 6 sind alle ATRA-behan-

delten Zellen tot. Dies wurde mit Hilfe von Propidiumjodid im Durchflusszytometrieverfahren

-32-



Ergebnisse

nachgewiesen, so dass auf eine Zahlung der Zellen an Tag 6 verzichtet werden konnte. Dabei ist
keine Veranderung des durch ATRA induzierten Effektes zwischen den einzelnen
Kombinationen erkennbar.

Alle Zellen, die nicht mit ATRA inkubiert wurden, vermehren sich erwartungsgemaR, wobei
auch hier kein Unterschied zwischen den einzelnen Kombinationen sichtbar wird.

Bei der Messung der Proliferationsaktivitat wurden NB4-Zellen fiir einen Zeitraum von 5 Tagen
einmal mit und einmal ohne ATRA inkubiert und anschlieBend mit Hilfe des CellTiter 96°-Kits
(Promega GmbH) die optische Dichte bestimmt. Dabei handelt es sich um eine kolorimetrische
Methode zur Bestimmung der Zellvitalitdt und damit indirekt der Verdnderung der Menge
lebender Zellen. Durch die Reduzierung von MTS-Tetrazolium zu einem farbigen Produkt durch
NADPH oder NADH, welche nur in lebenden Zellen mit aktiven Dehydrogenasen vorkommen,
kann (ber die Messung der optischen Dichte (OD) bei 450 nm die Mitochondrienaktivitat
gemessen werden. Nimmt die optische Dichte zu, kann davon auf die Veranderung der

Zellvitalitat und damit auch auf die Veranderung der absoluten Zellzahl geschlossen werden.

° 1'60: T Abb. 16: Proliferationsassay
% 1,201 L ATRA-behandelten und unbe-
E 0,80: handelten NB4-Zellen nach 5 Tagen
@ 1 : Inkubation im ELISA.
gt 0'40: L NB4-Zellen wurden fiir 5 Ta-
0,00 : . ge mitund ohne 1 uM ATRA in-
0. ATRA 1uM ATRA kubiert und anschlieBend mit Hilfe

des CellTiter 96®-Kits ( Promega GmbH ) behandelt. Die Messung erfolgte bei 450 nM Wellen -
lange im ELISA — Reader NB4-Zellen. 0.ATRA =ohne ATRA

Der Proliferationsassay bestétigt dabei die Ergebnisse der manuellen Zellzdhlung, denn die
unbehandelten Zellen zeigen dabei eine mehr als dreimal so hohe optische Dichte wie die Zellen,
die mit ATRA inkubiert wurden. Dies bedeutet, dass Vitalitat und Proliferationsaktivitat bei

ihnen hoher liegen, was fir die undifferenzierten NB4-Zellen zu erwarten ist (Abb. 16).
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I11. CEACAM-Expression in NB4-Zellen bei ATRA-Gabe

Expression von CEACAMSs auf der Zelloberflaiche von NB4-Zellen nach ATRA-
Behandlung

Das Ziel der Therapie der APL ist es, den Differenzierungsblock in den malignen Vorlaufern der
Granulozyten und Monozyten aufzuheben. Dazu wird in der Induktionstherapie ATRA
verwendet, welches zur Differenzierung der malignen Zellen hin zu Granulozyten fiihrt. Diese
verfiigen Uber bestimmte Oberflachenproteine, zu denen die CEACAMSs 1, 3, 6 und 8 (Singer et
al., 2002) sowie der Oberflachenmarker CD 11b gehdren. Wéhrend CD 11b bereits als Marker
fur die Differenzierung der NB4-Zellen etabliert ist, wurde die Verdnderung der
Oberflachenexpression der verschiedenen CEACAMSs, die bei undifferenzierten NB4-Zellen
nicht vorkommen, bisher nicht eingehend untersucht.

Um nachzuweisen, dass eine Induktion der Oberflachenexpression von CEACAMSs auf NB4-
Zellen bei der Therapie mit ATRA erfolgt, wurden die mit ATRA und den jeweiligen
Kombinationen aus ATRA, GM-CSF und Curcumin behandelten Zellen an den Tagen 1 bis 5
mit Hilfe der Durchflusszytometrie analysiert. Dieser Zeitraum wurde deshalb gewahlt, weil
nach den Ergebnissen der Apoptoseuntersuchungen mit PJ an Tag 6 die differenzierten Zellen
bereits gestorben waren. Dabei wurden Antikdrper gegen die CEACAMSs verwendet, die nach
ihrer Bindung an CEACAMSs anschlieBend FarbeantikOrper banden, mit denen eine
Immunfluoreszenz gemessen werden konnte.

Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie ergaben dabei zundchst, dass auf den undifferenzierten
NB4-Zellen keine CEACAMSs auf der Zelloberflache zu finden sind. Nach Behandlung mit
ATRA erschienen innerhalb von 5 Tagen sowohl CD 11b (Daten nicht gezeigt) als auch
CEACAM 1, 3, 6 und 8 (Abb. 17). Die einzelnen CEACAMSs erschienen jedoch nicht zeitgleich,
sondern folgten viel mehr unterschiedlichen Kinetiken.
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Abb. 17: Expression von CEACAMs auf der Zelloberflache von NB4-Zellen nach ATRA-
Behandlung. FACS-Analyse von mit (schwarze Linie) und ohne (graue Flache) ATRA. Die
Zellen sind mit und ohne 1 uM ATRA 1 -5 Tage inkubiert worden.

Die verwendeten Erst-Antikorper sind 18/20 fiir CEACAML, Col 1 fir CEACAM3, 13H10 fur
CEACAMSG, anti-CD-66b fir CEACAMS, anti-CD11b und als Negativkontrolle Immunglo -
bulin G. Alle Erst-Antikdrper wurden mit einer Konzentration von 10 pg/ml verwendet und sind
Maus-anti-human-Antikorper. Angefarbt wurden die Erstantikdrper mit Hilfe des Fluorescein —
Isothiocyanat (FITC)-konjugierten Ziege-anti-Maus-Antikorpers F(ab")2, der in einer Konzen-

tration von 1:40 verwendet wurde.
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Die Expressionskinetiken der einzelnen CEACAMs nach ATRA-Behandlung

Die Expressionskinetiken zeigen, dass die CEACAMs nicht alle zur gleichen Zeit auf der
Oberflache erscheinen (Abb. 18). Hierzu wurden die Messung der Zellen mit Hilfe der Gate-
Funktion in der Durchflusszytometrie auf die Uberlebenden eingegrenzt und anschlieRend die
einzelnen relativen Fluoreszenzen (Median) mit der Ig-Negativkontrolle ins Verhaltnis gesetzt,
so dass das Ausmall der Expressionsverdnderungen gegeniiber den unbehandelten Zellen

dargestellt werden konnte (relative Expression).
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Abb. 18: Kinetiken der CEACAMSs und CD11b auf NB4-Zellen nach ATRA-Behandlung.

Relative Expressionen in der Durchflusszytometrie.

Schon nach 2 Tagen ist die Oberflachenexpression von CEACAMS3, 6 und CD11b erhoht.
Wihrend CD 11b bis Tag 4 ansteigt und dann ein Plateau erreicht, bleibt die Expression von
CEACAM3 und 6 bis Tag 4 in etwa auf gleichem Level, um an Tag 5 noch einmal anzusteigen.
Dabei gleichen sich ihre Kinetiken stets (Abb. 18).

CEACAMS hingegen wird bis Tag 5 gar nicht exprimiert, um dann an Tag 5 plétzlich
anzusteigen. Die CEACAM1-Expression macht an Tag 3 einen deutlichen Sprung um danach
leicht abzufallen und auf gleichem Level zu verbleiben.

Bei den anderen Kombinationen verhalten sich die Kinetiken der CEACAM-Expressionen
prinzipiell &hnlich wie bei alleiniger ATRA-Gabe, wenn ATRA involviert ist (Abb. 19). Bei
alleiniger Gabe von Curcumin oder GM-CSF ist hingegen keine Expression zu sehen, sodass

beide Substanzen keine Rolle in der CEACAM-Expression zu spielen scheinen.
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Abb. 19: Darstellung der Kinetiken der CEACAM-Expressionen auf der Zelloberflache
von NB4-Zellen fur verschiedene Kombinationen. Relative CEACAM-Expression nach
FACS-Analyse. A) CEACAM1, B) CEACAMS3, C) CEACAMG und D) CEACAMS. Es wurden
jeweils 1 uM ATRA, 1 pM Curcumin und 10 ng/ml GM-CSF verwendet. RA: ATRA; Cur.

Curcumin, GM: GM-CSF
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Bei Kombination von ATRA und GM-CSF erreichen die Expressionen von CEACAM3 und 6
jedoch schneller ein Plateau, namlich bereits and Tag 2, und verharren auf ihm, wohingegen bei
alleiniger ATRA-Gabe oder in Kombination mit Curcumin kein Plateau erreicht, sondern ein
konstanter Anstieg der Expression bis Tag 5 erfolgt.

Degranulation von mit ATRA differenzierten NB4-Zellen

Wenn die Granulozyten einen Fremdkorper erkennen, so schitten sie diese Substanzen aus,
indem sie die Granula (Degranulation) und einige weitere Stoffe wie radikale Sauerstoffspezies
nach auf3en hin entleeren. Bei diesem Vorgang, den man als oxidative burst bezeichnet, gelangen
auch in den Granula befindliche Proteine an die Zelloberflache.

Die differenzierten NB4-Zellen wurden nun mit einem klassischen Ausloser der Degranulation
bei Granulozyten stimuliert, dem formyl-Methionin-Leucin-Phenylalanin (fMLP), bei dem es
sich um ein bakterielles Tripeptid handelt, welches den Granulozyten Uber einen bestimmten
Rezeptor aktiviert. Die so aktivierten Granulozyten werden dadurch in vivo zum Ort der
Infektion gelockt (Chemotaxis).

Durch den fMLP-Stimulationsversuch sollte untersucht werden, ob es bei den durch ATRA dif-
ferenzierten NB4-Zellen nicht nur zu einer induzierten Expression von CEACAMs kommt,
sondern auch zu einer durch fMLP verursachten Degranulation und somit wie fur Granulozyten
bekannt zu einer gesteigerten Expression von CEACAM1, CEACAM6 und CEACAMS.
CEACAM3 wurde hierbei nicht untersucht, da beschrieben wurde, dass es nicht in Granula von

Granulozyten vorkommt.
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Die NB4-Zellen wurden mit verschiedenen Kombinationen fir 5 Tage inkubiert und
anschlieBend mit 10° M fMLP je Ansatz fir 15 Minuten stimuliert und anschlieBend in der
Durchflusszytometrie die CEACAM-Expressionsveranderungen gemessen. Als Positiv -
kontrolle wurden humane Granulozyten aus dem Blut von Mitarbeitern verwendet. Als
Erstantikdrper wurden 18/20, 13H10, anti-CD66b und anti-CD11b verwendet (jeweils 10uQ).
Die Ansdtze erfolgten mit 1uM ATRA und 1uM Curcumin und 10ng/ml GM-CSF.

In Abb. 20 stellt sich die Degranulationsféhigkeit der differenzierten NB4-Zellen deutlich dar,
sowohl fir CEACAM 1 (A), als auch fur CEACAM 6 (B) und CD 11b (C) ist eine Steigerung
der Oberflachenexpression gegeniber unstimulierten Zellen zu sehen, wenn ATRA verwendet
wurde. Desweiteren ist eine starkere Expressionserhéhung bei der Kombination von ATRA mit
Curcumin zu sehen. Zwischen mit ATRA differenzierten NB4-Zellen und Granulozyten sind
keine wesentlichen Unterschiede in der Expressionshohe festzustellen. ATRA fihrt also zur

Entstehung degranulationsféhiger Zellen.
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Transkription von CEACAMSs nach ATRA-Behandlung von NB4-Zellen

Unter dem Einfluss von ATRA werden CEACAMs auf der Zelloberflache exprimiert, wobei sie
jedoch jeweils eigenen Expressionskinetiken folgen. Um eine Oberflachenexpression zu
ermoglichen, missen die CEACAMSs in den NB4-Zellen auch auf genetischer Ebene als
messenger-RNA (mRNA) vorliegen, die im Zuge der Transkription von der DNA abgelesen wird
und die als Matrize flr die Synthese eines Proteins in der Translation dient. Um nachzuweisen,
dass diese CEACAM-RNA in den differenzierenden Zellen zu finden ist, wurde die Zell-RNA
mit Hilfe der Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) untersucht. Dabei
wird die mRNA mit Hilfe des Enzyms reverse Transkriptase in DNA umgeschrieben. Die
umgeschriebene DNA wird nun im PCR-Verfahren exponentiell vervielfaltigt und anschlie3end
in einem Agarosegel aufgetrennt, angefarbt und fotografiert. Bei diesem Ansatz sollte untersucht
werden, ob eventuell bereits RNA in den undifferenzierten NB4-Zellen vorliegt und die
Translation der CEACAMs durch die ATRA-Behandlung angeregt wird oder ob die
Transkription an sich durch ATRA erst noch aktiviert werden muss. In letzterem Falle sollte
dann untersucht werden, ob sich die Kinetiken der Transkription von denen der
Oberflachenexpression unterscheiden.

Die NB4-Zellen wurden dazu nach der tblichen Methode uber verschiedene Zeitrdume mit den
jeweiligen Kombinationen behandelt und anschlielend lysiert, die RNA isoliert und mit der
Hilfe der reversen Transkriptase wie oben erklart in geeignete Matrizen-DNA umgeschrieben,
mit der PCR exponentiell vervielféltigt und fotografiert. Alle Verfahren und die verwendeten

Primer sind im Abschnitt Material und Methoden aufgefihrt.
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Abb. 21: Untersuchung der CEACAM-Expressionen auf mRNA-Ebene zu verschiedenen
Zeitpunkten. Darstellung von DNA-Banden, wobei bei (A) nach 2 h, bei (B) nach 12 h, bei (C)
nach 18 h und bei (D) nach 2 Tagen Inkubation die RNA aus den Zellen isoliert wurde. Es
wurden 1pM ATRA, 1uM Curcumin und 10 ng/ml GM-CSF je Ansatz verwendet. Als
Positivprobe diente Plasmid-DNA, als Negativ-Probe fand aqua dest. Verwendung, zum

Nachweis, dass tatsachlich Zellmaterial verwendet wurde, wurde Actin genommen.
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Zunachst ist deutlich zu sehen, dass in unbehandelten NB4-Zellen keine Transkription von
CEACAM-mRNA stattfand (Abb. 21, A). Nach 2 (Abb. 21, A), 4 und 6 h (nicht

gezeigt) nach ATRA-Behandlung ist noch keine Transkription von CEACAMSs nachweisbar.
Nach 12 h induziert die ATRA-Behandlung die Transkription von CEACAMI1-mRNA.
Interessanterweise wird dabei ausschlieBlich die mRNA der langen, nicht jedoch die der kurzen
CEACAM1-Isoformen transkribiert (CEACAM1-4L und CEACAML1-3L; Abb. 21, B). Soweit
bekannt sind in humanen Granulozyten ebenfalls nur die langen Isoformen von CEACAM1
exprimiert, wohingegen die meisten anderen CEACAM 1 exprimierenden Zelltypen kurze und
lange CEACAM 1-Isoformen ko-exprimieren (Singer et al., 2002). Die CEACAM3, CEACAM6
und CEACAMS8-mRNAs werden hier noch nicht transkribiert. Interessanterweise werden
CEACAM3 und 6 deutlich vor CEACAML als Protein auf der Zelloberflache der sich
differenzierenden Zellen exprimiert (Abb.19). Erst nach 18 h ist die mRNA von CEACAM3 und
6 nachweisbar (Abb. 21, C). Sie werden, wie schon bei der FACS-Analyse zu sehen, zeitgleich
transkribiert und anschlieBend wahrscheinlich recht zigig translatiert. Die mRNA, die
CEACAMS kodiert, wird wie die Oberflachenexpression von CEACAMS als letztes gemessen,
die mRNA erscheint jedoch bereits an Tag 2 (Abb. 21, D) und damit deutlich friher als das
Protein auf der Zelloberflache, wo es erst an Tag 5 exprimiert wird.

Bei allen Kombinationen, die kein ATRA enthalten, werden, wie schon in der
Durchflusszytometrie zu sehen, keine CEACAMSs gebildet. Es wird jedoch deutlich, dass sich
die Zeitpunkte der Oberflachenexpression und der Transkription unterscheiden, denn
CEACAML1 liegt zwar als erstes auf RNA-Ebene vor, wird aber erst nach CEACAM 3 und 6 auf
der Zelloberflache sichtbar und erreicht genau wie CEACAMS8 erst 2 — 3 Tage nach
Transkription seine maximale Expression auf der Zelle, wahrend CEACAMS3 und 6 schon kurz
nach ihrer Transkription exprimiert werden. Dies bedeutet auch, dass sich die

Transkriptionskinetiken der CEACAMSs untereinander ebenfalls unterscheiden.
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Translation von CEACAMs in NB4-Zellen nach ATRA-Behandlung

Da CEACAMs sowohl auf RNA-Ebene als auch auf der Zelloberflache nachzuweisen waren,
lag die Vermutung nahe, dass wie fur reife Granulozyten beschrieben CEACAM 1, CEACAM 6
und CEACAM 8 auch intrazellulér in bestimmten Granula gespeichert vorliegen und nach
Zellaktivierung durch Degranulierung auf die Zelloberflache gelangen. Des Weiteren ist fur
CEACAM 1 eine granulozytenspezifische Glykosylierung beschrieben worden, welche bewirkt,
dass das CEACAM 1 aus Granulozyten mit ca. 160 kD deutlich groRer ist als das CEACAM 1
mit 120 kD, welches in anderen Zellen (z.B. Epithel, Lymphozyten, Endothel) exprimiert wird
(Singer et al., 2002). Bei der Glykosylierung handelt es sich um einen hochspezifischen, post-
translationalen Prozess, bei dem sich unter anderem die Proteinstabilitat oder die Bindungs-
affinitaten zu bestimmten Bindungspartnern andern.

Um der Frage nachzugehen, ob CEACAM 1 in differenzierten NB4-Zellen die gleiche GroRe
aufweist wie in humanen Granulozyten, wurden Proteine lysierter humaner Granulozyten,
lysierter und differenzierter NB4-Zellen und lysierter CEACAM 1-transfizierter HeLa-Zellen in
einem 9%-igen Tricin-Gel nach ihrer molekularen GroRe aufgetrennt und geblottet. Das in den
von Cervixkarzinomzellen abstammenden HeLa-Zellen vorkommende CEACAM 1 weist eine
GroRe von ca. 120 kD auf und ist damit kleiner als das von humanen Granulozyten mit 160 kD.
In HeLa-Zellen kommt CEACAM 1 nicht endogen vor, da sie transfiziert sind, d.h., es ist
kinstlich CEACAM 1-DNA von aufRen eingebracht worden.

Humane Abb. 22: Western-Blot von
HeLa Granulozyten NB4 NB4-Zellen auf CEACAM 1.

Polyacrylamidgelelektropho-
rese von differenzierten NB4-

150 kDa mmp
100 kDa =

Zellen. Es wurden jeweils

100ug Protein lysierter
humaner Granulozyten aus
Blut von Mitarbeitern,
lysierter CEACAM 1-positiver HeLa-Zellen sowie lysierter, iber 5 Tage mit 1uM ATRA
differenzierter NB4-Zellen in einem 9%-igen Tricin-Gel laufen gelassen. Anschliefend wurde
der Blott mit 5pg/ml des anti-CEACAM 1/5 —Antikdrpers 4/3/17 inkubiert. Als Zweitantikorper
wurde anti-Maus-HRPO verwendet.
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Wie in Abb. 22 zu erkennen ist, liegt das Molekulargewicht des in differenzierten NB4-Zellen
gebildeten CEACAM 1 bei ca. 140 kD und damit anndhernd bei dem von humanen
Granulozyten und ist damit deutlich gréRRer als CEACAM 1 aus den CEACAM 1- transfizierten
HeLa-Zellen.

Auch der Western-Blot fur alle Kombinationen bestétigte die zuvor gezeigten Ergebnisse, ndm-
lich dass die Differenzierung der NB4-Zellen von dem Vorhandensein von ATRA abhangt (Abb.
23).
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Abb. 23: CEACAM 1 in Proteinform in unterschiedlich differenzierten NB4-Zellen.
Western-Blot von NB4-Zellen auf CEACAM 1. Es wurden jeweils 100ug Protein lysierter
humaner Granulozyten aus Blut von Mitarbeitern, sowie lysierter, Gber 5 Tage mit 1luM ATRA
differenzierter NB4-Zellen und lysierter CEACAM1-positiver HT-29 in einem 9%-igen Tricin-
Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Anschliel3end wurde der Blott mit 5pg/ml des anti-CEACAM
1/5 —Antikorpers 4/3/17 inkubiert. Als Zweitantikrper wurde anti-Maus-hrp verwendet.

Wie bereits in vorhergehenden Versuchen zu sehen, bewirken weder GM-CSF noch Curcumin
allein eine Differenzierung der NB4-Zellen, wéhrend in allen Kombinationen, in denen ATRA
enthalten ist, CEACAML1 in den Zellen exprimiert ist. Dabei unterscheiden sich die GréRen von
CEACAML1 in den unterschiedlich differenzierten NB4-Zellen nicht voneinander. Humane
Granulozyten wiesen hingegen eine héhere, humane Kolon-Epithelzellen (HT-29) eine deutlich
geringere GroRe auf. Im Folgenden wurden auch die GréRen von CEACAMSs3, 6 und 8 in den

NB4-Zellen nach Differenzierung durch ATRA analysiert, die jedoch aus technischen Grinden
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mit Hilfe der Immunprézipitation durchgefiihrt wurden (Abb. 24). Die molekulare GroRe der

einzelnen CEACAMSs wies keinerlei auffallige Unterschiede im Vergleich zu humanen

Granulozyten auf.

NB 4 HuGra

o] cc1

. B | cc3

" o | cco

-

Abb. 24: Western-Blot aller CEACAM-Formen in
differenzierten NB4-Zellen. IP mit Western-Blot. Die
lysierten Zellen (je 100 pg) wurden mit einem polyklonalen
Antikorper Kaninchen-anti-CEACAM mit einer
Konzentration von 5pg/ml immunprézipitiert, dann mit den
unten aufgefuhrten Antikdrpern detektiert und mit dem
Zweitantikorper anti-Maus-HRPO gefarbt.

HuGra = Humane Granulozyten, CC= CEACAM,;
Antikdrper: CC1 = 4/3/17, CC3 = Col 1,

CC 6 = 13H10, CC 8 = anti-CD 66b
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IV. Arsentrioxid (As ,03) beeinflusst die Apoptoserate von NB4

Arsentrioxid steigert die Apoptose in NB4-Zellen, induziert jedoch keine CD 11b-

Expression

Arsentrioxid wird in der Behandlung von APL-Patienten (Zhi-Xiang et al., 1997) verwendet und
ist vor allem dann von Bedeutung, wenn es unter den Leukdmiezellen zur Ausbildung einer
Resistenz gegen ATRA kommt. Es wird weiterhin beschrieben, dass Arsentrioxid in bestimmten
Konzentrationen in der Lage ist, dhnlich wie ATRA Differenzierungen von APL-Zellen zu
bewirken (Di Noto et al, 1999). Daher sollte versucht werden, NB4-Zellen zu differenzieren und
die Hohe der eventuellen CEACAM-Expressionen mit denen unter ATRA-Differenzierung zu
vergleichen.
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Abb. 25: Wirkung von Arsentrioxid-Behandlung auf NB4-Zellen. A) Einfluss von
Arsentrioxid auf die Apoptose von NB4-Zellen nach 9 Tagen Inkubation B) Messung der
CD11b-Expression auf NB4-Zellen nach 9 Tagen. Diese wurden tber 5 Tage mit Arsentrioxid in
verschiedenen Konzentrationen differenziert und zundchst mit Hilfe des Erstantikorpers anti-
CD11b (Maus-anti-human, 10ug/pl) mit der Durchflusszytometrie auf das Vorkommen von CD
11b auf der Zelloberflache untersucht. Fir die Bestimmung der Apoptoserate wurden die Zellen
erneut in 200ml suspendiert und mit 5ul Propidiumjodid angefarbt.
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Es konnte zwar gezeigt werden, dass Konzentrationen tiber 0,2 UM Apoptose induzieren, jedoch
konnte keine Expression von CD 11b auf der Zelloberflache nachgewiesen werden (Abb. 25).
Aus diesem Grund wurde auf eine weitere Analyse von Differenzierungsmarkern wie
CEACAM 1 verzichtet.
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V. Einfluss von ATRA auf die Differenzierung von HL-60-Zellen

ATRA verandert Proliferationseigenschaften und induziert Apoptose in HL-60-Zellen

In der Literatur wird beschrieben, dass ATRA nicht nur NB4-Zellen, sondern auch AML-
Zelllinien differenzieren kann und sich das Muster der Oberflachenexpression andert, indem
CEACAM 1 und CD 11b exprimiert werden (lketzoe et al., 2000). In der Therapie der AML sind
bereits erfolgreiche Behandlungsversuche mit ATRA in der Induktionsphase durchgefihrt
worden (Arsenou et al., 2005). Eine etablierte AML-Zelllinie stellt HL-60 dar, die als runde
Einzellzellen in Suspension wuchsen und auf ihrer Oberflache keine CEACAMs oder CD 11b
exprimieren. Es ist bekannt, dass HL-60 neben ATRA auch gegenuber Dimethylsulfoxid
(DMSO) empfindlich sind. Bei DMSO handelt es sich um ein organisches Lodsungsmittel,
welches in der Pharmaindustrie haufig als Tragersubstanz fiir Medikamente dient, indem DMSO
das Eindringen der in ihm geltsten Medikamente Uber die Haut erleichtert. Die Kombination von
ATRA mit DMSO soll in HL-60 die Differenzierung der Zellen verstarken und zur Expression
von CEACAM 1 auf der Zelloberflache fiihren (Trayner et al, 1997; Pantelic et al., 2004).

Es sollte daher untersucht werden, inwieweit das Verhalten von HL-60-Zellen bei Differen -
zierung mit ATRA mit dem von NB4 zu vergleichen ist, ob ATRA Apoptose induzieren kann,
und CEACAMs auf der Oberflache der Zellen exprimiert werden. Des Weiteren sollte die

Kombination mit DMSO auf eventuelle Verstarkung einer Differenzierung untersucht werden.

Zuerst sollte der Einfluss von ATRA auf die Proliferationsrate von HL-60-Zellen untersucht
werden, wozu die Zellen mit ATRA differenziert und anschlieBend im Proliferationsassay mit
Hilfe des CellTiter 96®-Kits (Promega GmbH) auf ihre Proliferationsaktivitat getestet wurden. In
Abb. 26 (Figur A) wird dabei deutlich, dass die Proliferationsaktivitdt der mit ATRA
behandelten HL-60-Zellen genau wie bei den behandelten NB4-Zellen deutlich gegeniiber den
unbehandelten Zellen reduziert ist. Dabei ist die Proliferation bei den unbehandelten Zellen fast
doppelt so hoch (2,2 zu 1,2).
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Abb. 26: Veranderungen in HL-60-Zellen unter ATRA-Inkubation.

A) Zellproliferationsassay von HL-60-Zellen nach Inkubation mit 1uM ATRA Uber 5 Tage mit
Hilfe des CellTiter 96°-Kits

B) Apoptoserate von HL-60 mit Durchflusszytometrie. Dazu wurden die HL-60-Zellen mit 1uM
ATRA, 1,25% DMSO, der Kombination aus beiden und ohne ATRA ber verschiedene

Zeitrdume inkubiert und anschlieRend mit Hilfe von PJ angefarbt.

Die Apoptoseraten der Zellen zeigen, dass offensichtlich die nur mit ATRA oder DMSO
behandelten Zellen wesentlich niedrige Apoptoseraten besitzen, als die mit der Kombination aus
beiden behandelten, welche nach 7 Tagen zu 99,3 % gestorben sind. Entgegen dem Verhalten
der NB4-Zellen ist bei den HL-60-Zellen bei reiner ATRA-Behandlung kein Zusammenhang
zwischen sinkender Zellvitalitdt und Proliferation — also Zellvermehrung — und gestiegener
Apoptoserate, die den Anteil toter Zellen wiedergibt, zu finden. Nichtsdestotrotz sind auch bei
den der Einfachbehandlung mit ATRA oder DMSO unterzogenen Zellen wieder erhohte
Apoptoseraten im Vergleich zu den unbehandelten Zellen zu sehen, welche jedoch niedriger
ausfallen als bei den NB4-Zellen, wo am Ende des funften Tages der Differenzierung samtliche

Zellen in Apoptose gehen.
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ATRA und DMSO induzieren die Expression von CD11b und CEACAM1 auf HL-60-

Zellen

Zuerst sollte die Frage der ATRA-Konzentrationen geklart werden, indem die HL-60-Zellen mit
verschiedenen Konzentrationen von ATRA, 9-cis und 13-cis-RA behandelt wurden. Dabei
wurden die Zellen unter den im Methodenteil beschriebenen Bedingungen fir 5 Tage inkubiert
und anschlieBend die Expression von CEACAM 1 und CD11b als Differenzierungsmarker bei
Granulozyten in der Durchflusszytometrie gemessen.

Es ist dabei zu sehen, dass samtliche Retinséurederivate allein nicht in der Lage sind, eine
Differenzierung der HL-60-Zellen zu bewirken, die zu einer Expression von CEACAM 1 (Abb.
27 Figur A) auf der Zelloberflache fuhrt. Es ist jedoch mdglich, mit ihnen eine CD11b-
Expression zu induzieren (Abb. 27, Figur B). Dabei erweist sich erneut 1uM ATRA als stérkstes

Differenzierungsagens, auch wenn die Unterschiede marginal ausfallen.

>
os}

45 45 -
35 5 % [ ]
c ]
© (3}
g 25 g 25
(0]
= 15 15
Sl &= O W om o |
0 0
<
E oxr x 2 2 2 o T g g 2 o 2 o
= = = [ g ; Q = = = 8 Q - ©
< < < s 2 3 3 < < < & B &
s s s £ = s ¢ s s s £ = s ¢
c = S = = = = S =1 =
S o S — S = S = S = s =
S - o — o = o —
— — —

Abb. 27: Expressionsanalyse von CEACAM 1 und CD11b auf HL-60-Zellen nach Titration
mit RA-Derivaten. A) CEACAM 1-Expression B) CD11b-Expression
Durchflusszytometrie nach 5 Tagen mit 18/20 und anti-CD11b (je 10ug/ml) als Erstantikorper

ATRA und seine Derivate konnen also allein nicht die Expression von CEACAM 1 auf der
Zelloberflache von HL-60 induzieren. Nun wurde der Versuch unternommen, eine Expression
von CEACAM 1 mit Hilfe einer Kombination von DMSO und ATRA zu induzieren. Hierzu
wurden die ermittelten Konzentrationen von 1uM ATRA und 1,25% DMSO verwendet und die

Zellen erneut Uber 5 Tage inkubiert.
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In der Durchflusszytometrie wurde dabei neben CEACAM 1 und CD 11b auch CEACAM 6

gesucht.
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Abb. 28: Expression von CEACAM 1 (A) und CD 11b (B) und CEACAM 6 (C) auf
HL-60-Zellen. Inkubation der Zellen tiber 5 Tage mit den jeweiligen Kombinationen und 1uM
ATRA und 1,25% DMSO. Die verwendeten Erstantikdrper sind 18/20, anti-Cd66b, 13H10

(jeweils 10pug / ml).

Die Versuche ergaben, dass alleinige DMSO-Gabe keinerlei Einfluss in Bezug auf die Induktion
der Expression von CEACAMs oder CD 11b hat, wéhrend ATRA allein eine — wenngleich
gerine — Induktion bewirken kann. Auch die in den Voruntersuchungen festgestellten Ergebnisse
(siehe oben), bei denen eine CD 11b-Expression durch ATRA auf HL-60-Zellen gefunden
wurde, konnten nicht bestétigt werden. Kombiniert man jedoch ATRA und DMSQO, so werden in
der Tat sowohl CEACAM 1 (Abb. 28, Figur A) als auch CD 11b (Abb. 28, Figur B) exprimiert.
Fur CEACAM 6 konnte hingegen keine nennenswert erh6hten Expressionen nachgewiesen
werden. HL-60-Zellen kdnnen demnach nicht wie NB4-Zellen einfach mit ATRA differenziert
werden, sondern bedurfen einer Kombination mit DMSO, wobei auch hier nicht alle CEACAMSs

auf der Zelloberflache nachzuweisen waren.
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Die akute myeloische Leukdmie (AML) ist eine schwerwiegende Erkrankung hdmatopoetischer
Stammzellen. Eine Sonderform stellt die akute Promyelozytenleukamie (APL) dar, welche durch
spezifische Translokationen, die konstant Chromosom 17 involvieren, charakterisiert ist: die
haufigste Translokation ist t(15;17). Dabei kommt es zu einer Reifungsstérung der myeloischen
Zellreihe der H&matopoese und somit zu einer Vermehrung der unreifen Vorstufen der
myeloischen Zellreihe, den Promyelozyten.

Gegeniiber den anderen Formen der AML hat die APL eine deutlich bessere Prognose, denn fir
sie steht mit all-trans-Retinsdure (ATRA) eine zielgerichtete Therapie zur Verfigung, welche
eine sehr hohe komplette Remissionsrate aufweist. ATRA Uberwindet dabei die
Differenzierungsblockade, indem es an den RXR/RARa—Rezeptor-Komplex bindet, der ber
eine Regulation der Transkription die Differenzierung der malignen Blasten hin zu reifen
Granulozyten induziert (Nakamaki et al., 1989). Dies hat den Vorteil, dass die im Gegensatz zu
den malignen Blasten kurzlebigen Granulozyten bereits nach 8-16 h in Apoptose gehen und von
Makrophagen auf natirliche Weise gefahrlos entsorgt werden. ATRA sorgt allerdings nur fur
eine Remission auf zellularer Ebene, d.h., dass das Transkript PML/RARa in einigen
verbliebenen malignen Zellen (etwa ATRA-resistente Zellen) noch mittels biochemischer
Nachweismethoden (z.B. PCR) gefunden wird und wenn sich keine Chemotherapie (z.B. mit
Cytarabin) anschlieft, die die verbliebenen Zellen in Apoptose treibt, ein Rezidiv innerhalb
weniger Monate erfolgt (Zheng et al., 2007).

Da nicht selten Resistenzen gegen ATRA festgestellt werden — verstarkt bei Rezidiven der
Erkrankung — und daher ein Versagen der Induktionstherapie mit ATRA die Folge ist (Nason —
Burchenal et al., 1998), wird in jungster Zeit alternativ bzw. erganzend die APL-Behandlung mit
Arsentrioxid (Medikamentenname  Trisenox ®) postuliert, die nicht nur die
Differenzierungsblockade aufhebt, sondern auch direkt den PML/RARa-Abbau in den
Leukamiezellen stimuliert und im Gegensatz zu ATRA somit zu einer Remission sogar auf
molekularer Ebene fiihren kann (Zheng et al., 2007).

In dieser Arbeit wurden neben ATRA und Arsentrioxid noch GM-CSF sowie Curcumin allein
oder in Kombination mit ATRA verwendet. GM-CSF dient bereits zur Behandlung der
Neutropenie bei Chemotherapie als Infektionsprophylaxe, indem es die Granulopoese verstarken
(Link et al., 2000). Bei Curcumin handelt es sich um ein altes chinesisches Heilmittel, welches
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auf Grund seiner anti-kanzerogenen Wirkung schon in Versuchen zur Differenzierung von
Leukamiezellen in Kombination mit ATRA verwendet wurde (Song et al., 2005; Liu et al.,
2007).

Wenn eine ATRA bzw. Arsentrioxid-Behandlung tatséchlich zur Differenzierung der APL-
Zellen fuhrt, so mussten auch die fiir reife Granulozyten charakteristischen Eigenschaften wie
die Expression von bestimmten Oberflachenproteinen oder deren Granularitat nachweisbar sein.
Deshalb untersuchten wir gut etablierte Zelllinien von APL (NB4-Zellen) und AML (HL-60-
Zellen) mit und ohne ATRA bzw. Arsentrioxid-Behandlung und in verschiedenen
Kombinationen mit den oben genannten Therapeutika.

Neben der Bestimmung der ZellgroRe, der Granularitat, der Proliferations- und Apoptoserate und
der Degranulationsféhigkeit dienten bei diesen Ansédtzen auch die Oberflachenexpression,
Translation und Transkription bestimmter Zellmarker (neben CD 11b die CEACAMs 1, 3, 6 und
8) sowie die Glykosylierungstarke und exprimierten Isoformen von CEACAM 1. Bei den
CEACAMSs handelt es sich um Mitglieder der Ig-Superfamilie, die wichtige Bereiche der
immunregulatorischen Féhigkeiten der Granulozyten wie z.B. die Migration beeinflussen und

von denen CEACAM 3 und 8 charakteristisch fiir humane Granulozyten sind.

ATRA fuhrt zu einer Veranderung von ZellgroRe, Granularitat und Proliferations-

verhalten von NB4-Zellen

ATRA sorgt dafur, dass es zu einer Differenzierung der Blasten hin zu Granulozyten kommt, die
einmal initialisiert nicht reversibel war. In dieser Arbeit wurden nun die Zellen der APL-Zelllinie
NB4 mit Hilfe von ATRA allein und in verschiedenen Kombinationen mit GM-CSF und
Curcumin zu Granulozyten differenziert. Dabei konnte mittels Durchflusszytometrie gemessen
werden, dass nicht nur die ZellgroRe der mit ATRA behandelten Zellen zunahm, sondern sich
auch die fir Granulozyten typische gesteigerte Granulierung der Zellen zeigte. Die
differenzierten Granulozyten hatten dariiber hinaus eine deutlich niedrigere Proliferationsrate
und eine héhere Apoptoserate als die undifferenzierten NB4-Zellen, was dem Verhalten reifer
Granulozyten entspricht, die sich nicht mehr vermehren. Ab Tag 5 gingen die ATRA-
behandelten Zellen dann endglltig in Apoptose, was darauf schlieen lasst, dass sie um den Tag

5 herum ihre Differenzierung abschlieBen und dann der Kurzlebigkeit reifer Granulozyten
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folgend (8-16 Stunden) sterben. Die kombinierte Gabe von GM-CSF und Curcumin hatte keinen
Einfluss auf die untersuchten Differenzierungsparameter, was verwunderlich ist, da GM-CSF
eigentlich fiir seinen Apoptose- verzégernden Effekt auf Granulozyten bekannt ist (Singer et al.,
2005).

Expression von CEACAM 1, 3, 6 und 8 in differenzierten NB4-Zellen nach ATRA-Gabe

auf der Zelloberflache

Das Leukozyten-assoziierte Protein CD11b dient bisher als etablierter Differenzierungsmarker
fur Granulozyten Die Expression von CD11b kann auch auf NB4- und HL-60-Zellen durch die
ATRA-Therapie induziert werden (Di Noto et al., 1996; Zang et al., 2002, Lee et al. 2002). Die
Expression von CEACAM1-3L und CEACAM1-4L, sowie den CEACAMs 3, 6 und 8 auf
maturen Granulozyten, ist jedoch bisher wenig oder gar nicht untersucht worden.

Auf der Oberflache differenzierter NB4-Zellen wurde neben CD11b auch CEACAM 3 und
CEACAM 6 beschrieben (lketzoe et al., 2000; Barber et al., 2007), und auf differenzierten
HL60-Zellen CEACAM 1 und CEACAM 3 (Pantelic et al., 2004; Iketzoe et al., 2000).

In dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass nach ATRA-Behandlung neben CD 11b auch
CEACAM 1, 3, 6 und 8 auf der Zelloberflache von NB4-Zellen exprimiert werden. Zu einer
deutlichen Erhéhung der Expression kam es, wenn die differenzierten Zellen mit fMLP
stimuliert wurden, was dazu flhrte, dass die in Granula gespeicherten Proteine an die

Zelloberflache gelangten. Die Fahigkeit zur Degranulation ist charakteristisch fir Granulozyten.

Die Expressionskinetiken der CEACAMSs unterscheiden sich voneinander

Undifferenzierte NBA4-Zellen exprimierten weder CEACAMs noch CD 11b auf der
Zelloberflache. Wie bei einer Differenzierung hin zu Granulozyten zu erwarten, fihrt ATRA-
Behandlung zur Expression von CD11b, CEACAM 1, 3, 6 und 8 auf der Membranoberflache
von differenzierten NB4-Zellen. Interessanterweise tauchen aber nicht alle CEACAM Proteine
zeitgleich auf der Zelloberflache auf, sondern folgen einer speziellen Kinetik. An Tag 2 nach
ATRA-Gabe als erstes CEACAM 3 und 6, deren Kinetiken annéhernd identisch sind, dann folgt
an Tag 3 der plotzliche Anstieg von CEACAM 1, der sein Maximum an Tag 4 erreicht und
danach wieder etwas abféllt. Als letztes erreicht CEACAM 8 an Tag 5 sein Maximum,

woraufhin die differenzierten NB4-Zellen in Apoptose gehen und an Tag 6 alle tot sind.

-54 -



Diskussion

Auffallig ist, dass kurz nach der Expression von CEACAM 8 die NB4-Zellen in Apoptose treten,
was vermuten lasst, dass CEACAM 8, eventuell in Kombination mit einem anderen CEACAM,
an diesem Vorgang beteiligt ist. Fir CEACAM 8 wurde bisher nur eine Interaktion mit
CEACAM 6 beschrieben (Oikawa et al., 1991), prinzipiell sind jedoch weitere Interaktionen,
etwa mit dem ebenfalls erst nach CEACAM 3 und 6 exprimierten CEACAM 1 denkbar.

Fur CEACAM 1 wurde sowohl ein anti-apoptotischer Effekt in Monozyten (Yu et al., 2006) als
auch eine pro-apoptotische Wirkung in Verbindung mit UspAl (einem Protein des
Konjunktivitis-Erregers Moraxella catarrhalis) beschrieben (N Guessan et al., 2007)., In
Granulozyten ist jedoch bisher nur seine Funktion bei Adhédsion und Aktivierung der
Granulozyten bekannt (Horst et al. 2004). Ahnliche Funktionen wurden auch fir CEACAM 6
beschrieben (Barber et al., 2007)

Die CEACAM-Expression auf Transkriptionsebene unterscheidet sich von der auf
Translationsebene

Uberraschend war, dass die Expressionskinetik auf Transkriptionsebene (mRNA) nicht der der
Translationsebene entsprach. CEACAM 1 wird dabei als erstes CEACAM bereits nach 12 h
transkribiert, wahrend nach 18 h CEACAM 3 und 6 folgen und CEACAM 8-Transkripte erst
nach 48 h nachweisbar waren. Blickt man auf die Oberflachenexpression, so féallt hingegen auf,
dass hier zuerst CEACAM 3 und 6 an Tag 2 und dann erst CEACAM 1 an Tag 3 exprimiert
werden, wéahrend CEACAM 8 auch hier als letztes folgt und somit den groRten zeitlichen
Abstand zwischen Transkription und Oberflachenexpression aufweist.

Interessanterweise treten hier nur die langen CEACAM 1-Isoformen CEACAM 1-4 L und 1-3 L
auf, was Kklar darauf hinweil3t, dass ATRA reife Granulozyten entstehen lasst, bei denen keine
kurzen Isoformen vorhanden sind (Singer et al., 2002).

In der RT-PCR wird auRerdem deutlich, dass vor dem Beginn der Differenzierung der NB4-
Zellen auch keine CEACAM-mRNA vorhanden ist, bereits kurz nach Beginn der ATRA-Gabe
jedoch mit der Transkription begonnen wird. Das bedeutet, dass ATRA nicht dazu fuhrt, dass
bereits vorliegendes CEACAM auf die Zelloberflache gelangt, sondern dass durch die ATRA-
Gabe die CEACAM-Synthese erst aktiviert wird. Auflerdem l&sst sich von dem Zeitpunkt, an
dem ein Protein transkribiert wird, nicht auf den Zeitpunkt schlief}en, an dem es auch translatiert

wird.
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Glykosylierung von CEACAM 1

Die GroRe von CEACAM 1 variiert in Abhéangigkeit von der Glykosylierung. Die
Glykosylierung von CEACAM 1 in humanen Granulozyten ist héher als bei CEACAM 1 in
anderen Zellen. Im Western-Blot lieR sich erkennen, dass die Glykosylierung des CEACAM 1
bei differenzierten NB4-Zellen hoher ist als in anderen Zellen, wie etwa CEACAM1-4L-
transfizierten HelLa-Zellen. Mit einer Grolle von ca. 150 kD entspricht die hohere
Glykosylierung damit zwar noch nicht ganz der Grofie, wie sie von humanen Granulozyten
bekannt ist (160 kD), ist aber deutlich gréRer als die CEACAM 1 aus alle anderen Zelltypen, wo
sie in etwa bei 120 kD liegt. Die Ursache fiir diese unterschiedlichen Glykosylierungsgrade ist
nicht bekannt, steht aber wahrscheinlich mit der Funktion der jeweiligen Zellen in
Zusammenhang. Eventuell erleichtern die Unterschiede zwischen der Glykosylierung von
CEACAM 1 auf Granulozyten und z.B. Endothelien eine Bindung und damit die Migration.
Interessant erscheint in diesem Zusammenhang, ob die migratorischen Eigenschaften der

differenzierten NB4-Zellen durch die etwas niedrigere Glykosylierung beeinflusst werden.

Kombinationen von ATRA mit GM-CSF und Curcumin

GM-CSF, bei dem es sich um einen Wachstumsfaktor fir Granulozyten und Makrophagen
handelt und der auch physiologisch im Menschen vorkommt, wird therapeutisch genutzt. Er
dient zur Pravention und Verkirzung von Neutropenien in Chemotherapien, bei denen es zu
einer Suppression des Knochenmarks und damit der Blutbildung kommt. Durch GM-CSF wird
die Rate an schweren Infektionen auf Grund des geschwachten Immunsystems verringert (Link
etal., 2001).

Desweiteren kann es die Differenzierung von APL-Zellen in Kombination mit ATRA verstérken
(Imaizumi et al., 1994; Gianni et al., 1994; Hsu et al., 1999) und dabei sogar ATRA-resistente
Zellen in die Differenzierung treiben (Tsunumi et al. 1993; Wakayama et al., 1994).

Curcumin, eigentlich ein indisches Gewurz und traditionelles Heilmittel, weist anti-kanzerogene
Potenz auf: neben der Hemmung des Tumorwachstums in diversen Tumoren (Anto et al. 2002),
wie zum Beispiel dem Prostatakarzinom (Nakamura et al., 2002), ist es auch als
Proliferationshemmer in NB4-Zellen bekannt (Li et al., 2005). AuRerdem induziert Curcumin

dosisabhéngig die Apoptose in HL-60-Zellen (Banjerdpongchai et al, 2002).
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In dieser Arbeit wurden die Einflisse von Curcumin und GM-CSF auf die CEACAM-
Expression, aber auch auf die Apoptose und Proliferationsfahigkeit der differenzierten APL-
Zellen untersucht.

Dabei zeigte sich flr die verwendeten Substanzen, dass keine von ihnen allein zur Induktion der
Differenzierung der NB4-Zellen in der Lage ist. Thre Kombination mit ATRA bewirkt jedoch
eine Oberflachenexpression der verschiedenen CEACAMSs, wenngleich gegeniiber der alleinigen
ATRA-Gabe keine signifikanten Unterschiede in der Hohe der Expression bestehen und somit
kein besonderer Effekt, wie aus der Literatur bei anderen Zellen wie HL-60 bekannt, vorkommt.
Auch die Transkription folgt derselben Kinetik wie nach alleiniger ATRA-Gabe.

Bei der Kombination von ATRA mit GM-CSF (jeweils mit und ohne Curcumin) unterscheiden
sich die Expressionskinetiken von CEACAM 3 und 6 gegenuber denen bei reiner ATRA-Gabe
oder ATRA und Curcumin: CEACAM 3 und 6 erreichen bereits an Tag 2 ihr Maximum und
verbleiben auf diesem Stand, wahrend bei alleiniger ATRA-Gabe ein annéhernd kontinuierlicher
Anstieg mit Erreichen des Maximums an Tag 5 vorliegt. Die Transkriptionskinetiken sind
hingegen nicht verandert.

Die in Vorversuchen erzielten Steigerungen in der Expression von CEACAM 1 bei Verwendung
von Curcumin in Kombination mit ATRA konnten ebenso wenig bestatigt werden wie die
verliangerte Uberlebenszeit (Uber den fiinften Tag hinaus) der differenzierten Granulozyten bei
Kombination von ATRA mit GM-CSF.

GM-CSF und ATRA bewirken die Differenzierung von NB4-Zellen zu Makrophagen

Im Mikroskop liel? sich erkennen, dass sich bei den Ansétzen, die neben ATRA auch noch GM-
CSF verwendet hatten, etliche Zellen als adh&rent erwiesen. Sie waren grof3er als die ubrigen
NB4-Zellen und bildeten Dendriten aus. Da sowohl Makrophagen als auch Granulozyten von
derselben Vorlaufer-Zelle ausgehen, erschien die Entstehung durchaus sinnvoll. In der daraufhin
durchgefiihrten indirekten Immunfluoreszenz konnte dann auch die Anfarbung der neu
entstandenen Zellen mit dem Antikorper CD 14 gezeigt werden, einem fir Makrophagen
spezifischen Rezeptor, was den Schluss nahe legte, dass es sich bei den angeféarbten Zellen
tatsdchlich um Makrophagen handelte.

GM-CSF bewirkt also eine Differenzierung der entarteten VVorlauferzellen zu Makrophagen. Ein

interessanter Aspekt dabei ist, inwiefern der Anstieg der Makrophagenzahl als therapeutischer
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Ansatz nutzbar ist, indem z.B. die in der Therapie verstarkt anfallenden Granulozyten, die
vermehrt in Apoptose gehen, schneller oder effizienter abgebaut werden kénnen. Dazu musste
uberprift werden, ob diese Zellen tatsédchlich Uber alle Eigenschaften von Makrophagen
verfugen.

Aulerdem erscheint die Verwendung von GM-CSF in der APL-Therapie sinnvoll, da mit seiner
Hilfe auch die seltenere Form mit Translokation (11;17) behandelbar ist (Jansen et al., 1999) und
es bei Rezidiven in Kombination mit ATRA eine erneute Remission erzielen kann (Tsurumi et
al. 1993; Wakayama et al., 1994).

CEACAM: Marker fur Therapieerfolg und neuer Behandlungsansatz ?

CEACAMs, insbesondere CEACAM 5, werden bereits als Tumormarker verwendet. Die
Bestimmung von CEACAM 5 stellt hierbei eine etablierte Methode zur Verlaufskontrolle von
malignen Erkrankungen wie dem Kolonkarzinom dar. Beim kolorektalen Karzinom sind h&ufig
auch andere Mitglieder der CEA-Familie in ihrer Expressionsstiarke beeinflusst. So ist z.B.
CEACAM 1 oft herunterreguliert und CEACAM 6 erhoht (Nollau et al., 1997). Beim
kleinzelligen Lungenkarzinom (Laack et al., 2002; Sienel et al., 2003) und dem malignen
Melanom (Thies et al, 2002) fihrt eine Erhdhung der CEACAM 1-Expression wiederum zu
einer verschlechterten Prognose und erhohtem Metastasenrisiko.

Die undifferenzierten APL-Tumorzellen weisen keine CEACAMs auf ihrer Zelloberflache auf,
exprimieren diese jedoch im Zuge der Differenzierung zum Granulozyten. Kommt es zu einem
Versagen der Therapie, etwa weil im Zuge einer Rezidiverkrankung eine ATRA-Resistenz
entwickelt wird, so kénnte auch die Expression von CEACAMs auf der Zelloberflache ausfallen.
Somit ware das Fehlen der CEACAM-Expression als Marker einer nicht stattfindenden
Differenzierung anzusehen und es missten entsprechende Alternativtherapien eingeleitet
werden.

CEACANMs spielen bereits eine Rolle in der Klinik in therapeutischen Konzepten, so z.B. in der
Radioimmunotherapie der AML mit 188Re-anti-CD66 monoklonalem Antikorper, in der Radio-
immunodiagnostik und -therapie mit anti-CEA bei Kolonkarzinomerkrankungen oder in der
Pravention von organspezifischen AbstoBungsreaktionen bei Transplantaten.

Prinzipiell ist eine Nutzung des Wissens um die CEACAM-Expression auf den differenzierten
Blasten in der APL-Therapie vorstellbar, indem man CEACAM-Antikérper-Gabe in das
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Therapieschema mit einbezieht, die durch ihre Bindung an die CEACAMs Signalkaskaden

auslosen konnte, die einen zusétzlich Effekt auf die Induktion der Apoptose haben kénnten.

Arsentrioxid bewirkt keine Differenzierung von NB4-Zellen

Das aktuelle Therapieregime sieht einen Einsatz von Arsentrioxid als Reservetherapeutikum im
Falle eines Versagens der etablierten Therapie mit ATRA als Induktionsmedikament vor.
Arsentrioxid kann ATRA-resistente APL-Zellen allein oder in Kombination mit ATRA in
Apoptose bringen (Shen et al., 1997; Shao et al., 1998), und, im Gegensatz zu ATRA allein,
auch auf molekularer Ebene eine Remission erzielen (Zheng et al., 2007). Da in der Literatur
davon gesprochen wird, dass Arsentrioxid nicht nur zur Apoptose, sondern auch zur
Differenzierung von APL-Zellen fuhrt (Di Noto et al., 1999), wurden NB4-Zellen in der
vorliegenden Arbeit mit Arsentrioxid behandelt.

Unter Verwendung von Arsentrioxid konnte dabei ab einer Konzentration 0,2 UM eine Apoptose
erreicht werden. Als Marker flr eine Differenzierung wurde CD 11b gemessen, es konnte jedoch
keine erhohte Expression gemessen werden, so dass die Vermutung nahe liegt, dass es nicht zu
einer Differenzierung der NB4-Zellen kommt. Eine Mdglichkeit, eine Differenzierung zu

erreichen, wére die Kombination von ATRA und Arsentrioxid.

ATRA und HL-60-Zellen

Bei HL-60-Zellen handelt es sich nicht um APL-, sondern um AML-Zellen. In der Therapie der
AML werden derzeit Ansdtze mit ATRA untersucht. So konnten HL-60-Zellen mit ATRA
behandelt und dadurch sowohl in Apoptose getrieben (Arsenou et al., 2005) als auch
differenziert werden. Dabei gibt es jedoch unterschiedliche Angaben dazu, ob CEACAMs
induziert werden, oder nicht. In ersten Untersuchungen konnten keine CEACAMs auf der
Zelloberflache der HL-60-Zellen gefunden werden (Trayner et al., 1997), jedoch ist CD 11b
auch fir HL-60-Zellen ein Differenzierungsmarker und ist dementsprechend induzierbar
(Trayner et al., 1997; Iketzoe et al., 2000; Barber et al., 2007). Iketzoe und Mitarbeiter (2000)
fanden auch CEACAM 3 auf differenzierten HL-60-Zellen. Unter Verwendung von DMSO
wurde die Expression von CEACAM 1 auf HL60-Zellen induziert (Pantelic et al., 2004). In der

vorliegenden Arbeit wurde daher untersucht, ob die Expression verschiedener CEACAMSs durch
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die Behandlung mit ATRA und / oder DMSO induziert werden kénnen und ob diese Expression
wie auch bei NB4-Zellen als Marker fir die Wirksamkeit der Therapie genutzt werden kénnte.

In unseren Versuchen zeigte sich, dass ATRA die Proliferationsfahigkeit von HL-60-Zellen
senkt, aber ohne die Kombination mit DMSO nicht zu einer Differenzierung der Zellen fuhrt.
Kombiniert man ATRA und DMSO, so kommt es zur Expression von CD 11b und CEACAM 1
auf der Zelloberflache, jedoch nicht von CEACAM 6.
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Zusammenfassung

Die akute myeloische Leukdamie (AML) und eine ihrer Untergruppen, die akute Promyelozyten-
leuk&mie (APL), gehdren zu den erst im Erwachsenenalter auftretenden malignen Erkrankungen
des Blutes. In dieser Arbeit wurden die APL-Zelllinie NB4 und die AML-Zelllinie HL-60 mit
verschiedenen Therapeutika behandelt und unterschiedliche Parameter der Zelldifferenzierung
und —viabilitdt untersucht. Zur Untersuchung der Differenzierung wurde sowohl der etablierte
Oberflachenmarker CD11b als auch die bisher kaum untersuchten CEACAMSs1 und 6 sowie die
fur Granulozyten spezifischen Marker CEACAMS3 und 8 analysiert. Die Ergebnisse sollten
dartiber Aufschluss geben, in wie weit sich das Expressionsprofil der verschiedenen CEACAMSs
auf differenzierten und undifferenzierten AML/APL-Zellen als prognostischer Marker fir die
Wirksamkeit der Differenzierungs-Therapien verwenden I&sst.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass sich die Zellen der APL-Zelllinie NB4 unter dem
Einfluss von Retinsaure (All-Trans Retinoic Acid, ATRA) hin zu neutrophilen Granulozyten
differenzierten. Sie verénderten dabei sowohl ihrer GroRe als auch ihre Granularitat, ihr
Proliferationsverhalten und ihre Morphologie granulozytenentsprechend. Zudem zeigten die mit
ATRA differenzierten NB4-Zellen mit CD11b, CEACAM1, 3, 6 und 8 ein fur Granulozyten
typisches Expressionsprofil. Mittels RT-PCR wurden die Transkriptionskinetiken verschiedener
CEACAMs nach ATRA-Gabe untersucht, wobei weder die Transkription noch die
Proteinsynthese der verschiedenen CEACAMSs zeitgleich stattfanden. Als erstes wurde
CEACAM1, dann CEACAM3 wund 6 und zuletzt CEACAMBS8 transkribiert. Das
Expressionsmuster der vier CEACAM-Proteine auf der Zelloberflache unterschied sich jedoch
signifikant von der Reihenfolge des Auftretens der mRNA-Transkripte. Zuerst erschienen
CEACAMBS3 und 6 gleichzeitig, dann folgte CEACAM 1 und als letztes wurde CEACAMS
exprimiert. Dieses Expressionsmuster der CEACAMSs auf der Zelloberflache final differenzierter
NB4-Zellen entspricht dem von reifen humanen Granulozyten. Bei der Kombination von ATRA
mit Curcumin und/oder GM-CSF konnten keine gesteigerten CEACAM-Expressionen oder
verlangerte Uberlebenszeiten der differenzierten Blasten nachgewiesen werden. Bei der
Kombination von ATRA und GM-CSF differenzierten sich die NB4-Zellen teilweise zu
Makrophagen, was fiir die ATRA-Therapie, bei welcher eine groRe Anzahl toter Leukamie-

Zellen anfallt, von Bedeutung sein konnte.
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Neben dem Oberflachenexpressionsmuster der verschiedenen CEACAMs wurden auch die
molekulare GroRe und die CEACAML1-Isoformen analysiert. Bekanntermal3en ist ein Grofiteil
des Molekulargewichtes der verschiedenen CEACAMSs auf ihre sehr starke Glykosylierung
zurlickzufuhren. Diese Glykosylierung ist heterogen und variiert gerade bei CEACAM1 von
Zelltyp zu Zelltyp. So zeigen humane Granulozyten eine deutlich hdhere Glykosylierung (160
kD) als z.B. Epithelzellen mit (120 kD). Wir konnten nun zeigen, dass die molekulare Grof3e von
CEACAML1 auf differenzierten NB4-Zellen nahe zu dem von humanen Granulozyten entsprach.
Bei der Stimulierung der ATRA-behandelten NB4-Zellen mit fMLP kam es daruber hinaus zu
einer schnellen Erhéhung der Oberflachenexpression von CEACAML1 und 6, was bedeutet, dass
die differenzierten Zellen genau wie Granulozyten die Fahigkeit zur Degranulation besitzen.
Eine weitere Besonderheit humaner Granulozyten ist, dass sie ausschliellich die langen
Isoformen von CEACAML1 exprimieren. Wir fanden, dass dieses Merkmal auch fur die final
differenzierten NB4-Zellen zutraf.

Werden HL-60-Zellen mit ATRA behandelt, so differenzieren sie im Gegensatz zu den NB4-
Zellen nicht. Wird jedoch eine Kombination aus ATRA und DMSO verwendet, so kommt es zur
Expression von CEACAM1. CEACAMG6 konnte nicht nachgewiesen werden. Andere
CEACAMs auf HL-60-Zellen wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht getestet.

Fur Arsentrioxid konnte gezeigt werden, dass es weder auf NB4 noch auf HL-60-Zellen eine
Oberflachenexpression von CEACAMs induziert. Es war jedoch dazu in der Lage, die beiden

Zelltypen in Apoptose zu treiben.
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Materialien und Methoden

Viele der verwendeten Methoden sind gebrduchliche Arbeitsweisen in molekularbiologisch oder
biochemisch arbeitenden Laboratorien, die in Ublicher oder leicht abgeédnderter Form
angewendet wurden. Auf eine detaillierte Referenzliste beziiglich der Methoden wurde daher
verzichtet. Alle gebréuchlichen Methoden und dazugehérige Referenzen sind in folgenden
Protokoll-Sammlungen wiedergegeben: Ausubel et al. (2002): Current Protocols in Molecular
Biology, Vol.1+2; Maniatis et al. (1989): Molecular cloning: a laboratory manual Vol. 1-3.

Gerate

Brutschrank (Hraeus 6000, Kendro); Coulter Particle Counter Z1 (Coulter); Feinwaage
(Adventurer, Ohaus); Kuhlzentrifuge (Sorvall RC-5B, Kendro Laboratory Products);
Magnetrihrer (IKAMAG, Roth); Lichtmikroskop (Diavert, Leica); Photometer

(BioPhotometer, Eppendorf); Schittel-Inkubator (Innova 4230 Shaker, Memmert); Sterilbank
(Gelaire Class 100, Gelman Instruments); Thermomixer (5436, Eppendorf); Tischzentrifuge
(Biofuge pico Heraeus, Kendro Laboratory Products); Ultraschall (SonicatorTM W-375, Heat
Systems-Ultrasonics, Inc.); Ultrazentrifuge (Sorvall CombiPlus, Kendro Laboratory Products);
Waage (CP622, Sartorius); Wasserbad (GFL); Schwenkrotor-Zentrifuge (Megafuge 1.0R,
Heraeus);

Alle hier nicht aufgefihrten Gerédte sind unter ihrer jeweiligen spezifischen Anwendung

angegeben.

RNA-Isolierung (Gesamt-RNA) mit RNAzol

Fur die Gewinnung von Gesamt-RNA aus kultivierten Saugerzellen wurde RNAzol verwendet
(Peglab, Erlangen). Diese Methode hat den Vorteil, dass mit RNAzol versetzte Proben ohne die
Gefahr einer Schadigung der enthaltenen RNA bis zu 6 Monate bei —-80°C gelagert werden
kdnnen.

5*10° nach Wunsch behandelte eukaryonte Zellen mit 1 ml RNAzol abschaben, mit einer Pipette
homogenisieren und 5 min bei Raumtemperatur inkubieren (oder die Probe bei —80°C fiir einen

spateren Gebrauch wegfrieren). 200 pl Chloroform zugeben, 15 s kréftig schitteln, 3-10 min auf

-63-



Materialien und Methoden

Eis stellen und bei 4°C, 13.000 rpm 5 min zentrifugieren. Die obere Phase vorsichtig in ein
frisches Roéhrchen Gberfiihren, 1 Volumen Isopropanol dazugeben, 5-10 min auf Eis inkubieren
und bei 4°C, 13.000 rpm 10 min zentrifugieren. Das Pellet zweimal mit 70% EtOH waschen
(vortexen, bei 4°C, 13.000 rpm 10 min zentrifugieren), kurz an der Luft trocknen und in 30-100
pl ddH,O l6sen. Die RNA kann fir alle gangigen Methoden wie z.B. RT-PCR verwendet
werden. Alternativ wurde zur RNA-Isolierung das RNA-Total-1solation-Mini-Kit von Qiagen

(Hilden, Deutschland) nach Protokoll verwendet.

Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Um die Menge und Reinheit der DNA bzw. RNA abzuschéatzen, wird die Absorption der DNA-
bzw. RNA-haltigen Loésung bei 260 bzw. 280 nm gemessen. Bei 260 nm liegt das
Absorptionsmaximum fir Nukleinsduren, bei 280 nm liegt das Absorptionsmaximum von
Proteinen und Phenol. Aus dem Quotienten OD,0/ODogp lasst sich somit auch ein Riickschluss
auf die Reinheit der DNA/RNA ziehen, denn Werte unter 1,8 zeigen an, dass die Probe zu viele
Proteine enthalt, Werte (ber 2,0 weisen erfahrungsgemall darauf hin, dass die Probe
wahrscheinlich  viel RNA bzw. DNA als Verunreinigung enthilt. Uber den
Extinktionskoeffizienten fur DNA bzw. RNA in wassrigen Losungen lasst sich Uber das
Lambert-Beer-Gesetz die Konzentration der DNA/RNA ermitteln. Eine OD,g = 1 entspricht 50
pug/ml Doppelstrang-DNA, bzw. 40 pg/ml RNA.

Reverse Transkription von RNA (Erststrang-cDNA-Synthese)

Reverse Transkriptasen sind in der Lage, RNA in DNA umzuschreiben, und so aus RNA eine fur
die PCR geeignet Matritzen-DNA herzustellen. Die Erststrang-cDNA-Synthese erfolgte mit dem
Superscript-111-System von Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland). Es wurden 5 pg Gesamt-RNA
mit 250 ng Random-Primer (Random-Hexamere Oligonukleotide) und 1 pl 10 mM dNTP Mix
zusammengegeben, auf 13 pl aufgefillt, fir 5 min auf 65°C erhitzt und sofort wieder auf Eis
gelagert. Dann wurden 4 pl 5X First-Strand-Buffer, 1 pl 100 mM DTT, 1 pl RNaseOUT (40
U/ul) und 1 pl Superskript 11 (200 U/ul) dazugegeben und der Ansatz 5 min bei 25°C, 60 min
bei 50°C ( Erststrang-cDNA-Synthese ) und 15 min bei 70°C (Hitze-Inaktivierung) inkubiert.

Die so erhaltene cDNA wurde dann als Matrix fir weitere PCRs verwendet (siehe oben).
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PCR (Polymerase Chain Reaction)

Die PCR ermdglicht die exponentielle Vervielféltigung definierter DNA-Abschnitte bis ca. 20 kb
in vitro. Dazu werden Oligonukleotide (Primer) bendétigt, die die zu amplifizierende Sequenz 5’
und 3’ flankieren, wobei der 5’-Primer in Sense-Orientierung und der 3’-Primer revers-
komplementar zum abgelesenen DNA-Strang vorliegen muss. Die Primer sollten eine Lange von
ca. 20 Nukleotiden besitzen sowie einen GC-Anteil von ca. 50-60% aufweisen, wobei es sich
empfiehlt, die Schmelztemperaturen eines Primer-Paares mdglichst nicht stark voneinander
abweichen zu lassen. Die Vervielféltigung der DNA erfolgt durch eine DNA-Polymerase in
wiederholten Zyklen. Zuerst wird die DNA bei 94°C denaturiert, dann folgt die Bindung der
Primer an die jetzt einzelstrangige DNA (Annealing) bei fir die jeweiligen Primer spezifischen
Temperaturen (Annealing-Temperatur). Anschlieend erfolgt die eigentliche Amplifikation der
DNA. Dazu wird die Temperatur dem jeweiligen Arbeitsoptimum der Polymerase angepasst,
wobei fir “Standard”-Polymerasen 72°C verwendet werden. Mit jedem Zyklus verdoppelt sich
die Anzahl der von den Primern flankierten Transkripte, so dass man nach 24 Zyklen bei einer
theoretischen Effizienz von 100 % 22* Transkripte pro Matritzen-DNA erhalt.

Die zur Vervielféltigung von cDNA verwendeten Primer sind im Abschnitt PCR-Primer fur
verschiedene CEACAMSs im Einzelnen aufgefuhrt. Fir Test-PCRs wurde die rekombinante Taq
von Fermentas (St. Leon-Roth). Standard-Reaktionsansatz Taq rc (Fermentas, St. Leon-Roth):
5 ul 10X Taq — Puffer, 2,5 ul 4 mM dNTP (each), 2 pl 50 mM MgCl,, 1,5 pl 10 pmol/ml Sense-
Primer, 1,5 pl 10 pmol/ml Reverse-Primer, 1 pl Tag, 100 ng Matritzen-DNA, ad. 50 pl ddH.0.
Reaktionsverlauf einer PCR (Taq): 1 Zyklus mit 2 min 94°C; 35 Zyklen mit 30 s 94°C, 30 s
Annealing-Temperatur (60°C), 1 min pro kb zu vervielfaltigender DNA 72°C; 1 Zyklus mit 1
min 72°C.
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PCR-Primer fir verschiedene CEACAMs

Tabelle 2: alle Sequenzen sind in 5°-3"-Richtung angegeben; hu: human, FP: Forward Primer,
BP: Backward Primer, CC: CEACAM

Transkript Primer Sequenz Fragment-
Lange (in
Basenpaaren)
CEACAM 1L huFP-CC1 GCAACAGGACCACAGTCAAGACGA
CEACAM 1- huBP-CC1- GTGGTTGGAGACTGAGGGTTTGTG 505/207
4L/3L long C
CEACAM 1- huBP-CC1- AGTGGTCCTGAGCTGCCGGTCTTC 461/167
4S/3S short
CEACAM 3 | CC3 neu sense AGGCAGCAGAGACCATGG
CEACAM 3 CC3 neu GAGAAGGCAGAGCTGTGG 570
reverse
CEACAM 6 | CC6 neu sense GTTCTTCTACTCGCCCACAAC
CEACAM 6 CC6 neu CGTTCCTTTTGACCGCTGAGTAG 440
reverse
CEACAM 8 | CC8neu sense ATCTCAGCCCCTTCCTGCAG
CEACAM 8 CC8 neu CAGTTGTAGCCACGAGGGTC 180
reverse

Agarosegel-Elektrophorese

Die Auftrennung der DNA erfolgte je nach GroRe der zu untersuchenden DNA in 0,8 (>5 kb) bis
3%igen (<100 bp) Agarosegelen (Standard: 1%). Die Agarose wird in 1x TAE-Puffer (0,04 M
Tris/0,1% Acetat/2mM EDTA) durch Kochen gelést und nach Abkihlen auf 50°C in
entsprechende Gelschlitten gegossen. Nach Erstarren der Agarose wird das Gel in die mit
IXTAE-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer gelegt. Die Proben werden mit Probenpuffer
(10X Probenpuffer: 60% Glycerin, 200 mM EDTA, 0,0025% Bromphenolblau) versetzt, in die
Taschen geflllt und bei 75 V bis zur gewiinschten Laufstrecke aufgetrennt. Nach 10-mindtiger

Inkubation des Gels in einem Ethidiumbromidbad (0,5 ng/ml), bei dem das Ethdiumbromid in
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der DNA interkaliert und sie dadurch sichtbar macht, kann die DNA unter ultraviolettem Licht
(366 nm) visualisiert und fotografiert werden. Alternativ zu Ethidiumbromidbad kann das
Ethidiumbromid auch direkt in das Gel gegeben werden. Dazu die zur Homogenitat gekochte
Agarose in TAE auf ca. 60°C abkihlen lassen und 0,5 pl Ethidiumbromid-Stocklésung pro 100
ml Gellésung dazugeben. 50X TAE: 242 g Tris-Base, 57,1 ml Essigséure (100%), 100 ml 0,5 M
EDTA, ad. 1 | H,0O. GroRenstandard fur dsDNA: 1kb-Plus DNA-Leiter (Invitrogen, Karlsruhe).
Ethidiumbromid-Stockldsung: 10 mg/ml, bei 4°C oder RT aufbewahren.

Antikorper

Der monoklonale Maus-anti-Ratten-CEACAM 1-Antikdrper Be9.2 wurde in diesem Labor
gewonnen (Becker et al., 1986). Andere benutzte Maus-monoklonale Antikdrper: anti-CEACAM
1/5 (4/3/17, F. Grunert, Genovac, Freiburg); anti-CEACAMG6 (13H10, F.Grunert, Genovac,
Freiburg); anti-CEACAM1/5 (18/20, Singer, AG Reutter, Berlin); anti-CEACAM 1/3/4/5/6
(2D-3, Singer, AG Reutter, Berlin); anti-CEACAM 3/5 (Col-1, Dr J. Schlom NCI, USA), anti -
CEACAMS8 (80H3, Immunotech, Frankreich); anti-CD66b (Immunotools, Friesoythe;
Deutschland); anti-CD11b FITC-konjugiert (Immunotools, Friesoythe; Deutschland); antiCD14
(Immunotools, Friesoythe; Deutschland) polyklonale Antikdrper: Kaninchen-anti-Human-CEA
(Dako, Dénemark); Peroxidase-konjugierter Ziege-anti-Maus und Ratte-anti-Maus; Ratte-anti-
Ziege-1gG-HRPO-konjugiert;  Ziege-anti-Kaninchen-HRPO-konjugiert;  Ziege-anti-Human-
HRPO-konjugiert (Jackson ImmunoResearch Europe, Cambridgeshire, UK).

Indirekte Immunfluoreszenz

Bei der indirekten Immunfluoreszenz wird ein unmarkierter Antikorper an die spezifischen
Antigenstrukturen der Zielzellen gebunden und in einem zweiten Schritt die Zellbindung des
primaren AntikOrpers durch Anheftung eines sekundéren, fluoreszenzmarkierten Anti-
Antikorpers an diesen nachgewiesen. Die hohere Sensitivitat der indirekten Methode im
Vergleich zur direkten resultiert aus der Bindungsfahigkeit mehrerer Sekundérantikérper an den
priméren, was folglich zur Verstarkung des Signals fuhrt. Ein weiterer Vorteil der indirekten
Immunfluoreszenz ist, dass der Primdrantikorper nicht direkt an einen Farbstoff gekoppelt sein

Mmuss.
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Es konnen dazu verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe, wie z.B. FITC und Cy-2 (griine Emission),
Rhodamin (rote Emission) und Propidiumjodid (dunkelrot fluoreszierender, in die DNA
interkalierender Farbstoff) verwendet, wobei auch Mehrfachfarbungen moglich sind. Die
indirekte Immunfluoreszenz wurde beim FACS, ELISA und im Immunfluoreszenzmikroskop

verwendet.

Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie beruht prinzipiell auf der Messung von Einzelzellen, die einzeln durch
eine Kapillare gesaugt werden und dann eine Messeinheit passieren, in der sie von einem
Argonlaser angestrahlt werden.

Uber die von der Zelle verursachte Streuung des Lichtes erhalt man Auskiinfte tber GroRe
(Vorwartsstreuung, engl. "forward scatter” = FSC) und Granularitdt/Membranbeschaffenheit
(Seitwartsstreuung, engl. "side scatter" = SSC) der Zelle. Mit Hilfe dieser beiden Messparameter
sind unterschiedliche Zellpopulationen identifizierbar (z.B. Lymphozyten, Monozyten,
Granulozyten). Die Zellen kénnen auBerdem mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gefarbt
werden, die bestimmte Fluoreszenzimpulse emittieren, um weitere Informationen tber Zellart
und Zustand der Zelle zu erhalten.

Das FACS-Gerédt von BD Biosciences Immunocytometry Systems verfligt Gber einen Argon-
Laser, der eine Anregungswellenlange von 488 nm generiert. Es stehen drei verschiedene
Emissionskanéle zur Verfugung, so dass bis zu drei verschiedene Fluorochrome eingesetzt
werden konnen, wenn ihre Anregung im Bereich von 488 nm und ihre Emission in nicht
uberlappenden Bereichen liegt (z.B. Fluorescein-Isothiocyanat/FITC und Phycoerythrin/PE bzw.
Tetramethylrhodamine-Isothiocyanat/ TRITC).

Die Zellen werden in kaltem FACS-Puffer (PBS mit 3 % FCS) gut vereinzelt und dann in 100 pl
PBS/1% FCS oder PBS/1% BSA aufgenommen. Fir die FACS-Analyse werden die Zellen
gezéhlt und pro Ansatz 100.000 bis 500.000 Zellen eingesetzt. Alle folgenden Schritte erfolgen
auf Eis.

Um die spontane Apoptoserate zu quantifizieren, wurden die Zellen 45 min mit 10 pg/ml
Propidiumjodid (PJ, interkaliert in Nukleinsauren) inkubiert.

Um die Oberflachenexpression membranstandiger Rezeptoren zu testen, wurden die Zellen
mit dem entsprechenden priméren Antikorper (10 pg/ml in FACS-Puffer) fir 1 h auf Eis
inkubiert, zweimal mit FACS-Puffer gewaschen und anschlieRend mit dem fluoreszenz-
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markierten sekundaren Ziege-anti-Maus F(ab’)2 in PBS fir 1 h auf Eis im Dunkeln inkubiert.
Die geféarbten Zellen wurden vor der Analyse dreimal mit eiskaltem FACS-Puffer gewaschen.
Die Messung erfolgte am FACScan Instrument und wurde mit dem Lysis-11-Programm (beides
BD Biosciences, CA, USA) ausgewertet. Grundsétzlich wurden Kontrollfarbungen mit einem
Isotyp- Ubereinstimmenden Ig anstelle der Primérantikorper durchgefuhrt, da die FACS-Analyse
eine relative und keine absolute Methode ist. Diese Kontrollfarbungen dienten zur Feststellung
der jeweiligen Hintergrundfluoreszenz und zum Einstellen des FACScan-Instruments. Die

Analyse der Daten erfolgte mit der CellQuest Software (BD Biosciences).

Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie

Die Zellen wurden auf 8-Well-Zellkulturobjekttragern kultiviert (Plastik) und entsprechend der
Fragestellung (Entstehung von Makrophagen bei GM-CSF-Stimulierung) stimuliert. Die Zellen
wurden mit PBS gewaschen und anschliefend fir 20 min bei Raumtemperatur (RT) in 4%
PFA/PBS fixiert. Waschen Die Objekttrager wurden fir 1 h mit 1% BSA/PBS blockiert, mit dem
primaren Antikérper CD14 (10 pg/ml) uUber Nacht bei 4 °C inkubiert, mit 1% BSA/PBS
gewaschen und mit den entsprechenden CY2-gekoppelten sekundaren Antikdrpern (1:250) fir 2
Stunden im Dunkeln inkubiert. Die Objekttrager wurden mit Elvanol eingedeckelt und uber
Nacht getrocknet. (Herstellung von Elvanol [70% PBS, 25% Glycerol, 5% Polyviol, 0,5% -
Mercaptoethanol, 1 mg/ml Phenylendiamin] : 3 g Polyviol in 40 ml PBS lésen und 16 h riihren
lassen. 15 ml Glycerin zugeben und weitere 16 h rihren lassen. 15 min bei 12000 rpm [Sorvall]
zentrifugieren, Uberstand zur Weiterverwendung dekantieren. 1 mg Phenylendiamin/ml
Gesamtvolumen zugeben und lichtgeschitzt I6sen. pH auf 8 einstellen, 250 ul Mercaptoethanol
zugeben und lsen. Ansatz aliquotieren und bei —20°C aufbewahren)

Die indirekte Immunfluoreszenz wurde bei vierzigfacher (Zeiss Plan-Neofluar; N.A. 0.90) bzw.
63-facher (Zeiss plan-Neofluar; N.A. 1.25) Vergroflerung mit einem Zeiss Axiovert 200
Mikroskop aufgenommen, welches mit dem 'AxioCam Digital System' (einer digitalen Schwarz-
Weili-Kamera) ausgerlstet war. Alle Bilder wurden zur weiteren Bearbeitung in Adobe

Photoshop importiert.
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Konzentrationsbestimmung von Proteinen

BCA-Methode: Prinzipiell wurde zur Proteinbestimmung in den Lysaten das BCA-Test-Kit der
Firma Pierce verwendet. Dieses Kit enthalt die Losung A (BCA) und Loésung B
(4% CuSO4x5H,0). Proteine reduzieren im alkalischen Milieu Cu®* zu Cu*. Die Bichinonin-4-
carbonsdure (BCA) reagiert mit Cu+, wobei zwei Bichinoninsdure-Molekiile einen intensiv
purpur-gefarbten Chelatkomplex mit dem Cu’-lon eingehen. Die Proben werden in 96-Well-
Mikrotiterplatten mit je 200 ul der Reaktionsldsung, die aus 50 Teilen Lésung A und einem Teil
der Losung B zusammengesetzt wird, versetzt. Nach Inkubation fir ca. 45 min bei RT wird die
Extinktion bei 570 nm im ELISA-Reader gemessen. Aus BSA-Proben bekannter
Konzentrationen kann eine Eichgrade erstellt werden, anhand derer die Konzentration der

unbekannten Probe bestimmt wird.

Immunprazipitationen

Fur Immunprazipitationen wurden Lysate mit 100 pg Protein mit 3 bis 5 pg des entsprechenden
Antikdrpers oder Ig-Kontrollen und 30 ul Protein-G-Sepharose fir 8 h bei 4°C auf dem Drehrad
inkubiert. Das Pellet wurde viermal mit eiskaltem Lysispuffer gewaschen.

Die pelletierte Protein-G-Sepharose wurde fiir die weiteren Analysen in 60 pl reduzierendem
Lammlipuffer bei 5°C fir 7 Minuten gekocht und damit fir die weitere SDS-PAGE-Analyse

vorbereitet.

SDS-PAGE nach Laemmli

Fur die vertikale Elektrophorese von Proteinen wurde das Mini-Protean-System Il der Firma
Biorad verwendet. Es wurden diskontinuierliche Gelsysteme mit Trenn- und Sammelgel
verwendet. Es wurde zunachst das Trenngel gegossen und nach der Polymerisation desselben das
Sammelgel darauf gegossen. Die SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese) wurde
unter denaturierenden und reduzierenden Bedingungen durchgefuhrt. Die Protein-haltigen
Proben werden im Verhéltnis 5:1 mit funfach reduzierender Probenpuffer (L&mmli) gemischt
und 5 min bei 95°C gekocht. Die Elektrophorese erfolgte zum Einlaufen der Proben ins
Sammelgel bei konstanter Spannung von 100 V und zur Auftrennung im Trenngel bei konstanter

Spannung von 200 V.
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Loésung A: 30% Acrylamid (w/v), 0,8% N,N"Methylenbisacryl-amid (w/v). Lésung B: 0,2%
SDS (w/v), 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8. Lésung C: 0,2% SDS (w/v), 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8.
Trenngellosung: (X%ig): (X/30)*9 ml Loésung A; 2,25 ml Loésung B; 9-(LsgA+LsgB) ml
ddH,0; 45 ul APS (10%); 4,5 ul TEMED. 4%ige Sammelgellésung: 0,4 ml Losung A; 0,75 ml
Losung C; 1,85 ml ddH,0; 12 ul APS (10%); 3 ul TEMED. Zehnfach Laufpuffer: 0,25 M Tris,
pH 8,8 (kein HCI! pH stellt sich ein!), 1,92 M Glycin, 1% SDS (w/v). Einfach Laufpuffer: 1
Vol 10X Laufpuffer, 1Vol EtOH, 8Vol ddH,0. Funffach Probenpuffer (reduzierend): 12,5%
SDS (w/v); 0,3 M Tris-HCI, pH 6,8; 50% Glycerin (v/v); 0,015% Bromphenolblau (w/v), 50
mM Dithiothreitol (DTT).

Es wurden vor allem Gele mit einer Prozentigkeit von 7,5% genutzt. Je hoher die Prozentigkeit
des Gels, desto langsamer laufen die Proteinbanden durch das Gel und desto weniger deutlich
wird die Auftrennung zwischen den einzelnen Banden. Je kleiner das Protein ist, desto héher

sollte die Prozentigkeit sein.

Tricin-SDS-PAGE

Als Alternative zu den Lammli-Gelen existiert auch das Tricin-Gel, dessen Vorteil die bessere
Auftrennbarkeit eines breiteren Proteinbereiches (10 — 150 kD) darstellt. Mit Hilfe des Tris-
Tricin-Systems kodnnen Proteine in einem Molekularbereich von 20-250 kD in einem Gellauf
analysiert werden, was mit Lammli-Gelen nur unter Verwendung von Gradienten-Gelen maglich
ist. Durch das Glycerin im Trenngelpuffer ist es mdglich, das Sammelgel sofort nach dem
Einfillen des Trenngels einzufullen und beide Gele zusammen polymerisieren zu lassen. Die
Trennung erfolgt wahrend des Einlaufens der Proben ins Sammelgel bei 60 V und im Trenngel
bei maximal 120 V. Die Laufzeit ist allerdings verlangert.

Losungen flr Tricin-Gelsysteme. Anodenpuffer: 0,2 M Tris-HCI, pH 8,9. Kathodenpuffer: 0,1
M Tricin; 0,1% SDS; 0,1 M Tris-HCI, pH 8,3 (pH stellt sich von alleine ein). Gelpuffer: 0,3%
SDS; 3 M Tris-HCI, pH 8,45. Acrylamidstammlésung: 30% Acrylamid (w/v), 0,8%
N,N"Methylenbisacryl-amid  (w/v). Ansatz fir 4 Minigele: Trenngel: 31 ml
Acrylamidstammlésung; 5 ml Gelpuffer; 1,5 ml Glycerin; ad 15 ml ddH,0; 75 pl APS (10%);
7,5 ul TEMED. Sammelgel: 1 ml Acrylamidstammlésung; 3,1 ml Gelpuffer; ad 12,5 ml ddH,0;
100 pl APS (10%); 10 pl TEMED.

In der Regel wurden fir die Sammelgele eine Prozentigkeit von 4% und fir die Trenngele eine

von 7 % oder 9% in Abhangigkeit von der ProteingréRRe verwendet.
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Western-Blot

Es wurde mit einer Blotapparatur der Firma Biorad geblottet. Direkt nach der Elektrophorese
wird der Sandwich-Blot luftblasenfrei unter Blotpuffer zusammengebaut, so dass die
Nitrozellulosemembran (Schleicher und Schull, Dassel, Deutschland) zur Anode zeigt
(Whatman-Papier/Nitrozellulose/Gel/Whatman-Papier). Der Transfer wird bei 4°C mit einer
konstanten Stromstérke von 250 mA fur 60 min in Blottpuffer durchgefiihrt. Blottpuffer: 150
mM Glycin, 20 mM Tris-HCI, pH 8,3. 10% EtOH. Die Kontrolle des Transfers erfolgt durch
Farbung der Proteine auf der Membran mit dem reversiblen Farbstoff Ponceau-Rot. Nach ca. 1-
minutiger Farbung in Ponceauldsung (fiinffach Stammldsung: 2% Ponceau-Rot (w/v) 30% TCA
(v/v), 30% Sulfosalicylsdure (w/v); Einmal-L6ésung, wiederverwendbar) wird mit ddH,O wieder
entfarbt, bis die Proteinbanden sichtbar werden. Die Positionen des Molekulargewichtsstandards
werden markiert, dann wird die Membran in PBS (140 mM NaCl, 8,1 mM Na;HPQO,, 1,5 mM
NaH,PO,, pH 7,8) wieder komplett entfarbt.

Immunhistochemischer Nachweis von Proteinen auf der Nitrozellulosemembran

Die Nitrozellulosemembran wurde in 10% Magermilchpulver in PBS (140 mM NaCl, 8,1 mM
Na;HPO,4, 1,5 mM NaH,PO,4, pH 7,8) fir mindestens 1 h bei RT oder bei 4°C uber Nacht
blockiert. Alle anschlieBenden Inkubations- und Waschschritte werden in PBS bzw. PBS-T
(PBS/0,1% Tween 20) bei einem pH von 7,8 durchgefuhrt. Die Membran wird mit dem ersten
Antikdrper in PBS und Milch (1%) mindestens 2 h bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei
4°C inkubiert. Die Membran wird 3 x 2 min mit PBS-T gewaschen und mit dem zweiten
Antikdrper, einem mit Peroxidase-gekoppelten anti-Maus-Antikorper, in PBS und Milch (1%)
fir 1 h bei RT inkubiert. Nach grindlichem Waschen (mindestens 3x 5 Minuten) in PBS-T wird
das Tween 20 durch 2 x Waschen in PBS entfernt, da es die Peroxidase-Entwicklung stort. Der
Blot wird mit der ECL-Methode entwickelt. Die Membran wird zwischen Plastikfolien gelegt,
evtl. der Standard mit Leuchtknete (Spielwarengeschaft) markiert und mit einer Mischung aus 10
ul Losung A, 1 ml Lésung B und 3 ul Lésung C betropft. Die Chemilumineszenz wurde mit dem
digitalen Fujifilm LAS-1000 Imaging-System tber eine CCD-Kamera erfasst und mit Hilfe der
Multigauge (Fuchi) analysiert und quantifiziert. Die Aufnahmen wurden zur weiteren

Bearbeitung in Adobe Photoshop importiert. Bei schwachen Blotsignalen wird ein Rontgenfilm
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(BioMax Film, Kodak) fur 5 s bis 30 min belichtet und anschliefend in Entwickler- und
Fixiererlosung (KodakGBX Entwickler- und Fixiererkonzentrat, 1:5 zu verdiinnen) entwickelt.
Ldosungen fiir die Chemilumineszenz: Losung A: 6,8 mM p-Cumarséure in DMSO. Ldsung B:
1,25 mM Luminol in 100 mM Tris-HCI, pH 8,5. Lésung C: 3% H,0, (taglich frisch ansetzen).

Zelllinien und allgemeine Zellkulturbedingungen

Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien sind NB4 (humane Akute-Promyelozyten-Leukémie-Zelllinie), HL-
60 (humane Akute-Promyelozyten-Leukamie-Zelllinie), HelLa (Cervixkarzinom, epithelial,
human) und stammen alle von der DSMZ aus Braunschweig. Die humanen Granulozyten

wurden aus dem Blut gesunder Mitarbeiter gewonnen.

Allgemeine Kulturbedingungen

Alle Sauger-Zelllinien wurden im Zellkultur-Brutschrank, (Heraeus 6000, Kendro Laboratory
Products) bei 37°C unter 5% CO,-Begasung und befeuchteter Luft kultiviert. Als Nahrmedium
wurde RPMI-1640 mit 10% FKS (fetales Kalberserum), 2mmol L-Glutamin und 100 mg/ml
Penicillin/Streptomycin verwendet. Die adhéarenten Zellen (HeLa) werden bei 80-90%
Konfluenz alle 3-4 Tage passagiert. Zum Abltsen der Zellen wurden diese zunédchst gewaschen,
anschlieBend fir 3-5 Minuten trypsiniert (Trypsin von Invitrogen) und schlieflich in 5 mi
Medium mit 10% FCS (blockt Trypsin) je Falcon-Réhrchen resuspendiert. Die resuspendierten
Zellen wurden nun in entsprechenden Fraktionen auf die neuen Kulturschalen / - flaschen
verteilt.

Die in Suspension vorkommenden Zellen (NB4, HL-60) wurden hingegen fiir 3 Minuten bei
1000 Umdrehungen pro Minute pelletiert, das Medium abgesaugt und verworfen und die Zellen
mit Medium resuspendiert. Anschlie3end wurden die Zellen im Neubauersystem gezéhlt und mit
entsprechenden Verdinnungen ausgesaht oder fiir die jeweiligen Ansédtze verwendet. Die
Zellkultur-Materialien stammen von den Firmen BD Biosciences Discovery Labware (Bedford,
USA), Biochrom KG (Berlin), Corning (New York, USA), Nunc (Wiesbaden), PAA (C6lbe) und
TPP (Trasadingen, Schweiz).
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Differenzierung der Zelllinien

Es wurden je 10° Zellen der Myelomazelllinien in 6 ml RPMI-Medium (siehe allgemeine
Kulturbedingungen) fur 2 Stunden bis maximal 5 Tage in verschiedenen Stimulationsansatzen
kultiviert. Zu den benutzten Agenzien gehorten all-trans-Retinsaure (ATRA), 13-cis-Retinsaure,
9-cis-Retinsdure, G-CSF, GM-CSF, Curcumin, DMSO und Arsentrioxid, die zur Inkubation der
Zellen allein oder in Kombination Verwendung finden. Dabei erfolgte bei den langer dauernden

Ansatzen nach 3 und 4 Tagen jeweils ein Medium-Wechsel.

Herstellung von Zelllysaten

Das pelletierte Zellsediment wurde mit einer Lésung aus Lysispuffer (1% TritonX, 25mM
HEPES, 150 mM NaCl, 5mM MgCl,, pH 7,2) und Protease-Inhibitor (AEBSF, E-64, Betastatin,
Leupeptin, Aprotinin, ) und ImM PMSF und resuspendiert und fiir etwa eine halbe Stunde unter

gelegentlichem Vortexen auf Eis inkubiert.

Isolierung von humanen Granulozyten

Die Leukozyten wurden mit Hilfe von Sedimentation durch Plasmasteril (Fresenius, Bad
Homburg) von den Erythrozyten und Thrombozyten getrennt (3 ml Plasmasteril auf 10 ml Blut
fiir 40 min bei Raumtemperatur). Der weiliche Uberstand wurde abgenommen und pelletiert

(5 min bei 2.000 Umdrehungen je Minute), das Pellet in PBS resuspendiert (der Uberstand
wurde verworfen) und dann mit Ficoll (10-12 ml/ 50 ml Blut) in seine einzelnen Bestandteile
(Granulozyten, Lymphozyten, restliche Erythrozyten) aufgetrennt.

Nach anschlieBender dreiBigmindtiger Zentrifugation (3 Minuten bei 2.000 und 27 Minuten bei
3.000 rpm) konnten die im Uberstand zu findenden Lymphozyten abgesaugt und die im
Zellpellet verbliebenen Erythrozyten mit einer hypoosmolaren Losung lysiert werden (,,Osmo-
Schock®), indem aqua dest. fur 10-20 s zum Pellet gegeben wurde und das Pellet danach in
einem mit Medium geflllten Roéhrchen resuspendiert wurde (um das aqua dest. zu verdlinnen).
Nach erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand mit den lysierten Erythrozyten abgenommen
und die Prozedur so oft wiederholt, bis sich keine Erythrozyten mehr im Pellet befanden, also ein
klar weilles Pellet vorlag. Die gewonnenen Granulozyten konnten danach in Medium

resuspendiert werden. Alle Schritte laufen bei Raumtemperatur ab.
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Proliferationsassay

Der CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega GmbH, Mannheim)
beruht auf einer kolorimetrischen Methode zur Bestimmung lebender Zellen und fulRt auf der
Reduktion einer Tetrazolium-Komponente zu einem farbigen, ldslichen Formazan-Produkt.
Diese Reduktion erfolgte durch vitale Zellen unter Verbrauch von NADH oder NADPH, welche
in metabolisch aktiven Zellen gebildet werden. Die Formazan-Konzentration ist also der Anzahl
der metabolisch aktiven Zellen gegenuber proportional.

Es wurden gemé&lR der Angaben des Herstellers auf einer 96-Well-Mikrotiter-Platte je 1.000
Zellen (nach 5-tagiger Inkubation entsprechend der Fragestellung)/Well mit jeweils 20pl
CellTiter 96® AQueous One Solution fir 4 Stunden im Brutschrank inkubiert. Hierbei wurden
jeweils 3fach-Bestimmungen durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Platten bei einer

Wellenldnge von 450 nm im ELISA-Reader (Sunrise, Tecan) gemessen.
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Abkirzungsverzeichnis

Abkulrzungsverzeichnis

AEBSF 4-(2-Aminoethyl)-benzensulfonylfluorid

AML Akute myeloische Leukdmie

APL Akute Promyelozyten-Leukamie

ATRA all-trans retinoic acid

bp Basenpaar

BSA bovines Serumalbumin

CEA carcinoembryonic antigen

CEACAM carcinoembryonic antigen — related cell adhesion molecule
d day/Tag

ddH,0 doppelt destilliertes Wasser

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonucleic Acid

dNTP Desoxynucleosidtriphosphat

DTT Dithiothreitol

DNS Desoxyribonucleinsiure

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzyme Linked Immuno Adsorbent Assay

EtOH Ethanol

FACS Fluorescence-Activated Cell Scanning/Sorting, Durchflusszytometrie
FCS fetal calf serum

FSC Forward Scatter

fMLP formyl-Methionin-Leucin-Phenylalanin

GTP Guanosintriphosphat

GM-CSF granulocyte macrophage colony-stimulating factor
GPI Glycosyl — Phosphatidyl — Inositol

h hour/Stunde

Hepes N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N’-[2-ethansulfons&ure]
His Histidin

HRPO Horse Raddish Peroxidase

Ig Immunglobulin
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Abkirzungsverzeichnis

IUPAC
kb

kD
mAb
min
mMRNA
nm

OD
pAb
PBS
PBS-T
PCR
PFA

PJ
PMSF
PML
RARa
RNA
RNS
rpm
RT - PCR
RXR
RZPD
SDS
SDS-PAGE
SSC
TAE
TCA
TBS
TBS-T
TEMED
Tris
ZKU

Immunprazipitation

International Union of Pure and Applied Chemistry
Kilobasen

kilo-Dalton

monoclonal Antibody

Minuten

messenger ribonucleic acid
Nanometer

optische Dichte

polyclonal Antibody
Phosphate-Buffered Saline
PBS-Tween

Polymerase Chain Reaction
Paraformaldehyd

Propidiumjodid
Phenylmethylsulfonylfluorid
Promyelozytenleukamie

Retinoic Acid Receptor «
Ribonucleic Acid

Ribonucleinséure

rounds per minute

Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion
Retinoid — X — Rezeptor

Deutsches Ressourcenzentrum fiir Genomforschung
Sodium Dodecyl Sulfate
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
Side Scatter

Tris/Acetat/EDTA
Trichloressigsaure

Tris-Buffered Saline

TBS-Tween
N;N;N',N'-Tetramethylendiamin
Tris(hydromethyl)aminomethan
Zellkultur-Uberstand
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