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8 Zusammenfassung

I ZUSAMMENFASSUNG

Zelllinienentscheidungen in der Himatopoese werden eingeleitet und sind abhingig von
der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren. Es ist allerdings bisher nicht geklart, ob die initi-
ale Aktivierung frither hdmatopoetischer Transkriptionsfaktoren durch bisher unbekannte
extrinsische Signale oder durch ein zellinternes autonomes Programm erfolgt.

Notch Rezeptoren sind evolutionir hoch konservierte Transmembranrezeptoren, die an der
Regulation von Zelllinienentscheidungen, Differenzierung und Proliferation in verschiedenen
embryonalen und adulten Geweben beteiligt sind. Die Expression von Notch Rezeptoren auf
hdmatopoetischen Zellen und der dazugehorigen Liganden wie Jaggedl auf Knochen-
marksstromazellen deutet auf eine Bedeutung von Notch in der Regulation der Himatopoese.
Vor Kurzem konnte die Induktion der myeloischen Differenzierung von himatopoetischen
Stamm- und Vorlduferzellen durch Notch nachgewiesen werden. Die molekularen Mecha-
nismen dieses Prozesses sind dabei noch vollig unklar. Darin Einblick zu gewinnen wurde im
Rahmen dieser Doktorarbeit durch die Suche nach Zielgenen von Notch in der Myelopoese
versucht.

Dazu wurden die multipotente myeloische Stammzelllinie FDCP-mix und die granulozy-
tare Vorlduferzelllinie 32D mit einem durch Tamoxifen aktivierbarem Notch als Zellsysteme
gewihlt. In dieser Arbeit durchgefiihrte zytokingesteuerte Differenzierungskinetiken konnten
bestétigen, dass die verwendeten FDCP-mix Zellen wéhrend ihrer Differenzierung in reife
Granulozyten, Makrophagen und Erythrozyten auf RNA-Ebene charakteristische Regulatio-
nen von wichtigen myeloischen Transkriptionsfaktoren, Zytokinrezeptoren sowie differenzie-
rungsabhingigen Funktionsproteinen durchlaufen. Sie stellen somit ein optimales Zellsystem
zur Analyse von Notch-Zielgenen in der Myelopoese dar.

Mit dem Tamoxifen-induzierbaren System der Notchaktivierung wurden zuerst bekannte,
zentrale Regulationsfaktoren der Myelopoese auf eine Induktion durch Notch im Northern
Blot untersucht. Dabei stellte sich als entscheidendes Ergebnis sowohl in 32D als auch
FDCP-mix Zellen die direkte, spezifische Induktion des frithen myeloischen Transkriptions-
faktors PU.1 heraus, von dem bekannt ist, dass er myeloische Differenzierung initiiert. Au-
Berdem kam es zu einer indirekten Hochregulation des M-CSF-Rezeptors, der als wichtiges
Zielgen von PU.1 bekannt ist. Diese Ergebnisse zeigen, dass ein extrinsisches Signal, im Or-
ganismus durch den Jagged / Notch Signalweg vermittelt, zu einer Aktivierung eines frithen

himatopoetischen Transkriptionsfaktors fiihrt, welcher Zelllinienentscheidungen in der Ha-
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matopoese bestimmt. In Zusammenschau mit den biologischen Wirkungen von Notch in der
Héamatopoese weist dies darauf hin, dass extrinsische Mechanismen eine wichtige Rolle in der
Regulation der Himatopoese spielen diirften.

Durch ein neu zu etablierendes cDNA-Filter Screening-Verfahren konnten dann als weite-
re wichtige Zielgene von Notch in der Himatopoese u.a. der Interferon Regulatory Factor-1
(IRF-1), der Interleukinl-Rezeptor-Antagonist (IL1RA), der Tumornekrosefaktor-Rezeptor 2

(TNFR2), sowie c-myc und myb identifiziert werden.
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IT EINLEITUNG

I1.1 Hamatopoese

Die Hamatopoese dient der Aufrechterhaltung der Funktionen des Blut- und Immunsys-
tems. Das Blut iibernimmt vielfiltige Aufgaben fiir den Transport von Atemgasen, Energie-,
Abfall- und Signalstoffen im Kdorper. Das Immunsystem dient der Abwehr von in den Korper
eingedrungenen Fremdkorpern und Krankheitserregern, der Bekdmpfung korpereigener ma-
ligner Zellen, sowie dem Abbau von totem Gewebe.

Der Ort der Hamatopoese ist beim gesunden, erwachsenen Menschen das Knochenmark,
in dem aus wenigen pluripotenten Stammzellen alle Zellen des Blut- und Immunsystems her-
vorgehen. Jeden Tag sterben etwa 4x10'" Blutzellen (Cronkite, 1976), die in gleicher Zahl und
Spezifitit nachgebildet werden miissen. Dieser Vorgang muss streng reguliert vor sich gehen,
da es ansonsten zu schwerwiegenden Erkrankungen wie Andmien, Immundefekten oder Leu-

kdmien kommen kann.

I1.1.1 Zellen der Himatopoese

Alle Blutzellen entstehen durch Proliferation und Differenzierung aus pluripotenten
Stammzellen, die sowohl die Féahigkeit zur Selbsterneuerung als auch zur Differenzierung in
alle Linien des hdmatopoetischen Systems besitzen (Abb. 1). Eine konstante Zahl an Blut-
stammzellen wird dabei nach derzeitiger Modellvorstellung durch den Prozess der asymmetri-
schen Teilung garantiert, bei dem bei jeder Teilung einer Stammzelle zwei ungleiche Tochter-
zellen entstehen. Eine Tochterzelle bleibt dabei identisch zur Mutterzelle, wihrend die andere
proliferiert und differenziert. Multipotente Vorlduferzellen haben die Fihigkeit zur Selbster-
neuerung bereits verloren, konnen aber noch in mehr als eine Richtung differenzieren. Reifere
Vorlduferzellen sind hingegen schon auf eine bestimmte Zelllinie determiniert. Allgemein
nimmt mit zunehmender Differenzierung die Fahigkeit zur Proliferation ab. Wiahrend sich
Stammzellen unbegrenzt teilen konnen, haben ausdifferenzierte Zellen die Moglichkeit zur
Proliferation verloren. Damit wird gewihrleistet, dass die absterbende Zahl an reifen Blutzel-
len aus wenigen Stammzellen stindig nachgebildet werden kann, ohne dass sich zu viele reife
Formen durch unkontrollierte Proliferation im peripheren Blut und Immunsystem anreichern

konnen.
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Abbildung 1: Das himatopoetische System
(Abb. nach Schroeder, 2001)

Gezeigt sind die wichtigsten Stufen der adulten Himatopoese (Dexter und Spooncer, 1987; Kondo et
al., 1997). Bei gestrichelten Pfeilen werden zusitzliche Differenzierungswege diskutiert. Die in dieser
Arbeit verwendeten Zelllinien FDCP-mix und 32D sind entsprechend ihrem Differenzierungspotential
in dieses Schema eingeordnet. Ausgewdhlte Zytokine, die die jeweilige Differenzierungsrichtung
unterstiitzen, sind angegeben. Die Mdoglichkeit der Proliferation nimmt mit steigender Differenzierung
ab.

CFU-S: Milzkolonie bildende Zelle; CFC-mix: grofe Kolonie bildende Zelle mit gemischtem
Potenzial; BFU: ” burst forming unit”, grole kompakte Kolonie bildende Zelle; CFC: Kolonie
bildende Zelle; G: neutrophile Granulozyten; M: Makrophagen; Bas: basophile Granulozyten; Eos:
eosinophile Granulozyten; E: Erythrozyten; Meg: Megakaryozyten;
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Fiir den kontrollierten Ablauf dieser Vorgidnge ist die Umgebung des Knochenmarks von
entscheidender Bedeutung, da hier die notwendigen Signale fiir Selbsterneuerung, Differen-
zierung, Proliferation und Apoptose bereitgestellt werden. Zu den Blutzellen der unterschied-
lichsten Differenzierungsstufen enthélt das Knochenmark neben Fettzellen auch Endothel-
und Stromazellen, die in engem Kontakt mit den Blutzellen stehen und fiir die Steuerung der
Héamatopoese essentiell sind (Dexter et al., 1984; Dexter et al., 1990). Stromazellen kénnen
das Wachstum von Stamm- und Vorlduferzellen stimulieren oder inhibieren. Dies erreichen
sie zum Teil {iber die Synthese verschiedenster hamatopoetischer Wachstumsfaktoren. Au-
Berdem synthetisieren sie die Molekiile der Extrazellularmatrix, wie Glykoproteine und Pro-
teoglykane. Diese konnen die Wachstumsfaktoren binden und sie den hdmatopoetischen
Stamm- und Vorlduferzellen somit lokal begrenzt prisentieren (Dexter et al., 1990).

Bisher ist es nicht moglich, die Wirkung von Stromazellen auf frithe Blutzellen durch de-
finierte Faktorbedingungen nachzustellen (zusammengefasst in von Kalle et al., 1998; Brug-
ger et al., 2000). Dies deutet darauf hin, dass neben sezernierten Faktoren auch direkte
Zell-Zell-Kontakte zwischen Knochenmarksstromazellen und hdmatopoetischen Zellen not-
wendig sind. Hierbei diirften u.a. die auf hdmatopoetischen Stamm- und Vorléduferzellen vor-
handenden Notch-Rezeptoren und ihre membranstindigen Liganden, die von Knochen-

marksstromazellen exprimiert werden, einen entscheidenden Beitrag leisten.

I1.1.2 Regulation der Hamatopoese

I1.1.2.1 Himatopoetische Wachstumsfaktoren

In den letzten zwei Jahrzehnten konnte eine Vielzahl an extrazelluliren Wachstumsfakto-
ren (Zytokine) identifiziert werden, die eine wichtige Rolle in der Regulation der Hamatopoe-
se einnehmen (Abb. 1) (zusammengefasst in Greenberger, 2000). Sie wirken sowohl stimulie-
rend als auch inhibierend auf Vorginge der Differenzierung, Proliferation und Apoptose ein.
Einige davon, wie der Stammzellfaktor, Interleukin 3, GM-CSF, wirken dabei auf mehrere
Zellreihen, wihrend andere, spitere Faktoren wie Erythropoetin, Thrombopoetin, M-CSF
oder G-CSF ihren Einfluss nur noch auf einzelne Zellreihen ausiiben kénnen.

Es ist bislang allerdings noch nicht geklirt, ob Wachstumsfaktoren auch aktiv in Zellli-
nienentscheidungen der Stamm- und Vorléduferzellen eingreifen konnen. Zwei gegensitzliche
Modelle wurden dazu postuliert: das stochastische (intrinsische) Modell und das induktive

(extrinsische) Modell der Hamatopoese.
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Das zuerst von Till et al. beschriebene stochastische Modell (Till et al., 1964) geht davon
aus, dass die Festlegung einer multipotenten Vorliduferzelle auf eine bestimmte Linie auf ei-
nem stochastischen Prozess beruht. Die darauffolgende Differenzierung in eine bestimmte
Zelle folgt einem vorbestimmten Programm. Wachstumsfaktoren werden nur gebraucht, um
das Uberleben und die Proliferation der festgelegten Vorliuferzelle zu ermdglichen. Das in-
duktive Modell (zusammengefasst in Metcalf, 1998) geht dagegen davon aus, dass die
Wachstumsfaktoren einen direkten Einfluss auf die Differenzierung der Zellen haben, so dass
die Linienentscheidung einer Zelle davon abhingt, welcher Wachstumsfaktor auf sie einwirkt.
Ein weiteres Modell, als Hybridmodell bezeichnet, enthélt sowohl Aspekte des stochastischen
als auch des induktiven Modells (Just et al., 1991). Es geht davon aus, dass jede Zelle iiber ein
spezifisches offenes Genprogramm verfiigt. Das bedeutet, dass in einer Zelle nur diejenigen
Gene induziert werden konnen, die bereits in einer offenen Chromatinstruktur vorliegen.
Welches dieser verfiigbaren Gene dann exprimiert wird, wird durch duflere Einfliisse wie z.B.
Zytokinsignale bestimmt.

Sehr interessant sind in der laufenden Diskussion Ergebnisse aus Versuchen, bei denen
Zytokinrezeptoren in Vorlduferzellen durch genetische Manipulation eingebracht wurden
(Goldsmith et al., 1998). Wurde z.B. der G-CSF-Rezeptor in erythroiden Vorlduferzellen zur
Expression gebracht, so war ihr Uberleben, aber auch ihre Differenzierung in Erythrozyten
nicht mehr von Erythropoetin abhéngig, sondern konnte genauso mit G-CSF erreicht werden.
Entsprechende Ergebnisse konnten durch Einbringen des Somatotropin-Rezeptors und des
Thrombopoetin-Rezeptors erzielt werden. Die linienspezifische Wirkung der Zytokine wird
also offensichtlich durch die linienspezifische Expression der entsprechenden Rezeptoren
vermittelt. Somit scheint die Aufgabe zumindest der spiten Faktoren vor allem darin zu be-
stehen, selektiv das Uberleben einer bestimmten Zellreihe entsprechend der physiologischen

Bediirfnisse des Organismus zu sichern.

I1.1.2.2 Transkriptionelle Kontrolle der Hiamatopoese

Die Zellen der Himatopoese unterscheiden sich aufgrund ihrer unterschiedlichen Protein-
expression. Verantwortlich dafiir ist letztlich ein unterschiedliches Transkriptionsprogramm,
dass externe Signale und endogene Einfliisse integriert und durch Transkriptionsfaktoren ge-
steuert wird (zusammengefasst in Barreda und Belosevic, 2001). Transkriptionsfaktoren kon-
nen dabei sowohl verstdrkend als auch vermindernd auf die Genexpression wirken. Thre Bin-
dungsaffinitit an DNA-Sequenzen, ihre relative Konzentration in der Zelle und das Vorhan-

densein von Kofaktoren sind dabei entscheidend fiir die Genaktivierung. In ihrer dreidimen-
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sionalen Struktur zeichnen sie sich vor allem durch Zinkfinger-, Helix-Turn-Helix-, He-
lix-Loop-Helix- und Leuzin-Zipper-Motive aus.

Transkriptionsfaktoren sind fiir die Regulation der Himatopoese essentiell. In den letzten
Jahren hat sich gezeigt, dass die Expression linienspezifischer Gene durch das Zusammen-
spiel von Transkriptionsfaktoren reguliert wird, die zu den bestimmten Stadien der Differen-
zierung in hamatopoetischen Zellen présent sind. Daher kann die Linienzugehorigkeit und das
Stadium der Differenzierung einer hdmatopoetischen Zelle durch das Muster der in ihr vor-
handenen Transkriptionsfaktoren charakterisiert werden.

Transkriptionsfaktoren scheinen im Vergleich zu Zytokinen und ihren Rezeptoren allein
ein breiteres Spektrum an Regulationsmoglichkeiten zu besitzen. Dies zeigen Versuche von
Anderson und Kollegen (Anderson et al., 1998; Anderson et al., 1999), bei denen sie den my-
eloischen Transkriptionsfaktor PU.1 sowie den G-CSF-Rezeptor und M-CSF-Rezeptor in eine
myeloische Vorlauferzelllinie einbrachten, die fiir PU.1 defizient war und weder den
G-CSF-Rezeptor noch den M-CSF-Rezeptor besall, aber unter IL-3 iiberleben konnte. Die
Einfithrung des G-CSF-Rezeptors fiihrte zu verstirkter Proliferation und Uberleben dieser
Zellen bei Zugabe von G-CSF. Jedoch war weder eine Anderung der Oberflichenmarker oder
der Genexpression, noch funktionelle Zeichen der Differenzierung in reife neutrophile Granu-
lozyten feststellbar. Entsprechend zeigte auch die Einfithrung des M-CSF-Rezeptors nur ein
verstiarktes Uberleben und Wachstum bei M-CSF Gabe, jedoch keine verstéarkte Differenzie-
rung in die monozytidre Richtung. Im Gegensatz dazu fiihrte die Wiederherstellung der PU.1
Expression in dieser Zellreihe zur Expression sowohl des G-CSF-Rezeptors und
M-CSF-Rezeptors, als auch zur Expression einer Reihe von anderen Proteinen, die mit der
myeloischen Differenzierung in Verbindung gebracht werden. Unter G-CSF Bedingungen
entwickelten sich nun reife Granulozyten, unter M-CSF Bedingungen reife Makrophagen. Der
Transkriptionsfaktor PU.1 iibernimmt also zusétzliche Aufgaben im Rahmen der hamatopoe-
tischen Differenzierung, die iiber die alleinige Wirkung der individuellen Zytokine und ihrer
Rezeptoren hinausgehen.

Im Folgenden werden die Charakteristika von drei Hauptvertretern der himatopoetischen
Transkriptionsfaktoren, PU.1, C/EBPa, und GATA-1, beschrieben. Ihre postulierte Wirkung
auf die hamatopoetische Differenzierung soll durch ein stark vereinfachtes Modell (Tenen et

al., 1997) dargestellt werden (Abb. 2).
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Abbildung 2: Modell zur Wirkung von Transkriptionsfaktoren in der himatopoetischen
Differenzierung (Tenen et al., 1997)

In diesem Modell sind in einer CD 34" hiamatopoetischen Stammzelle sowohl Transkriptionsfaktoren
als auch spezifische Wachstumsfaktor-Rezeptoren nur gering exprimiert. Durch bisher noch nicht
identifizierte Signale, z.B. durch Interaktionen mit Stromazellen, werden spezifische Transkriptions-
faktoren wie GATA-1 oder PU.1 hochreguliert. Dies fithrt wiederum zur gesteigerten Expression
spezifischer Wachstumsfaktor-Rezeptoren und damit zur Proliferation, Differenzierung und Unter-
driickung der Apoptose von bestimmten Linien. Die Suppression bestimmter Transkriptionsfaktoren
(wie z.B. GATA-1 wihrend der granulozytir-monozytiren Differenzierung) diirfte zusitzlich eine
wichtige Rolle spielen.

PU.1

PU.1 (frither Spi-1) ist entscheidend an der Erzeugung funktionsfihiger Zellen sowohl aus
dem myeloischen System (Makrophagen, Dendritische Zellen und Neutrophile) als auch aus
dem lymphatischen System (B- und T-Lymphozyten) beteiligt (Singh et al., 1999; Guerriero

et al., 2000). Identifiziert wurde dieser Transkriptionsfaktor durch seine Uberexpression in
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Friend-Virus-induzierter-Erythroleukdmie (Moreau-Gachelin et al., 1988). Bei dieser Art der
Leukdmie kommt es zur Insertion eines Retrovirus, des ,,spleen focus forming virus* (SFFV)
in das zellulire Genom in der Néhe des Genlocus fiir PU.1 bzw. Spi-1 (fiir SFFV proviral
integration). Wahrscheinlich durch Enhancer in den retroviralen ,Jlong terminal repeats‘
(LTR) kommt es zur Hochregulation von PU.1 mRNA Expression. Dies diirfte fiir den Block
der Differenzierung auf Hohe der Erythroblasten verantwortlich sein, der fiir die Friend Virus
Erythroleuk@mie typisch ist (Schuetze et al., 1992). PU.1 kann damit als Protoonkogen be-
zeichnet werden. Es wird zur Ets-Familie der Transkriptionsfaktoren gezihlt, deren Mitglie-
der charakteristische Sequenzen im Bereich der DNA-Bindungsdomine aufweisen (Macleod
et al., 1992). PU.1 zeigt ein spezifisches Muster der Expression in der Himatopoese. Es wird
in Granulozyten, Monozyten und in B-Zellen exprimiert, aber nicht in reifen T-Zellen. Zu
Beginn der himatopoetischen Differenzierung ist die PU.1 mRNA bereits in multipotenten
hidmatopoetischen Vorlduferzellen exprimiert und wird spezifisch mit der myeloischen Diffe-
renzierung auf etwa das 3fache hochreguliert (Cross et al., 1994). Miduseembryonen mit einer
gentechnisch erzeugten homozygoten Mutation in der DNA-Bindungsdomine von PU.1 ster-
ben zu einem spiten Gestationszeitpunkt. Diese Embryonen produzieren normale Mengen an
Megakaryozyten und erythroiden Vorlduferzellen, wobei einige eine Beeintrichtigung der
Erythroblasten-Reifung zeigen. Es kam immer zu einem Defekt in der Bildung von Vorlidu-
ferzellen fiir B- und T-Lymphozyten, Makrophagen und Granulozyten (Scott et al., 1994).
Dabei sind die Effekte des Funktionsverlusts fiir B-Zellen und Makrophagen schwerwiegen-
der als fiir T-Zellen und Neutrophile (DeKoter et al., 1998).

Die Frage, welche Differenzierungsrichtung PU.1 induziert, ist nach neuen Erkenntnissen
auch eine Frage der zelluliren Konzentration an PU.1-Protein. Eine niedrige Konzentration in
himatopoetischen Vorlduferzellen induziert eine B-Zelldifferenzierung, wohingegen eine
hohe Konzentration Makrophagendifferenzierung induziert und B-Zelldifferenzierung blockt
(DeKoter und Singh, 2000). In multipotenten myeloischen Stammzellen fiihrte die Uberex-
pression von PU.1 unter Bedingungen, die normalerweise nur Selbsterneuerung erlauben, zu
einer verringerten Selbsterneuerungskapazitit und einer Festlegung auf eine Makrophagen-
und Granulozyten-Differenzierung (Mclvor et al., 2003).

Zu den wichtigsten Zielgenen des Transkriptionsfaktors PU.1 zidhlen die Gene fiir den
M-CSF-Rezeptor (Zhang, 1994), GM-CSF-Rezeptor (Hohaus et al., 1995), G-CSF-Rezeptor
(Smith et al., 1996) und Mac-1 (CD11b) (Pahl et al., 1993) fiir die myeloische Differenzie-
rung und das Gen fiir den IL-7-Rezeptor (DeKoter und Singh, 2000) fiir die B-lymphoide Dif-

ferenzierung. Fiir die PU.1-Expression selbst ist bisher nur eine positive Autoregulation
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(Chen et al., 1995) und in granulozytidren Vorlduferzellen und B-lymphoiden Zellen eine

Hochregulation durch C/EBPa bekannt (Wang et al., 1999).

C/EBPa

C/EBPa (CCAAT/enhancer binding protein) gehort zur Gruppe der Leuzin-Zipper
Transkriptionsfaktoren (Landschulz et al., 1989). Aufmerksamkeit erfuhr er als erstes als ein
Regulator von verschiedenen hepatozytiren und adipozytiren Genen. C/EBPa wird in diesen
Zellen wihrend der Differenzierung hochreguliert und Expression von C/EBPa induziert Dif-
ferenzierung (Lin und Lane, 1994). Verschiedene Studien haben gezeigt, dass C/EBPa gene-
rell Zellproliferation unterbinden kann und somit einen Tumorsuppressor darstellt (zusam-
mengefasst in Tenen, 1997). Im hidmatopoetischen System ist seine Expression auf monozyti-
re und granulozytidre Linien beschrinkt. Sie ist am Hochsten zu Beginn der Differenzierung
und wird im weiteren Verlauf in monozytédren Linien frithzeitig herunterreguliert, wohingegen
sie in der granulozytdren Differenzierung lidnger bestehen bleibt. Gezielte Ausschaltung des
C/EBPa-Gens in Méusen konnte zeigen, dass ohne C/EBPa keine reifen Granulozyten gene-
riert werden konnen, die Produktion von Monozyten und Makrophagen aber unbeeinflusst
bleibt. Die Ausschaltung von C/EBPa fiihrte u.a. zu einer starken Repression des
G-CSF-Rezeptors, so dass die Zellen auf G-CSF Signale nicht mehr ansprachen (Zhang et al.,
1997). Diese Versuche zeigen eine Bedeutung des C/EBPa-Signalweges fiir die granulozyta-

re, nicht aber fiir die monozytire Differenzierung.

GATA-1

GATA-1 ist ein Zink-Finger Transkriptionsfaktor, der an das DNA-Motiv G-A-T-A bin-
det, welches in der Promotorregion verschiedener erythroider Gene vorkommt. GATA-1 wird
innerhalb des Blutsystems in erythroiden, megakaryozytiren und eosinophilen Linien, in
Mastzelllinien sowie in multipotenten Vorldauferzellen exprimiert und ist ein bedeutender
Transkriptionsfaktor verschiedener erythroider Gene (zusammengefasst in Shivdasani und
Orkin, 1996). Eine Uberexpression in multipotenten himatopoetischen Vorliuferzellen fiihrt
zu einem Block der monozytédren und granulozytidren Differenzierung und induziert erythro-
ide, megakaryozytidre und eosinophile Eigenschaften. Ein gezieltes Ausschalten des GATA-1
Gens fiihrt zu einem Block der erythroiden Differenzierung auf der Stufe der Pro-
erythroblasten mit nachfolgender Apoptose dieser Zellen, wohingegen alle anderen Blutzell-
linien weiter gebildet werden konnen (Pevny et al., 1991; Pevny et al., 1995; Weiss und Or-
kin, 1995). GATA-1 Expression scheint daher fiir das Uberleben und die terminale Differen-

zierung von erythroiden Vorldaufern unerlésslich zu sein.
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Neben den bereits genannten wurde die Bedeutung verschiedener anderer Transkriptions-
faktoren in der Himatopoese beschrieben (zusammengefasst in Shivdasani und Orkin, 1996;
Tenen et al., 1997; Friedman, 2002), darunter Pax5, C/EBPB, GATA-2, AMLI1, SCL/TAL-1,
verschiedene Homeobox-Gene, c-myb und c-myc, welche hier aber nicht ndher besprochen

werden sollen.

Interaktionen zwischen himatopoetischen Transkriptionsfaktoren

Neue Erkenntnisse weisen darauf hin, dass linienspezifische Transkriptionsfaktoren nicht
nur das genetische Programm ihrer eigenen Linie aktivieren, sondern auch die jeweiligen spe-
zifischen Transkriptionsfaktoren anderer Linien unterdriicken. GATA-1 blockiert PU.1 da-
durch, dass es dessen Interaktion mit seinem essentiellen Co-Aktivator c-Jun verhindert
(Zhang et al., 1999). PU.1 seinerseits blockiert die GATA-1 Funktion dadurch, dass es dessen
Bindung an die DNA verhindert (Zhang et al., 2000a). Diese Interaktionen fiihrten zu folgen-
der Modellvorstellung der hamatopoetischen Differenzierung (Cantor und Orkin, 2001). In
einer hamatopoetischen Vorlduferzelle blockieren sich schwach exprimierte linienspezifische
Transkriptionsfaktoren zweier entgegenstehender Linien gegenseitig und halten sich dabei in
etwa die Waage, so dass das genetische Programm keiner der beiden Linien abgerufen wird
und die Zelle in einem undifferenzierten Zustand verbleibt. Wird ein Faktor aber, entweder
durch einen stochastischen Prozess (endogenes Modell, siehe oben) oder aber durch noch
nicht ndher beschriebene Einfliisse der Umgebung (exogenes Modell, siehe oben), auf einmal
vermehrt exprimiert oder durch Proteininteraktionen in seiner Wirkung verstérkt, so kann er
seine Zielgene aktivieren und die Differenzierung in seiner Richtung vorantreiben, wihrend er
das genetische Programm der anderen Linie weiter blockiert. Hierbei ist auch von Bedeutung,
dass sich Transkriptionsfaktoren in ihrer Expression hiufig autoregulativ verstiarken konnen.

Mit diesem Modell kann auch die Plastizitit hamatopoetischer Zellen erkliart werden. Bis
vor Kurzem war man der Auffassung, dass eine Zelle, wenn erst einmal auf eine bestimmte
Linie festgelegt, nicht mehr zu entdifferenzieren sei. Folgt man nun aber obigem Modell, so
wiirde man durch Uberexpression eines entgegenstehenden Transkriptionsfaktors in einer
schon auf eine andere Linie festgelegten Zelle deren zelllinienspezifisches genetisches Pro-
gramm blockieren und so wieder einen multipotenten Status der Zelle erreichen. Uberexpri-
miert man dann den entgegenstehenden Transkriptionsfaktor noch weiter, wiirde man nach
der Entdifferenzierung sogar die Differenzierung in eine neue Zelllinie erreichen. Tatsdchlich

konnten Wissenschaftler zeigen, dass sie durch Uberexpression von GATA-1 in einer myelo-
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monozytiren Zelllinie vom Affen eine Neuprogrammierung in Eosinophile, Thromboblasten

und Erythroblasten erreichten (Kulessa et al., 1995).

I1.2 Zelllinien als in vitro Modell hamatopoetischer
Entwicklung

Die Untersuchung von primiren Blutzellen ist prinzipiell sicherlich die aussagekriftigste
Methode, um Mechanismen der Himatopoese zu erforschen. Leider gibt es jedoch verschie-
dene Einschrinkungen bei der Verwendung von primiren Blutzellen. Zum einen ist es sehr
schwierig und zum Teil unmoglich, genug primire Zellen als Ausgangsmaterial fiir bestimmte
molekularbiologische Versuche zu gewinnen. AuBlerdem haben Blutzellen eine sehr begrenzte
Lebensdauer, die die Herstellung stabiler transgener Linien praktisch unmoglich macht. Ein
weiterer Punkt, der vor allem Blutstammzellen und multipotente Vorlduferzellen betrifft, ist
die rasche Spontandifferenzierung. Es ist derzeit noch nicht moglich, Blutstammzellen an der
Differenzierung zu hindern und sie iiber einen ldngeren Zeitraum undifferenziert in Kultur zu
halten. Aus dieser Problematik ergibt sich die Notwendigkeit zur Verwendung von hdmato-
poetischen Zelllinien, welche in vitro unbegrenzt vermehrt werden konnen. Man muss sich
dabei aber immer im Klaren sein, dass es sich um ein Modell handelt, und dass die Aussage-

kraft eines Experiments stark von der jeweils verwendeten Zelllinie abhéingt.

I1.2.1 32D Zelllinien

32D Zellen sind hiufig verwendete granulozytire Vorlduferzellen, welche aus murinen
Knochenmarkslangzeitkulturen isoliert wurden (Greenberger et al., 1983). Man kann sie in
vitro unbegrenzt in Kultur halten und genetisch manipulieren. Ihre Differenzierung in
neutrophile Granulozyten kann durch geeignete Mediumbedingungen induziert werden
(Valtieri et al., 1987). 32D Zellen sind nicht leukdmogen und daher besser geeignet als viele
andere Zelllinien leuk@mischen Ursprungs. Allerdings sind die Aussagemoglichkeiten dieses
Zellsystems begrenzt durch das eingeschrinkte Differenzierungspotential, das fehlende An-
sprechen auf die meisten himatopoetischen Zytokine und eine hohe Rate an Spontanmutatio-

nen der 32D Zellen.
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I1.2.2 FDCP-mix Zelllinien

FDCP-mix (factor dependent cell from Paterson Institute with mixed differentiation poten-
tial) Zellen sind faktorabhingige, multipotente myeloische Stammzellen, die durch retrovirale
Insertionsmutagenese aus Knochenmarkslangzeitkulturen etabliert wurden (Spooncer et al.,
1984; Spooncer et al., 1986; Just et al., 2000). Sie konnen in vitro unbegrenzt in undifferen-
ziertem Zustand gehalten werden, und zwar sowohl in einer Suspensionskultur in Gegenwart
von IL-3, als auch ohne Zugabe eines Faktors in Kokultur mit bestimmten Stromazelllinien
oder primédren Stromazellen aus dem Knochenmark. Durch geeignete Mediumbedingungen
konnen die Zellen in Makrophagen, eosinophile, basophile und neutrophile Granulozyten,
Erythrozyten, Megakaryozyten, Mastzellen, Osteoklasten und dendritische Zellen differenzie-
ren (Abb. 1) (Spooncer et al., 1986; Just et al., 1991; Hagenaars et al., 1991; Ford et al., 1992;
Schroeder et al., 2000; Schroeder, 2001). Die Differenzierung kann dabei gerichtet und syn-
chronisiert induziert werden.

Transgene Linien konnen iiber Transfektion (Schroeder und Just, 2000b) oder Infektion (Just
et al., 1991) hergestellt werden. FDCP-mix Zellen haben einen normalen Karyotyp und sind
nach Injektion in Miuse nicht leukdmogen (Spooncer et al., 1984; Just et al., 1994). Es ist
moglich, mit FDCP-mix Zellen das Blutsystem bestrahlter Méuse kurzfristig zu rekonstitu-
ieren (Spooncer et al., 1984). Daraus folgt, dass in vivo die Kontrolle von Selbsterneuerung
und Differenzierung vollig normal ist. In vitro weisen FDCP-mix Zellen eine erhohte Selbst-
erneuerungskapazitit auf, entsprechen aber in den {iibrigen biologischen Eigenschaften im
Gegensatz zu den meisten anderen hidmatopoetischen Zelllinien weitgehend priméren Zellen.
Somit stellen FDCP-mix Zellen eines der Zellsysteme dar, die der normalen Hamatopoese am
nichsten kommen. Fiir die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche mit FDCP-mix Zellen

wurde der Klon A7 (Spooncer et al., 1984; Spooncer et al., 1986) verwendet.

I1.3 Notch

Notch ist ein in der Evolution stark konservierter Transmembranrezeptor, der in verschie-
densten embryonalen und adulten Geweben eine entscheidende Rolle in der Differenzierung,
Proliferation und Apoptose von Zellen spielt (Artavanis-Tsakonas et al., 1999). Die Bedeu-
tung von Notch wurde zuerst in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster erkannt. Bereits im
Jahre 1919 beschrieb Moohr eine Mutation in einem Fliegenstamm, bei der neben anderen
schweren Entwicklungsfehlern auch Einkerbungen in den Fliigeln auftraten. Diese Mutation

nannte er ,,Notch“(= Einkerbung) (Moohr, 1919). 1985 wurde dann das Notch Gen isoliert
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(Wharton et al., 1985) und seitdem in vielen Organismen beschrieben. Wihrend in Drosophila
nur ein Notch Gen gefunden wurde, verfiigen Sdugetiere iiber vier stark verwandte Notch

Gene (Notch1-4) mit teils unterschiedlicher, teils iiberlappender Expression und Funktion.

I1.3.1 Struktur

11.3.1.1 Doménen des Notch-Proteins

Die Struktur des Notch Rezeptors (Abb. 3) ist in den unterschiedlichsten Organismen stark
konserviert (zusammengefasst in Fleming, 1998). Notch ist ein 300 kDa groBer Trans-
membranrezeptor mit einer einzelnen Transmembrandomine. Der Rezeptor prisentiert sich
als ein Heterodimer, bestchend aus extrazellulirem und intrazellulirem Teil, die

nicht-kovalent verbunden sind.

EGF IN MR A N OP
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Abbildung 3: Doménen des murinen Notch1 Rezeptors (Abb. nach Schroeder, 2001)

EGF: EGF Wiederholungen; LN: LN Wiederholungen; M: Transmembrandomine; R: RAM?23
Domiéne; A: Ankyrin Wiederholungen; N: Kernlokalisationssequenz; O: OPA Sequenz; P: PEST
Sequenz;

Der extrazellulidre Teil weist zwei Domédnen auf. Eine davon besteht aus einer je nach
Notch Protein unterschiedlichen Anzahl an EGF (epidermal growth factor)-Wiederholungen,
welche auch in anderen Proteinen wie dem Epidermalen Wachstumsfaktor vorkommen. Diese
EGF-Wiederholungen sind wichtig fiir die Bindung von Liganden an den Notch Rezeptor.
Die zweite Extrazelluldardomine besteht aus spezifischen LIN12-Notch(LN) Wiederholungen,
die u.a. an der Stabilisierung der Ligandenbindung beteiligt sind (Rebay et al., 1991). Am
Ubergang vom extrazelluliren zum intrazelluliren Teil befindet sich die Transmembran-
domine, in deren Bereich wichtige Aktivierungsschritte stattfinden (zusammengefasst in
Mumm und Kopan, 2000). Der intrazelluldre Anteil besteht aus einer RAM-Domine, Anky-
rin-Wiederholungen, einer Kernlokalisationssequenz und einer OPA(Glutamin-reiche Se-
quenz)- und PEST-Region (Prolin-Glutamin-Serin-Threonin-reiche Sequenz). Die fiir Notch

Proteine spezifische RAM23-Domine und die Ankyrin-Wiederholungen spielen eine ent-
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scheidende Rolle fiir die Bindung an CSL-Proteine (Tamura et al., 1995; Matsuno et al.,
1997), welche fiir die Signaltransduktion von Notch verantwortlich sind (siehe unten). AuB3er-
dem bindet Deltex, ein wichtiger Modulator des Notch Signalwegs, an die Anky-
rin-Wiederholungen (Diederich et al., 1994). Die C-terminale PEST-Sequenz wird mit der
Destabilisierung aktivierter Notch Proteine in Verbindung gebracht. Dariiber hinaus wurde
eine transkriptionelle Aktivierungsdoméne fiir den C-terminalen Bereich beschrieben

(Kurooka et al., 1998).

I1.3.1.2 Reifungsmechanismen

Bevor Notch nach der Translation an die Zelloberflache gelangt, wird es in der extrazellu-
laren Domine an einer mit S1 bezeichneten Stelle durch eine Furin-dhnliche Protease gespal-
ten (Blaumueller et al., 1997). Daraufhin werden die entstandenen zwei Untereinheiten im
Trans-Golgi zu einem heterodimeren Rezeptor zusammengesetzt, bei dem die zwei Unterein-
heiten durch eine Ca**-abhingige nicht-kovalente Bindung zusammengehalten werden. In
dieser Form wird der Notch-Rezeptor mit seiner einzelnen Transmembrandomine in der

Zellmembran verankert.

I1.3.2 Aktivierung und Signaliibertragung

I1.3.2.1 Liganden von Notch

Notch wird durch Liganden der DSL-Gruppe aktiviert. Dazu zédhlen Delta und Serrate in
Drosophila, Lag-2 und Apx-1 in C. elegans, sowie Delta-like (DIl)1, 3 und 4 (homolog zu
Delta) und Jagged 1 und 2 (homolog zu Serrate) in Saugetieren (zusammengefasst in Fleming,
1998; Maillard et al., 2003). Es handelt sich dabei um Transmembranproteine, die genau wie
Notch iiber mehrere EGF-Wiederholungen in der Extrazellulirdomine verfiigen. Zusétzlich
enthalten sie eine charakteristische, cysteinreiche Domine (DSL-Doméne), die fiir die Bin-
dung an Notch notwendig ist. Priaferenzen und Unterschiede in der Interaktion der verschie-
denen Liganden mit den verschiedenen Notch-Rezeptoren (Notchl-4) werden zur Zeit mit

Nachdruck erforscht, sind aber im Moment noch nicht ausreichend verstanden.

I1.3.2.2 Ligandenabhiingige Aktivierung von Notch

Die Interaktion zwischen Notch-Rezeptor und Ligand fiihrt zu zwei aufeinander folgenden

Spaltungen, in deren Folge die intrazellulire Notch-Domine (Notch'™) von der Plasma-
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membran freigesetzt wird. Der im Weiteren genauer beschriebene Vorgang wird als Regulier-

te Intramembrandse Proteolyse (RIP) bezeichnet (zusammengefasst in Weinmaster, 2000):

- Ligand + Ligand

extrazellular

Zytoplasma
rBp-J) — Kern rep-) — | i
Zielgen Zielgen

Abbildung 4: Die RBP-]J abhiingige Signaliibertragung von Notch
(Abb. nach Schroeder, 2001)

Durch Bindung eines Liganden der DSL-Gruppe kommt es im Notch-Rezeptor zu einer
Konformationsénderung, worauthin der Rezeptor an einer mit S2-bezeichneten Stelle kurz
oberhalb der Transmembrandoméne durch die ADAM-Metalloproteinase TACE (TNFalpha
konvertierendes Enzym) gespalten wird. Diese Spaltung fiihrt dazu, dass eine Stelle S3 inner-
halb der Transmembrandoméne freigelegt wird, an welcher nun durch eine proteolytische
Spaltung durch einen Multiproteinkomplex mit y-Secretase-Aktivitét die intrazelluldre Domi-
ne von Notch (Notch') abgespalten und dadurch von der Plasmamembran abgeldst wird. Ent-
scheidend beteiligt an diesem Multiproteinkomplex sind dabei die im Zusammenhang mit
dem Morbus Alzheimer stehenden Preseniline (Struhl und Greenwald, 1999) und Nicastrin
(Li et al., 2003). Die pharmakologische Unterdriickung der y-Secretase-Aktivitdt oder die
genetische Inaktivierung der Preseniline oder von Nicastrin blockiert die Signaliibertragung
von Notch (Zhang et al., 2000b; Li et al., 2003).

Nach der Abspaltung gelangt Notch in den Zellkern, um dort seine Wirkung auf
transkriptioneller Ebene zu entfalten (siehe unten). Von groBer Bedeutung in diesem Zusam-
menhang war die Entdeckung, dass verkiirzte Notch-Rezeptoren, welche ausschlieBlich die

intrazelluldre Domine von Notch (NotchIC) reprasentieren, als konstitutiv aktive Form wirken
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(Kopan et al., 1994). Diese Tatsache ist von groBem Nutzen fiir die Notch-Forschung. Man
kann nun eine Aktivierung von Notch dadurch erreichen, dass man Notch™ direkt in den Zel-
len exprimiert, und muss nicht mehr Notch exprimierende und Liganden exprimierende Zell-

linien aufwendig kokultivieren.

I1.3.2.3 Intrazellulire Signaliibertragung

I1.3.2.3.1 CSL- bzw. RBP-J-abhiingige Signaliibertragung

Nachdem Notch'® von der Zellmembran abgespalten wurde, gelangt es mit Hilfe seines
Kernlokalisationssignals in den Zellkern, wo es iiber seine RAM Doméine und die Anky-
rin-Wiederholungen an CSL-Proteine bindet (CSL fiir CBF1/ ,,C promoter binding factor*
bzw. RBP-J / ,,recombination recognition sequence binding protein at the J,. site in Sdugetie-
ren, Supressor of Hairless (SuH) in Drosophila melanogaster und Lag-1 in C. elegans)
(Matsunami et al., 1989; Fortini und Artavanis-Tsakonas, 1994). Der Vereinfachung halber
und weil in dieser Arbeit ausschlieBlich Ergebnisse von Sdugetierzellen prisentiert werden,
soll im Folgenden RBP-J stellvertretend fiir alle CSL-Proteine stehen. In Abwesenheit von
Notch'® wirkt RBP-J als ein transkriptioneller Repressor (Dou et al., 1994; Hsieh und Hay-
ward, 1995), wobei hier Mechanismen wirksam werden, die u.a. mit der Deacetylierung von
Histonen in Zusammenhang stehen. Es ist bekannt, dass eine verminderte Acetylierung von
Histonen in Bereichen von nicht transkribierten Genen zu finden ist, wihrend eine vermehrte
Acetylierung mit verstirkter Transkriptionsaktivitit einhergeht. Der zugrunde liegende Me-
chanismus basiert wohl auf der verdnderten Zuginglichkeit der Chromatinstruktur fiir die
Transkriptionsmaschinerie (zusammengefasst in Kornberg und Lorch, 1999).

RBP-J bindet dabei an wenigstens zwei Korepressorkomplexe: den SMRT/NcoR/Histon-
deacetylase 1 (HDACI)-Komplex (Kao et al., 1998) und den CIR/HDAC2/SAP30-Komplex
(Hsieh et al., 1999; Zhou et al., 2000). Notch'® kann diese Interaktion von RBP-J und Ko-
repressorkomplexen unterbinden, indem es an RBP-J bindet (Hsieh et al., 1999; Zhou et al.,
2000). Zusitzlich ermdglicht Notch, dass darauthin Koaktivatoren der Transkription wie die
Histonacetyltransferasen PCAF und GCNS5 sowie Proteine der Mastermind-like Familie
(MAML) an den Notch-RBP-J-Komplex binden. Uber eine Rekrutierung von weiteren Pro-
teinen wie dem globalen Koaktivator CBP/p300 in den transkriptionellen Aktivierungskom-
plex wird dann eine verstirkte Transkription von Notch-Zielgenen erreicht (Kurooka und
Honjo, 2000; Fryer et al., 2002; Wu et al., 2002).

Somit ist insgesamt durch Aktivierung des Notch-Signalweges aus einem Korepressor-

komplex ein Koaktivatorkomplex entstanden. Dieser fiihrt dazu, dass die Transkription be-
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stimmter Notch-Zielgene wie HES-1 (Jarriault et al., 1995) induziert wird, welches dann sei-
nerseits z.B. in Muskelzellen durch Blockade der MyoD-Expression die Muskelzelldifferen-
zierung inhibiert (Kuroda et al., 1999).

11.3.2.3.2 CSL- bzw. RBP-J-unabhiingige Signaliibertragung

Neben dem CSL-abhingigen Signaliibertragungsweg scheint es auch eine
CSL-unabhiéngige Signaliibertragung von Notch zu geben. So wurde in Sdugetierzellen u.a.
ein Signalweg iiber das intrazellulidre, Notch bindende Protein Deltex postuliert. Deltex ist ein
zytoplasmatisches Zinkfingerprotein, das an die Ankyrin-Wiederholungen von Notch bindet,
und die Uberexpression von Deltex kann in derselben Weise wie die Expression von Notch'
unabhingig von der Transaktivierung des RBP-J Weges die Aktivitidt der basischen He-
lix-Loop-Helix (bHLH)-Transkriptionsfaktoren E47 bzw. MASHI verringern (Ordentlich et
al., 1998; Yamamoto et al., 2001). Dabei ist E47 u.a. an der B-Zell spezifischen Immunglobu-
lin-Gentranskription und der frithen B-Zell-Entwicklung beteiligt, wiahrend MASHI1 eine
wichtige Rolle in einem frithen Differenzierungsschritt von neuronalen Vorlauferzellen iiber-
nimmt.

Auch in der Muskelzelldifferenzierung (Shawber et al., 1996) und der Entwicklung der
Epidermis in Drosophila (Zecchini et al., 1999) wurden mogliche CSL-unabhéngige Signal-

wege von Notch beschrieben, die im Detail aber noch wenig aufgeklart sind.

I1.3.3 Biologische Funktion

I1.3.3.1 Allgemein

Am lidngsten erforscht sind die biologischen Funktionen von Notch an der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster. Deshalb sollen die grundlegenden Funktionen dieses Rezeptors an
ihr erklirt werden (zusammengefasst in Artavanis-Tsakonas et al., 1995; Artavanis-Tsakonas
et al., 1999).

In Drosophila wird Notch fiir eine normale Neurogenese, Epidermogenese, Myogenese,
Oogenese, Augenentwicklung, Herzentwicklung, Beinentwicklung und Fliigelentwicklung
benotigt. Grundsitzlich gibt es mindestens zwei unterschiedliche Mechanismen, mit denen
Notch Zelllinienentscheidungen beeinflusst: die laterale Spezifizierung und die induktive Sig-
nalgebung.

Mit lateraler Spezifizierung bezeichnet man einen Prozess, bei dem zwei zunichst ent-

wicklungsgeschichtlich identische, benachbarte Zellen sich zu unterschiedlichen Zelltypen
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weiterentwickeln. Dies soll am Beispiel der Entwicklung von definierten Mengen an Neu-
roblasten und epidermalen Vorlduferzellen aus zuvor undifferenzierten ektodermalen Zellen
in Drosophila verdeutlicht werden. Urspriinglich sind in allen undifferenzierten Ektodermzel-
len equivalente Mengen an Notch und dem Notch-Liganden Delta exprimiert. Sobald es in
einer Zelle aber durch noch unbekannte duflere Einfliisse oder interne stochastische Prozesse
zu einer gering erhohten Delta-Expression kommt, fiihrt dies in den angrenzenden Zellen iiber
den Delta-Notch-Signalweg zu einer Herunterregulation von Delta und Hochregulation von
Notch. Im Sinne eines positiven Feedback-Mechanismus erzeugt dies in der Del-
ta-liberexprimierenden-Zelle wiederum eine weitere Steigerung der Delta-Expression sowie
eine Herunterregulation ihres Notch-Rezeptors. Durch diesen Vorgang entsteht ein geordnetes
Muster von zwei unterschiedlichen Zelltypen: ein Signalgeber und ein Signalempfianger. Nur
Zellen mit hoher Delta-Expression differenzieren zu Nervenzellen, Zellen mit hoher
Notch-Expression werden zu epidermalen Zellen (laterale Spezifizierung).

Ein zweiter Mechanismus von Notch ist die induktive Signalgebung, bei der
Notch-Rezeptor und -Ligand auf unterschiedlichen Zelltypen exprimiert werden, und die li-
gandentragende Zelle den Entwicklungsfortgang der Notch-exprimierenden Zelle beeinflusst.
Hierbei ist zu beachten, dass Aktivierung von Notch nicht nur, wie anfangs vermutet, Diffe-
renzierung blockieren kann, sondern sie auch je nach Zelltyp und biologischem Zusammen-
hang induzieren kann.

Notch hat aber nicht nur einen Einfluss auf die Differenzierung von Zellen, sondern auch
auf die Proliferation und Apoptose verschiedenster Gewebe. So bewirkt es einerseits einen
Zellzyklus-Arrest in der sogenannten nicht-proliferierenden Region an der Grenze zwischen
dorsalem und ventralem Teil des Fliigels von Drosophila. In einer angrenzenden Region indu-
ziert aktiviertes Notch aber andererseits auch wieder mitotische Aktivitdt (zusammengefasst

in Artavanis-Tsakonas et al., 1999).

I1.3.3.2 Bedeutung von Notch in Sidugetieren

In den letzten Jahren gab es sehr viele Arbeiten, die einen Einfluss von Notch auf die
Entwicklung verschiedenster Gewebe sowohl in der Embryogenese als auch im adulten Siu-
getier aufzeigten. Seine enorme Bedeutung wird u.a. auch durch Phinotypen von Miusen
deutlich, welche aufgrund von genetischen Manipulationen defizient fiir einen Notchrezeptor
oder einen Baustein des Notchsignalwegs sind (Swiatek et al., 1994). Notch1™ Miuse sterben
vor Tag 11,5 der Embryonalentwicklung. Sie zeigen u.a. Defekte bei der Somitogenese,

Vaskularisierung und Neurogenese sowie einen erhohten Zelltod. Miuse mit defektem
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Notch2 sterben ebenfalls vor Tag 11,5 der Embryonalentwicklung mit dhnlichen Defekten,
wobei die Somitogenese jedoch normal ist (Hamada et al., 1999). Der Phiinotyp von Notch3 *
Meiiusen konnte noch nicht aufgeklirt werden. Notch4” Miuse sind lebensfihig und zeigen
einen unauffilligen Phéanotyp. Notch 4 scheint aber iiberlappende Funktion mit Notchl zu
haben und diese zum Teil in Notch1”~ Méusen zu iibernehmen (Krebs et al., 2000). Erwar-
tungsgemal zeigen auch Defekte in den Notchliganden DII-1 und Jaggedl Phinotypen, die
Notch™” Miusen entsprechen (Hrabe de Angelis et al., 1997; Xue et al., 1999). Die zentrale
Rolle, die RBP-J fiir den Notch-Signalweg spielt, wird durch RBP-J” Miuse verdeutlicht.
Diese sterben an Tag 10,5 der Embryonalentwicklung mit Defekten im Wachstum, in der
Somitogenese, Neurogenese und Vaskularisierung (Oka et al., 1995).

Die meisten Erkenntnisse iiber die Wirkungen von Notch auf adulte Gewebe stammen aus
Zellkulturversuchen. Sehr gut untersucht ist hierbei der Block der Skelettmuskeldifferenzie-
rung durch aktiviertes Notch (Kopan et al., 1994; Kuroda et al., 1999). Hierfiir wurde die
C2C12 Myoblastenzelllinie verwendet, welche durch geeignete Mediumbedingungen ange-
regt werden kann, sich in funktionelle, kontrahierende Myotuben zu differenzieren. Der ent-
scheidende primére Transkriptionsfaktor der Myoblastendifferenzierung ist MyoD. Aktivier-
tes Notch fiihrt nun tiber RBP-J zur Induktion von HES-1, welches seinerseits die MyoD Ex-
pression reprimiert und so zum Block der Skelettmuskeldifferenzierung fiihrt.

Notch kann aber nicht nur Differenzierung blockieren, sondern ist je nach biologischem
Zusammenhang auch fiir die Differenzierung von Vorlduferzellen notwendig, wie u.a. fiir die
Adipogenese (Garces et al., 1997) und fiir die Differenzierung von Keratinozyten (Rangarajan
et al., 2001) gezeigt werden konnte. In neuronalen Stammzellen blockiert Notch die Differen-
zierung zu Neuronen, induziert jedoch die Differenzierung zu Gliazellen (Morrison et al.,
2000).

Zusammenfassend kann man sagen, dass Notch eine herausragende Rolle fiir die Diffe-
renzierung, Proliferation und Apoptose von Saugetierstammzellen fast aller Gewebe spielt,
dass aber seine Wirkungen stark vom jeweiligen Zelltyp und dem biologischen Zusammen-
hang abhingen. Diese enorme Bedeutung und gleichzeitige Komplexitit offenbaren ein ge-

waltiges wissenschaftliches Aufgabenfeld, dessen Erforschung sicherlich erst begonnen hat.

I1.3.3.3 Notch-assoziierte Krankheiten beim Menschen

Verschiedene Erkrankungen beim Menschen konnten bisher mit dem Notch-Signalweg in
Verbindung gebracht werden (zusammengefasst in Joutel und Tournier-Lasserve, 1998; Grid-

ley, 2003). So ist eine genetische Verdnderung im Notchl-Gen fiir die Entstehung einer
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Gruppe von akuten lymphoblastischen T-Zell-Leukdmien (T-ALL) verantwortlich (Ellisen et
al., 1991). Hierbei kommt es aufgrund einer Chromosomentranslokation zur Bildung einer
konstitutiv aktiven Form des Notchrezeptors, auch als TAN-1 bezeichnet, die der intrazellula-
ren Domine des normalen Notchrezeptors entspricht. Ein dhnlicher Mechanismus spielt {ibri-
gens auch eine Rolle bei mit Notch4 assoziierten Mammatumoren der Maus. Durch Insertion
des Maus-Mammatumor-Virus (MMTYV) in das Notch4-Gen kommt es zur Expression eines
verkiirzten, der intrazellularen Doméne entsprechenden, konstitutiv aktiven Notch4-Proteins.
Verschiedene andere solide Tumoren, darunter Zervix-, Endometrium-, Nierenzell-, Bronchi-
al-, Basalzell- und Mammakarzinome, Pleuramesotheliome und Maligne Melanome, sowie
maligne hdmatologische Erkrankungen wie Hodgkin- und Non-Hodgkin-Lymphome, Unter-
gruppen der akuten myeloischen Leukdmie und die chronische B-lymphozytire Leukidmie
(B-CLL) zeigten dysregulierte Expressionen von Wildtyp-Notch-Rezeptoren, -Liganden und
-Zielgenen, wobei je nach Tumorerkrankung und zelluldrem Kontext zum Teil erhohte, zum
Teil verminderte Expressionen festgestellt wurden (Nickoloff et al., 2003).

Neben der Rolle bei malignen Erkrankungen sind Storungen im Notchsignalweg fiir meh-
rere erbliche Erkrankungen verantwortlich. So wurde eine Mutation im Notch-Liganden Jag-
gedl als Ursache fiir das autosomal-dominant erbliche Alagille-Syndrom identifiziert. Dieses
Syndrom ist charakterisiert durch eine Hypoplasie der intrahepatischen Gallenginge mit Ge-
fahr der Entwicklung einer bilidren Zirrhose, Pulmonalarterienstenose, Gesichtsdysmorphie
sowie Wirbelkorperanomalien. Die spezifischen Auswirkungen der Jagged1-Mutation in der
Pathogenese dieser Erkrankung sind noch nicht geklirt. Es wird aber angenommen, dass es
sich um einen inhibierenden Effekt auf den Notchsignalweg handelt. Die Vielzahl der Gewe-
be, in denen Jaggedl wihrend der normalen Embryo- und Fetogenese exprimiert wird, spie-
gelt sich zum Teil in den genannten Symptomen des Alagille-Syndroms wider.

Auch bei einer familidren Form der Fallot-Tetralogie (Pulmonalstenose, Ventrikelseptum-
defekt, reitende Aorta, Rechtsherzhypertrophie) konnte eine Mutation im Jaggedl-Gen als
Ursache identifiziert werden (Eldadah et al., 2001). Dagegen ist eine Mutation im
Notch3-Gen verantwortlich fiir das CADASIL Syndrom (zerebrale autosomale dominante
Arteriopathie mit subkortikalen Infarkten und Leukenzephalopathie). Hierbei kommt es
durchschnittlich um das 45. Lebensjahr, gewohnlich ohne weitere kardiovaskulidre Risikofak-
toren, zu rezidivierenden subkortikalen ischdmischen Hirninfarkten mit zunehmender De-
menzentwicklung. Histopathologisch liegen schwerwiegende Lasionen der glatten Gefalmus-
kelzellen kleiner zerebraler Arterien vor, die in gewissem Ausmal} aber auch in peripheren

GefilBlen, besonders der Haut gefunden werden, so dass es sich bei CADASIL am ehesten um



Einleitung 29

eine systemische Arteriopathie mit zerebraler Betonung handeln diirfte. Es ist bisher noch
nicht eindeutig geklirt, ob die Notch3-Mutation zu einer iiberméfBigen oder verminderten Ak-
tivierung des Notchsignalwegs fiihrt.

Eine sehr bedeutsame Verbindung besteht auch zwischen dem Notchsignalweg und dem
Morbus Alzheimer: Presenilinl, ein entscheidender Faktor der B-Amyloidbildung aus dem
B-Amyloid-Vorlduferprotein bei der Alzheimerschen Erkrankung, ist auch mafigeblich an der
regulierten intramembrandsen Proteolyse (RIP) im Rahmen der Notchaktivierung beteiligt. Es
gibt vielversprechende Therapieansitze zur Blockade von Presenilinl bei Morbus Alzheimer,
wobei diese so spezifisch sein miissen, dass nicht durch gleichzeitige Blockade des Notch-
signalwegs gravierende Nebenwirkungen auftreten (zusammengefasst in Selkoe, 2001).

Betrachtet man, dass Notch mit so unterschiedlichen Erkrankungen sowohl wihrend der
Entwicklung, als auch in adulten Geweben in Verbindung steht, und bedenkt das breite Spek-
trum seiner physiologischen Funktionen, diirfte es sich bei den genannten Notch-assoziierten
Erkrankungen wohl nur um den Beginn einer stetig wachsenden Liste handeln. Die Ent-
schliisselung der molekularen Wirkmechanismen und der Zielgene von Notch konnte somit
einen wichtigen Beitrag fiir zukiinftige Therapieansitze bei einer Vielzahl von Erkrankungen

leisten.

I1.3.3.4 Bedeutung von Notch fiir die Himatopoese

Alle vier Notch-Transkripte sind in hdmatopoetischen Zellen exprimiert (Singh et al.,
2000). Notchl ist vor allem in Knochenmarksstamm- und Knochenmarksvorlduferzellen,
Makrophagen und Thymozyten exprimiert. Notch2 konnte ebenfalls auf Vorlduferzellen,
Thymozyten und B-Zellen gefunden werden. Wihrend Notch3 in den verschiedensten hima-
topoetischen Zellen exprimiert wird, ist Notch4 hauptsédchlich in Endothelzellen, aber auch in
Makrophagen exprimiert. Die grofite Menge an wissenschaftlichen Daten ist aber bei Weitem
fiir die Rolle von Notch1 in der Hamatopoese vorhanden.

Die Notch-Liganden Jagged und Delta-like (D1l) werden von Stromazellen des Knochen-
marks, fetalen Leberstromazellen, Thymusepithel und bestimmten hidmatopoetischen Zellen

exprimiert (Singh et al., 2000).

11.3.3.4.1 Lymphatisches System

Die Funktionen von Notch sind in T-Zellen sehr ausgiebig erforscht (zusammengefasst in
Maillard et al., 2003; Radtke et al., 2004). Aufmerksam wurde man auf die Bedeutung von

Notch in T-Zellen durch die genetischen Verdnderungen bei einer bestimmten Form einer
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akuten T-Zell lymphoblastischen Leukidmie (sieche oben). In der Folgezeit wurden wichtige
Funktionen von Notch in T-Zellen erkannt. Die T-Zell-Entwicklung in Notch1” Knochen-
markzellen ist in einem frithen Stadium (CD44*CD25") blockiert (Radtke et al., 1999). Notch1
fiihrt in bipotenten T/B-lymphatischen Vorlduferzellen zu einer Zelllinienentscheidung in
Richtung T-Zelle. Eine physiologische Rolle bei den Entscheidungen zwischen aff versus yd
und CD4" versus CD8" T-Zell-Schicksal wird zur Zeit kontrovers diskutiert. Die Wirkungen
von Notch in der T-Zell-Entwicklung scheinen zumindest zum Teil iiber HES-1 vermittelt zu
werden, denn auch bei HES-17" Miuseembryonen ist die T-Zell-Entwicklung auf der gleichen
Stufe wie bei Notch1™ Zellen blockiert (Tomita et al., 1999).

Der Notchsignalweg wurde auch mit der Toleranzentwicklung bei peripheren T-Zellen in
Verbindung gebracht (Hoyne et al., 2000). Die Autoren konnten zeigen, dass die Uberexpres-
sion des Notchliganden Jagged1 in Antigen-préasentierenden-Zellen (APC) zur Umwandlung
naiver T-Zellen in regulatorische T-Zellen fiihrt, die die Immunantwort auf ein spezifisches
Antigen nicht mehr aktivieren, sondern inhibieren. Dies wire ein moglicher Ansatz, bei Auto-
immunkrankheiten und Allergien therapeutisch eine Toleranzentwicklung zu erreichen. Die
Aufklarung der molekularen Mechanismen dieses Effekts ist bisher noch nicht gelungen.

Neben den Funktionen in T-Zellen hat Notch auch wichtige Aufgaben in der spiten
B-Zell-Entwicklung (zusammengefasst in Maillard et al., 2003; Radtke et al., 2004). Wéhrend
konditionelle Inaktivierung von RBP-J keinen Effekt auf die Entwicklung unreifer Knochen-
marks-B-Zellen zeigte, fiihrte sie in der Milz zu einem Verlust von Marginalzonen-B-Zellen
bei gleichzeitigem Uberschuss an follikuliren B-Zellen (Tanigaki et al., 2002). Dies deutet
auf eine Rolle von Notch in der Zelllinienentscheidung zwischen den beiden B-Zelltypen,
wohl ausgehend von einer gemeinsamen Vorlduferzelle.

Von den Notch-Rezeptoren ist Notch2 in B-Zellen am stirksten exprimiert, wobei die Ex-
pressionsstirke mit dem Reifungsgrad zunimmt und in B-Zellen der Milz am stérksten ist.
Konditionelle Inaktivierung von Notch2 fiihrt ebenfalls zum Verlust von Marginalzo-
nen-B-Zellen. Andere Notch-Rezeptoren konnen die Notch2-Funktion in B-Zellen nicht iiber-
nehmen (Saito et al., 2003). In der friihen B-Zell-Entwicklung fiihrt konstitutiv aktives
Notch1'® zu einem Block der B-Zell-Differenzierung vor oder im Pri-Pro-B-Zell-Stadium
(Pui et al., 1999).

Hinweise auf molekulare Mechanismen und vielleicht auch physiologische Zielgene von
Notch in B-Zellen erhielt man durch die Beobachtung, dass EBNA2, ein viraler Transkrip-
tionsfaktor des B-lymphotropen Epstein-Barr-Virus (EBV), sich Teilen des Signalwegs des

aktivierten zelluldren Notch-Proteins bedient. Das u.a. mit der Entstehung von Burkitt
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Lymphomen und Nasopharynxkarzinomen assoziierte EBV ist ein onkogenes Virus, welches
zur Immortalisierung von B-Zellen fithren kann (Cohen et al., 1989). EBNA2 ist dabei einer
seiner entscheidenden nukledren Transkriptionsfaktoren, der, genauso wie Notch, selbst nicht
an DNA binden kann, sondern seine Wirkung ebenfalls iiber RBP-J entfaltet (Grossman et al.,
1994; Henkel et al., 1994; Waltzer et al., 1994). Es konnte in der Folge gezeigt werden, dass
aktiviertes Notchl in EBV-infizierten B-Zellen verschiedene von EBNA?2 regulierte virale
und zelluldre Gene ebenfalls regulieren kann (darunter LMP1, LMP2a, BamHI C-Promoter,
CD21, c-myc und Igu), auf andere EBNA2 Zielgene wie CD23 jedoch keinen Einfluss hat
(Hofelmayr et al., 1999; Strobl et al., 2000). Im Gegensatz dazu scheint aktiviertes Notch2
gerade an der Uberexpression von CD23 in B-Zell chronisch lymphatischen Leukimien

(B-CLL) beteiligt zu sein (Hubmann et al., 2002).

11.3.3.4.2 Myeloisches System und himatopoetische Stammzellen

Als Wirkung von Notch auf das myeloische System wurde zuerst eine Verzogerung der
Differenzierung und eine Steigerung der Selbsterneuerung von myeloischen Vorlduferzellen
beschrieben (Milner et al., 1996). Hierfiir wurde die murine granulozytire Vorlduferzellreihe
32D mit einer konstitutiv aktiven Form von Notch1 (NotchlIC) verwendet. Spéter konnte die-
ser Effekt auch gezeigt werden, wenn man 32D Zellen mit einer Knochenmarks- Stromazell-
linie kokultivierte, welche den Notch-Liganden Jaggedl exprimierte (Li et al., 1998). Auch
andere Autoren, die mit konstitutiv aktivem Notch1 arbeiteten, konnten eine Verzogerung der
Differenzierung und vermehrte Selbsterneuerung in myeloischen Zelllinien finden
(Varnum-Finney et al., 2000; Kumano et al., 2001). Dagegen stellten Schroeder und Just so-
wohl in der multipotenten myeloischen Stammzelllinie FDCP-mix als auch in 32D Zellen
eine Induktion und Beschleunigung der Differenzierung und eine Verringerung der Selbster-
neuerung durch Notch fest (Schroeder und Just, 2000b; Schroeder, 2001; Schroeder et al.,
2003). Sie etablierten dabei ein induzierbares System, in dem Notch durch Zugabe von Ta-
moxifen konditionell aktivierbar ist (siehe unten). Auch bei einer Stimulation endogener
Notch-Rezeptoren durch Kokultivierung mit einer Jaggedl exprimierenden Fibroblastenzell-
linie kamen sie zu obigen Ergebnissen. In der multipotenten myeloischen Stammzelllinie
FDCP-mix war die Differenzierung in neutrophile Granulozyten, Makrophagen und Erythro-
zyten beschleunigt, ohne eine Differenzierungsrichtung deutlich zu favorisieren. Die Effekte
traten sowohl unter Zytokinbedingungen auf, welche die Differenzierung erlauben oder unter-
stiitzen, als auch unter Bedingungen, welche eine Differenzierung normalerweise verhindern

und die Selbsterneuerung unterstiitzen. Die Stidrke der Notch-Effekte konnte jedoch durch
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Zugabe von Zytokinen beeinflusst werden, woraus sich eine mogliche Verbindung von Notch
und Zytokinsignalwegen ergibt. Aulerdem konnten Schroeder und Just zeigen, dass eine Ak-
tivierung von Notch die Proliferation von FDCP-mix und 32D Zellen durch einen Block des
Zellzyklus in der GO/G1 Phase reduzierte (Schroeder und Just, 2000a; Schroeder, 2001). In
einer anderen Arbeit wurde demonstriert, dass der Jagged/Notch-Signalweg die Prolifera-
tionsgeschwindigkeit von CD34" humanen Blutstammzellen verringert (Walker et al., 1999).
Auch wurde eine Induktion der Reifung von humanen dendritischen Zellen nach Notchakti-
vierung beschrieben (Weijzen et al., 2002). Bei in vivo Experimenten zur Wirkung von Notch
auf hdmatopoetische Stammzellen konnte kein Block der Differenzierung in myeloische Zel-
len gefunden werden (Pui et al., 1999), und eine stimulierende Wirkung von Notchl auf die
Differenzierung von himatopoetischen Vorlduferzellen in dendritische Zellen konnte festge-
stellt werden (Cheng et al., 2001). In einer kiirzlich erschienenen Arbeit (Kumano et al.,
2003) wurde der Einfluss von Notchl auf die embryonale Entwicklung der frithesten hamato-
poetischen Stammzellen aus bestimmten Endothelzellen, die auch als Himangioblasten be-
zeichnet werden konnen, beschrieben. So war bei Notchl”™ -Miuseembryonen bei Explanta-
tionsstudien von Geweben, in denen normalerweise definitive Hamatopoese stattfindet, die
Generierung hdmatopoetischer Kolonien stark eingeschrinkt. Dies konnte in Wild-
typ-Méduseembryonen durch die Anwesenheit von Notchaktivitit unterbindende
v-Secretase-Inhibitoren nachgeahmt werden, allerdings nur bis Tag 10,5 der Embryogenese,
was darauf deutet, dass Notchl-Aktivierung fiir die Erzeugung der frithesten himatopoeti-
schen Stammzellen erforderlich ist, aber nur so lange, bis ein initialer Stammzellpool vorhan-
den ist.

Notch wirkt also nicht generell, wie anfangs postuliert, der Differenzierung von mye-
loischen Zellen entgegen und unterstiitzt auch nicht generell die Proliferation von unreifen
Stammzellen. Die stark abweichenden Ergebnisse der unterschiedlichen Arbeitsgruppen kon-
nen u.a. daraus resultieren, dass bei Systemen mit konstitutiv aktivem Notch1'® auf Klone
selektioniert wird, die einen Selektionsvorteil durch einen Block der Differenzierung aufwei-
sen. Dazu passen die Beobachtungen von zwei Gruppen, dass es nicht moglich war, stabile
himatopoetische Stammzelllinien mit konstitutiv aktivem Notch zu generieren (Schroeder,
2001; Morimura et al., 2000).

Die biologischen Funktionen von Notch in der Myelopoese sind um einiges komplexer als
zuerst angenommen. Sicher sind sie sehr vom zelluliren Kontext und den Zytokinbedingun-

gen abhéngig.
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I1.3.4 Zielgene von Notch in Sdugetieren

Zielgene von Notch konnten bisher bezogen auf die breite biologische Wirkung dieses
Rezeptors noch nicht ausreichend identifiziert werden. Neben dem bereits genannten HES-1
und den genannten mit EBNA2 gemeinsamen viralen und zelluliren Zielgenen in
EBV-infizierten B-Zellen (LMP1, LMP2a, BamHI C-Promoter, CD21, c-myc und Igu
(Hofelmayr et al., 1999; Strobl et al., 2000)) konnten bisher in Saugetierzellen u.a. HES-5
(Ohtsuka et al., 1999), verschiedene mit HES verwandte HERP bzw. Hey-Gene (Maier und
Gessler, 2000), NF-kappaB (Oswald et al., 1998; Cheng et al., 2001), pri-TCRa (Reizis und
Leder, 2002), p21 (Rangarajan et al., 2001), Nrarp (Krebs et al., 2001) und GATA-2
(Kumano et al., 2001) als Zielgene von Notch gefunden werden. Von mehreren dieser Ziel-
gene sind wichtige Funktionen innerhalb der Himatopoese und des Immunsystems bekannt.
So wird z.B. NF-kappaB neben verschiedenen Aufgaben in der T-Zell Entwicklung fiir die
Differenzierung von B-Zellen und dendritischen Zellen benétigt. Das Gen fiir die
pra-T-Zell-Rezeptor-a-Kette (prda-TCRa) ist wihrend der frithen Differenzierung von
T-Zellen von Bedeutung, wihrend GATA-2 wichtige Funktionen in undifferenzierten hama-
topoetischen Stammzellen tibernimmt und damit Einfluss auf alle hdmatopoetischen Linien
hat (zusammengefasst in Shivdasani und Orkin, 1996). Die bisher bekannten Zielgene konnen
aber liangst nicht alle Effekte von Notch in der Himatopoese ausreichend erkldren, so dass die
Erforschung weiterer Zielgene sowohl fiir das Verstandnis der molekularen Wirkungen von
Notch, als auch fiir die Einsicht in die molekularen Ablidufe der Himatopoese einen wichtigen

Beitrag liefern kann.

I1.4 Das Tamoxifen-induzierbare System: ein Konstrukt,
um Notch1'® konditionell aktivieren zu kénnen

Um erfolgversprechend nach Zielgenen von Notch in der Himatopoese forschen zu kon-
nen, ist ein Zellkonstrukt notwendig, bei dem Notch konditionell aktiviert werden kann. Die-
ses hatten Timm Schroeder und Ursula Just vor Beginn meiner Promotionsarbeit etabliert
(Schroeder, 2001). Sie wihlten dazu das Ostrogen-induzierbare Aktivierungssystem. Dafiir
wurde der offene Leserahmen fiir ein Fusionsprotein (NERT) aus Notch1'® und der Hormon-
bindedomine (HBD) des humanen Ostrogen-Rezeptors (aa 282-595) kloniert. Da Ostrogen
selber einen Einfluss auf die Proliferationsgeschwindigkeit von FDCP-mix-Zellen hatte, wur-
de eine mutierte Hormonbindedoméne verwendet, welche durch die Bindung des Ostro-

gen-Antagonisten 4-Hydroxy-Tamoxifen (OHT) aktiviert werden kann (Feil et al., 1997).



34 Einleitung

OHT fiir sich hatte keinen Einfluss auf die Proliferation oder Differenzierung von FDCP-mix
Zellen. In Abwesenheit von OHT wird die HBD von dem zytoplasmatischen Hitzeschockpro-
tein 90 (HSP90) gebunden und dadurch im Zytoplasma gehalten (Abb. 5). Nach Zugabe und
Bindung von OHT an die HBD wird diese vom HSP90 abgelost und der Komplex von
Notch1'® und HBD wandert aufgrund des Kernlokalisationssignals von Notch1'“ in den Kern.

Hier kann Notch1'C die Transkription seiner Zielgene induzieren.

- Tamoxifen + Tamoxifen
extrazellulir
Notch IC Jf ER (1P
otc 90 Zytoplasma
Tamoxifen
&
Kern Notch IC 1—

Abbildung 5: Das Tamoxifen-induzierbare System

(ER: Ostrogen-Rezeptor; Hsp 90: Hitzeschockprotein 90)

Fiir die Expression von NERT in hamatopoetischen Zellen wurde der Leserahmen in einen
retroviralen Vektor (rneo) kloniert. Die hohe Expression in himatopoetischen Stammzellen
wird dabei durch das 5 LTR und die PBS des murinen embryonalen Stammzellvirus (MESV)
erreicht (Grez et al., 1990).
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IIT FRAGESTELLUNG DER ARBEIT

Im Rahmen dieser Arbeit sollten molekulare Mechanismen, mit welchen Notch seine Ef-
fekte auf Proliferation und Differenzierung myelopoetischer Zellen ausiibt, untersucht wer-
den. Dazu sollten Zielgene von Notch in myeloischen Stamm- bzw. Vorliduferzelllinien mit
unterschiedlichem Differenzierungspotential bestimmt und analysiert werden, sowie eine
Einordnung der Ergebnisse in vorhandene Modelle der Regulation der Myelopoese versucht

werden.
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IV ERGEBNISSE

IV.1 FDCP-mix A7 Zellen konnen durch geeignete Medi-
umbedingungen in Erythrozyten bzw. Granulozyten und
Makrophagen differenzieren

IV.1.1 Anhand von Zytospin-Praparaten konnen die Zellen wih-
rend der Differenzierung morphologisch unterschieden und diffe-
rentiell ausgezihlt werden

Die zytokingesteuerte Differenzierungskinetik der FDCP-mix A7 Zellen wurde wie in Ab-
schnitt V1.2.3 beschrieben durchgefiihrt, um einerseits das Zellsystem unter den vorliegenden
Laborbedingungen fiir molekulare Analysen von Differenzierungsentscheidungen in der Ha-
matopoese zu validieren, und andererseits einen Eindruck von den Genexpressionsverinde-
rungen wichtiger Regulationsfaktoren in den verwendeten Zellen wihrend einer zytokin-
gesteuerten Differenzierung zu erhalten.

Es wurden tidglich Zytospin-Priparate angefertigt. Die differentielle Auszidhlung erfolgte
im undifferenzierten Zustand, sowie an einem frithen, mittleren und spéten Zeitpunkt der Dif-
ferenzierung. Ausschnitte der zugehdrigen Zytospin-Préparate sind in Abb. 6a dargestellt. Es
konnten reife Erythrozyten, Makrophagen und Granulozyten in einem fiir die Mediumbedin-
gungen typischen Verhiltnis beobachtet werden. Der Verlauf der einzelnen Zellzahlen ist in
Abb. 6b und 6¢ dargestellt. Zu erkennen ist hierbei u.a. auch, dass unter erythroiden Differen-
zierungsbedingungen erwartungsgemif anfangs auch vermehrt Makrophagen entstehen, wel-
che im weiteren Verlauf dann aber wieder deutlich abnehmen. Beachtet werden sollte, dass zu
Beginn der Kinetik bereits einige spite granulozytidre Zellen zwischen den eindeutig undiffe-

renzierten Blasten vorhanden waren.
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A undifferenziert

Abbildung 6: Differenzierungskinetik von FDCP-mix A7 Zellen

FDCP-mix Zellen wurden unter Selbsterneuerungsbedingungen kultiviert. Durch Wechsel der
Mediumbedingungen wurde eine Differenzierung in Erythrozyten (E) bzw. Granulozyten und
Makrophagen (G/M) erreicht.
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(A) Ausschnitte der Zytospin-Préparate; May-Griinwald-Giemsa Firbung, erythroide Mediumbedin-
gungen Tag 7 und 11 zusétzlich Dianisidin-Fiarbung; Vergroerung 630fach (B: Blast; FE: frithe

erythroide Zelle; FG: frithe granulozytire Zelle; M: Makrophage; SE: spite erythroide Zelle; SG:
spite granulozytire Zelle)

(B) Verlauf der Zellzahlen wihrend der Differenzierung unter Granulozyten / Makrophagen - Medi-
umbedingungen (gezdhlt durch Dr. T. Schroeder)

(C) Verlauf der Zellzahlen wihrend der Differenzierung unter erythroiden Mediumbedingungen (ge-
zéhlt durch Dr. T. Schroeder)

100 —e—Blast

— -O- — Makrophage

— - — friihe granulozyt. Zelle
75 — ¢ — spéte granulozyt. Zelle

100 - —@—Blast

— -O- — Makrophage

— A — frihe erytroide Zelle
—x—spate ervthroide Zellg ,
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IV.1.2 Auf RNA-Ebene zeigt sich wihrend der Differenzierungs-
kinetik die charakteristische Regulation von wichtigen mye-
loischen Transkriptionsfaktoren, Zytokinrezeptoren sowie diffe-
renzierungsabhingigen Funktionsproteinen

Northern Blot-Analysen konnten die unterschiedlichen RNA-Mengen fiir bestimmte, fiir
den Differenzierungsablauf entscheidende Proteine im Verlauf der erythroiden und Granulo-
zyten/Makrophagen (G/M) - Differenzierung darstellen (Abb. 7). Die Ergebnisse entsprachen
dabei im Allgemeinen den an anderer Stelle beschriebenen, fiir FDCP-mix Zellen iiblichen
Regulationen (Cross et al., 1994).

So kam es wihrend der erythroiden Differenzierung zuerst zu einer Zunahme des
Transkriptionsfaktors GATA-1, gefolgt von einer Hochregulation der Erythropoetin-Rezeptor
RNA und der B-Globin RNA. Wihrend der G/M - Differenzierung konnte man eine Verdopp-
lung der PU.1 RNA, und wahrscheinlich damit zusammenhingend eine deutliche Hochregula-
tion des M-CSF-Rezeptors feststellen. C/EBPa und das auf granulozytéire Zellen beschriankte
Protein Myeloperoxidase (MPO) waren schon zu Beginn der G/M - Differenzierung deutlich
exprimiert, was fiir einen bestimmten Anteil an Zellen mit bereits begonnener granulozytérer
Differenzierung spricht (siehe auch differentielle Auszdhlung). In terminalen, granulozytéiren

Stadien werden diese beiden Gene erwartungsgeméal} kaum noch exprimiert.



40 Ergebnisse
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Abbildung 7: Northern Blot Analyse wichtiger myeloischer Gene im Verlauf der
Differenzierung

FDCP-mix A7 Zellen wurden unter Selbsterneuerungsbedingungen kultiviert. Durch Anderung der
Mediumbedingungen wurde eine Differenzierung in Erythrozyten bzw. Granulozyten und Makro-
phagen erreicht. Die Gesamt-RNA wurde zu den angegebenen Zeitpunkten nach Anderung der
Mediumbedingungen isoliert. Die untersuchten myeloischen Gene zeigten einen charakteristischen
Verlauf ihrer Expression wéhrend der jeweiligen Differenzierung. GAPDH ist als Beladungskontrolle
dargestellt. Es ist allerdings im Verlauf der erythroiden Differenzierung selbst nicht konstant
exprimiert.
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IV.2 Effekte von aktiviertem Notch1'® auf die RNA-
Expression wichtiger myeloischer Transkriptionsfaktoren,
Zytokinrezeptoren, sowie differenzierungsabhéingiger
Funktionsproteine

Die Untersuchungen von Schroeder und Just (Schroeder und Just, 2000b; Schroeder,
2001) zeigten, dass Notch in 32D und FDCP-mix Zellen Differenzierung induziert. Die mole-
kularen Mechanismen und die Zielgene iiber die Notch diese Differenzierungsinduktion in
diesen beiden Zelllinien erreicht, waren aber vollig unklar. Ich versuchte deshalb einerseits
tiber cDNA Filter Notch-Zielgene in der Myelopoese zu finden, zum Anderen bediente ich
mich eines anerkannten Modells (Tenen et al., 1997, siehe Einleitung Abb. 2) iiber verschie-
dene wichtige Transkriptionsfaktoren und Zytokinrezeptoren der Myelopoese und versuchte
im Northern Blot herauszufinden, ob aktiviertes Notch1'C hierauf einen regulativen Effekt hat.
Da zuerst ein optimaler Zeitpunkt nach Notchaktivierung herausgefunden werden musste, an
dem die Genexpression im Vergleich zum Ausgangslevel vor Notchaktivierung auf den
cDNA Filtern untersucht werden sollte, wurden zundchst Versuche mit Kine-
tik-Northern-Blots durchgefiihrt. Fiir diese Kinetiken wurden fiir die 32D Zellen zwei unab-
hingige Klone mit Tamoxifen induzierbarem Notch (32DrNERTneo21 und
32DrNERTneo31) und ein Kontrollklon (32Dmmeol) (Schroeder und Just, 2000b) verwendet.
Fiir die FDCP-mix A7 Zellen wurden vier unabhidngige Klone mit induzierbarem Notch
(A7rNERTneo024/25/26/32) sowie ebenfalls ein Kontrollklon (A7rneo3) (Schroeder, 2001)
untersucht. Die Aktivierung von Notch wurde mit je zwei unterschiedlichen
OHT-Konzentrationen durchgefiihrt: 50nM — die gleiche Konzentration, die Schroeder und
Just fiir die Untersuchung der biologischen Effekte verwendet hatten. Damit erreicht man aber
noch nicht die maximal mogliche Notchaktivierung. Diese liegt entsprechend einer Sétti-
gungskinetik um 1uM OHT (Schroeder, personliche Mitteilung). Daher wurde diese relativ
hohe Konzentration zusitzlich verwendet, um eine moglichst hohe Sensitivitit in den Ge-
nexpressionsanalysen zu erreichen. Die Zellen wurden dabei in gleichbleibendem IL-3 Medi-
um gehalten, so dass die OHT-Zugabe die einzige Anderung darstellte. Die RNA wurde bis
32h nach OHT-Zugabe an bis zu neun Zeitpunkten isoliert, um dann im Northern Blot einen

moglichst exakten Verlauf der molekularen Notcheffekte zu erhalten.
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IV.2.1 Effekte von aktiviertem Notchl'® auf die Expression der
myeloischen Transkriptionsfaktoren PU.1, C/EBPa und GATA-1

IV.2.1.1 Aktiviertes Notch1'® induziert PU.1 Expression in 32D Zellen

PU.1 ist der entscheidende Transkriptionsfaktor fiir die Differenzierung von multipotenten
Knochenmarksstammzellen in Makrophagen, aber auch wichtig fiir die granulozytére Diffe-
renzierung (siehe oben). In zwei unabhingigen Versuchen mit je zwei 32DrNERTneo Klonen
und einem rneo Kontrollklon, sowie einem weiteren unabhingigen Versuch mit einem
32DrNERTneo Klon und einem Kontrollklon konnte {ibereinstimmend gezeigt werden, dass
Notch1'® die Expression von PU.1 hochreguliert. Die Hochregulation begann bereits nach 2h
und war 4h nach Notch-Aktivierung mit etwa dem Vierfachen des Ausgangslevels deutlich zu
quantifizieren (Abb. 8). Die Konzentration von OHT (50 nM oder 1 uM) hatte dabei keinen

nennenswerten Einfluss auf die PU.1 Regulation.

rNERTneo rmeo rNERTneo
21 1 31
OHT 50 nM 1 uM 1uM 1 uM

OHT[h] 0051 2 4 81224320 2 4 824320 8 0 8 kb

o z |

GAPDH me@SSasstSsssnuscnben

Abbildung 8: Aktiviertes Notch1'C induziert PU.1 Expression in 32D Zellen

32D Zellen wurden unter Selbsterneuerungsbedingungen kultiviert und bis zu 32h mit 50nM bzw.
1uM OHT behandelt. Die Gesamt-RNA wurde zu den angegebenen Zeitpunkten nach OHT-Zugabe
isoliert. Aktiviertes Notchl'® erhohte die Menge an PU.1-RNA in den Klonen rNERTneo 21 und
rNERTneo 31, jedoch zu keinem Zeitpunkt im Kontrollklon rneol (Daten zum Teil nicht gezeigt).
GAPDH zeigt die Beladung der Spuren an. Gezeigt ist eins von drei unabhiingigen Experimenten mit
inhaltlich identischen Ergebnissen.

Der in der Abbildung zu erkennende Riickgang der PU.1 Expression in Klon INERTneo21
nach 8h korreliert nur zum Teil mit der Beladung, konnte aber in den zwei anderen unabhén-

gigen Versuchen nicht bestitigt werden (Abb. 10a). Im Kontrollklon rneol konnte in keinem
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Versuch ein Anstieg quantifiziert werden, so dass der Effekt nicht auf einer intrinsischen

OHT-Wirkung, sondern lediglich auf der Aktivierung von Notch1'® beruhen konnte.

IV.2.1.2 Aktiviertes Notch1'® induziert PU.1 Expression in FDCP-mix
Zellen

Der gleiche Versuch sollte nun fiir das multipotente myeloische FDCP-mix Zellsystem
durchgefiihrt werden, um herauszufinden, ob Notch auch in dieser frithen Stufe der mye-
loischen Differenzierung die PU.1-Expression hochreguliert. In zwei unabhingigen Versu-
chen mit je drei FDCP-mix Klonen mit induzierbarem Notch (A7rNERTneo024/26/32 bzw.
A7rNERTneo024/25/32) und einem Kontrollklon (A7rneo3) sowie einem weiteren unabhéngi-
gen Versuch mit Klon A7rNERTneo24 und A7rneo3 konnte eine PU.1 Induktion durch Notch
gezeigt werden (Abb. 9). Bis auf Klon 32, der in Vorversuchen auch nur eine sehr geringe
RBP-J abhingige Transaktivierung und auch nur sehr geringe biologische Effekte nach
Notch-Aktivierung durch OHT aufwies (Schroeder, personliche Mitteilung), zeigten alle
A7-Klone mit induzierbarem Notch (A7rNERTne024/25/26) eine Steigerung der PU.1 Ex-
pression nach Notch-Aktivierung durch OHT. Keine Induktion der PU.1 Expression war da-
gegen im Kontrollklon rneo3 zu erkennen. Am stirksten war die PU.1-Induktion bei Klon 24
und 26. Diese Beobachtung korreliert mit der Tatsache, dass diese beiden Klone auch die
hochste Spontandifferenzierung in die granulozytédr / monozytire Richtung besitzen, so dass
bei ihnen moglicherweise eine erhohte Ansprechbarkeit auf Differenzierungssignale in diese

Richtung vorliegt.
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Abbildung 9: Aktiviertes Notch1'¢ induziert PU.1 Expression in FDCP-mix Zellen

FDCP-mix Zellen wurden unter Selbsterneuerungsbedingungen kultiviert und bis zu 24h mit 50nM
bzw. 1uM OHT behandelt. Die Gesamt-RNA wurde zu den angegebenen Zeitpunkten nach
OHT-Zugabe isoliert. Aktiviertes Notch1' erhchte die Menge an PU.I-RNA in den Klonen
rNERTneo 24 und rNERTneo 26, jedoch zu keinem Zeitpunkt im Kontrollklon rneo 3. GAPDH zeigt
die Beladung der Spuren an. Gezeigt ist eins von drei unabhingigen Experimenten mit inhaltlich
identischen Ergebnissen.

Die Induktion betrug im Durchschnitt der drei unabhéngigen Versuche fiir Klon 24 vier
Stunden nach OHT-Zugabe das 2,3fache des Ausgangslevels, was im Bereich der Induktion
von PU.1 wihrend einer zytokingesteuerten Differenzierung liegt (siche Abb. 7). Dieser Wert
stieg bis zum Ende des Beobachtungszeitraums von 24h im Durchschnitt auf das 2,6fache an
(Tabelle 1). Auch in FDCP-mix Zellen zeigte die hohere OHT-Konzentration von 1pM in

Bezug auf die PU.1 Induktion kaum einen Unterschied zur niedrigeren OHT-Konzentration
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von 50nM. Allenfalls kann eine geringe Beschleunigung der PU.1 Induktion nach 4h bei der

hoheren OHT-Konzentration vermutet werden.

[h] nach OHT- meo 3 rmeo 3 rNERTneo 24 rNERTneo 24
Zugabe [OHT]50nM  [OHT]1uM  [OHT]50nM  [OHT] 1 uM
Oh 1 1 1 1
1h 1.1 1.1
4h 1 0.9 2.1 2.4
12h 0.9 2.5
24h 1.1 0.7 2.6 2.6

Tabelle 1: Aktiviertes Notch1'® induziert PU.1 Expression in FDCP-mix Zellen

Gezeigt sind die Mittelwerte der relativen PU.1 Expression bezogen auf das Ausgangsniveau bei Oh
aus je zwei unabhidngigen Versuchen fiir Klon A7rneo 3 und A7rNERTneo 24. Es bestehen
hinsichtlich der PU.1 Induktion nur geringe Unterschiede zwischen der Notchaktivierung durch 50 nM
bzw. 1 uM OHT. Keine Induktion im Kontrollklon rneo 3. Quantifizierung mittels AIDA Image Data
Analyser Software, Normalisierung auf GAPDH Expression.

IV.2.1.3 PU.1 ist ein direktes Notch-Zielgen

Um der Frage nachzugehen, ob PU.1 ein direktes Zielgen von Notch ist, oder ob Notch
erst andere Proteine induzieren muss, welche dann ihrerseits die PU.1 Expression steigern,
wurde Cycloheximid eingesetzt. Cycloheximid blockiert die Proteinsynthese, so dass nach
Aktivierung von Notch durch Tamoxifen nur direkte Notcheffekte im Northern Blot ablesbar
sind, da potentiell dazwischengeschaltete Proteine nicht synthetisiert werden konnen. Fiir die-
ses Experiment wurden fiir die 32D Zellen die Klone 32Drneol(Kontrolle) und
32DrNERTneo21, sowie fiir die FDCP-mix Zellen Klon A7rneo(Kontrolle) und Klon
AT7rNERTneo24 verwendet. Es wurde RNA zu den Zeitpunkten 0, 4, 8, 24 Stunden nach
OHT Zugabe mit bzw. ohne Cycloheximid-Behandlung isoliert. Es zeigte sich jedoch, dass
FDCP-mix Zellen den Einfluss von Cycloheximid iiber 24h nicht iiberlebten, so dass kein
24hWert der RNA dieser Zelllinie unter Cycloheximid-Behandlung gewonnen werden konn-
te.

Um einen moglichen stabilisierenden Einfluss von Cycloheximid auf die RNA der unter-
suchten Gene beriicksichtigen zu konnen, wurde zu obigen Zeitpunkten auch RNA nach allei-
niger Zugabe von Cycloheximid ohne OHT-Zugabe isoliert.

Im Northern Blot bleibt auch unter Cycloheximid-Einwirkung die PU.1 Induktion durch
Notch sowohl in 32D, als auch in FDCP-mix Zellen sichtbar, so dass PU.1 als ein direktes
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Notch-Zielgen anzusehen ist (Abb. 10). Cycloheximid selbst hatte zwar zusitzlich einen sta-
bilisierenden Effekt auf die PU.1 mRNA, welcher aber durch die Kontrollwerte, bei denen

ausschlieBlich Cycloheximid und kein OHT zugesetzt wurde, abgeglichen werden konnte.

A
32D rNERTneo 21 32D rmeo 1
h 4 0 8 24 0 4 4 8 24
OHT + + - - - 4+ + - 4+ + - - + + + +
CHX -+ + + - = + + - + + - - 4+ - -

kb

PU.1 u G- h,“ & it ' ' - ‘ 1,4

T LI T R L L

B
A7 rNERTneo 24 A7 rneo 3
h 4 0 8 24 0 4 8 24
OHT + + - - - + + - + - + + +
CHX - + + + - - + + - - -

kb

PU.1 ‘.“....',3‘ 'Fé} g on 14
GAPDH ......uﬂ‘%..... 1.2

Abbildung 10: PU.1 ist ein direktes Notch-Zielgen

32D Zellen (A) und FDCP-mix Zellen (B) wurden unter Selbsterneuerungsbedingungen kultiviert und
bis zu 24h mit 1uM OHT behandelt. Zur Unterbindung der Translation wurde, wo angegeben,
Cycloheximid (CHX) zugesetzt. Die Gesamt-RNA wurde zu den angegebenen Zeitpunkten nach
OHT-Zugabe isoliert. Auch ohne die Moglichkeit der Proteinsynthese erhohte aktiviertes Notch1'® die
Menge an PU.1-RNA. Der stabilisierende Effekt von CHX auf die PU.1 RNA muss beriicksichtigt
werden. Keine Zunahme der PU.1-RNA nach OHT-Zugabe wurde in den Kontrollklonen rneol bzw.
rneo 3 gefunden. GAPDH zeigt die Beladung der Spuren an.
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IV.2.1.4 Aktiviertes Notch1'® zeigt keinen Effekt auf C/EBPo Expression

Nachdem die PU.1 Expression durch Notch reguliert wird, war es von groBem Interesse,
ob auch die beiden anderen bedeutenden myeloischen Transkriptionsfaktoren C/EBPa und

GATA-1 durch Notch reguliert werden.
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Abbildung 11: Aktiviertes Notch1'® zeigt keinen Effekt auf GATA-1 und C/EBPa
Expression

FDCP-mix Klone A7rNERTneo 24, 26 und 32 sowie A7 rneo 3 wurden unter Selbsterneuerungs-
bedingungen kultiviert und bis zu 24h mit 1luM OHT behandelt. Die Gesamt-RNA wurde zu den
angegebenen Zeitpunkten nach OHT-Zugabe isoliert.

(A) Aktiviertes Notch1'C hatte in keinem der untersuchten Klone einen Effekt auf die Expression der
C/EBPa RNA. GAPDH zeigt die Beladung der Spuren an. Wegen der relativ starken Beladungs-
schwankungen ist die auf GAPDH normalisierte und auf das jeweilige Ausgangsniveau vor
OHT-Zugabe bezogene relative Expressionsstirke von C/EBPa angegeben.

(B) GATA-1 RNA war in den untersuchten Klonen nur schwach exprimiert und wurde durch aktivier-
tes Notch1'® nicht reguliert. 18S-Ethidiumbromid-Firbung des Agarosegels zeigt die Beladung
der Spuren an.
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SchlieBlich hatte Notch nicht nur einen Einfluss auf die Differenzierung von myeloischen
Stammzellen in Richtung Makrophagen, sondern beschleunigte auch die Differenzierung in
Granulozyten und Erythrozyten (Schroeder und Just, 2000b; Schroeder, 2001; Schroeder et
al., 2003), was durch eine alleinige Hochregulierung von PU.1 schwierig zu erkldren ist. Im
Northern Blot konnte fiir C/EBPa aber weder in den 32D Klonen 32DrNERTneo21 und 31
noch in den FDCP-mix Klonen A7rNERTne024/26/32 eine Regulation durch Notch erkannt
werden. Wihrend sich im FDCP-mix-System aber in zwei Versuchen eine deutliche nicht
regulierte Bande fiir C/EBPa im Northern darstellte (Abb. 11a), war C/EBPa im 32D-System

nicht in detektierbarer Menge exprimiert.

IV.2.1.5 Aktiviertes Notch1' zeigt keinen Effekt auf GATA-1 Expression

GATA-1 ist ein Haupttranskriptionssfaktor der erythroiden Line. Ob seine Expression
durch Notch reguliert ist, sollte im Northern Blot untersucht werden. Es zeigte sich, dass
GATA-1 mRNA in undifferenzierten FDCP-mix Zellen nur schwach exprimiert ist.
Notch-Aktivierung hatte in den drei A7rNERTneo Klonen 24, 26, 32 soweit beurteilbar kei-
nen Einfluss auf die GATA-1 Expression (Abb. 11b). In 32D Zellen war GATA-1 stirker

exprimiert, seine Expression jedoch auch nicht durch Notch reguliert (Daten nicht gezeigt).

IV.2.2 Effekte von aktiviertem Notch1'C auf die Expression der
Zytokinrezeptoren M-CSF-Rezeptor, G-CSF-Rezeptor und
Erythropoetin-Rezeptor

IV.2.2.1 Aktiviertes Notch1'® induziert M-CSF-Rezeptor Expression

Aus der Literatur war bekannt, dass PU.1 die Transkription des M-CSF-Rezeptors indu-
ziert (Zhang, 1994). Es lag daher nahe, auch die Expression des M-CSF-Rezeptors nach Akti-

vierung von Notch1'

zu untersuchen. In zweil unabhingigen Experimenten konnte fiir
FDCP-mix Zellen gezeigt werden, dass die M-CSF-Rezeptor mRNA vor Notchaktivierung im
Northern Blot nicht detektiert werden kann, sie etwa ab 4h nach Notchaktivierung hochregu-
liert wird und bis zum Ende des Versuchszeitraums von 24h stetig ansteigt (Abb. 12b). Ein
entsprechendes Ergebnis lieferte ein Experiment fiir 32D Zellen, wobei hier der Beobach-
tungszeitraum 32h nach Notchaktivierung betrug, iiber den hinweg die M-CSF-Rezeptor Ex-

pression stetig zunahm (Abb. 12a).
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Abbildung 12: Der M-CSF-Rezeptor ist ein indirektes Notch-Zielgen

32D Zellen (A) und FDCP-mix Zellen (B und C) wurden unter Selbsterneuerungsbedingungen

kultiviert und bis zu 32h mit 50nM bzw. 1uM OHT behandelt. Die Gesamt-RNA wurde zu den
angegebenen Zeitpunkten nach OHT-Zugabe isoliert.
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(A) Aktiviertes Notch1' erhohte die Menge an M-CSF-Rezeptor RNA in 32D Zellen.

(B) Aktiviertes Notch1'® erhohte die Menge an M-CSF-Rezeptor RNA in FDCP-mix Zellen. Um den
moglichen Zusammenhang mit der Hochregulation von PU.1 RNA zu verdeutlichen, ist diese
nochmals dargestellt.

(C) Der M-CSF-Rezeptor ist ein indirektes Zielgen von Notch in FDCP-mix Zellen. Gezeigt ist die
Northern Blot Analyse 8h nach OHT-Zugabe. Zur Unterbindung der Translation wurden die Zel-
len, wo angegeben, mit Cycloheximid (CHX) behandelt. Dies verhinderte den induktiven Effekt
von aktiviertem Notch1 auf die Expression des M-CSF-Rezeptors.

1V.2.2.2 Der M-CSF-Rezeptor ist ein indirektes Notch-Zielgen

Es sollte nun mittels des Einsatzes von Cycloheximid untersucht werden, ob der M-CSF-
Rezeptor ein direktes oder indirektes Notch-Zielgen ist. Cycloheximid verhinderte die Hoch-
regulation des M-CSF-Rezeptors im Klon A7rNERTneo24, wihrend dieser Klon in den Spu-
ren ohne Cycloheximid-Behandlung 8h nach Notch-Aktivierung eine deutliche Induktion des
M-CSF-Rezeptors verzeichnete (Abb. 12c). Damit ist der M-CSF-Rezeptor ein indirektes

Zielgen von Notch und wird vermutlich tiber PU.1 hochreguliert.

IV.2.2.3 Effekte von aktiviertem Notch1'® auf die Expression des
G-CSF-Rezeptors

Die mRNA-Expression des G-CSF-Rezeptors war in mehreren Versuchen sowohl in 32D
Zellen als auch in FDCP-mix Zellen unterhalb der Detektionsschwelle des Northern Blots,
obwohl beide Zelllinien auf G-CSF reagieren. Dies ist jedoch als eine allgemein bekannte
Tatsache anzusehen (Ursula Just, personliche Mitteilung). Eine Aussage tiber mogliche Effek-
te von aktiviertem Notch auf die Expression des G-CSF-Rezeptors kann deshalb hier nicht

getroffen werden (siehe dazu auch Kapitel IV.3).

IV.2.2.4 Effekte von aktiviertem Notch1'® auf die Expression des Erythro-
poetin-Rezeptors

Auch der Erythropoetin-Rezeptor ist auf RNA Ebene in undifferenzierten
FDCP-mix-Zellen im Northern Blot nicht detektierbar. Erst im Laufe der erythroiden Diffe-
renzierung wird seine Bande sichtbar (siehe Differenzierungskinetik, Abb. 7). Aussagen iiber

1IC

Effekte von aktiviertem Notchl™ auf die Expression des Erythropoetin-Rezeptors sind des-

halb hier nicht moglich (siehe dazu auch hier Kapitel IV.3).
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IV.2.3 Effekte von aktiviertem Notch1'® auf die RNA-Expression
der differenzierungsabhingigen Proteine Myeloperoxidase und
B-Globin

IV.2.3.1 Aktivierung von Notch1'® fiihrt nach 12h zu einer Verringerung
der Myeloperoxidase mRNA

Myeloperoxidase (MPO) ist ein Enzym der Immunabwehr, welches ausschlielich in mye-
loischen Zellen gefunden wird. MPO-mRNA wird wihrend der myeloischen Differenzierung
auf Stufe der Myeloblasten, Promyelozyten und Promonozyten hochreguliert, verschwindet
dann aber wihrend der weiteren Reifung wieder (Rosmarin et al., 1989). Aufgrund dieser
starken Assoziation der mRNA-Menge zur myeloischen Differenzierung war es interessant,
welchen Einfluss Notchaktivierung hierauf haben wiirde. In zwei unabhingigen Experimenten
fiir Klon A7rNERTneo24 und einem Experiment fiir die Klone A7rNERTneo26 und 32 kam
es im Northern Blot zu einer starken Verminderung der MPO-Expression ab 12h nach Notch-
aktivierung zum Teil bis zum volligen Verschwinden des RNA-Signals (Abb. 13). Im Kon-
trollklon A7rneo3 war ein Riickgang in der MPO-Expression nicht zu verzeichnen, jedoch fiel
ein allgemein erniedrigtes Expressionsniveau fiir MPO im Vergleich zu den NERT-Klonen
auf. Das durchgefiihrte Cycloheximid-Experiment konnte keine weitere Erkenntnis bringen,
da Cycloheximid selbst das Northern Blot Signal von MPO vdéllig ausloschte (Daten nicht
gezeigt). Versuche in 32D Zellen zeigten uneinheitliche Ergebnisse. Wihrend es in einem
Versuch zu einem Riickgang der MPO-Expression nach Notchaktivierung kam, zeigte der
unabhingige Wiederholungsversuch gleichbleibende MPO-mRNA Mengen (Daten nicht ge-
zeigt).
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Abbildung 13: Aktiviertes Notch1' fiihrt zur Verringerung der MPO-Expression in
FDCP-mix Zellen

FDCP-mix Zellen wurden unter Selbsterneuerungsbedingungen kultiviert und bis zu 24h mit 50nM
bzw. 1uM OHT behandelt. Die Gesamt-RNA wurde zu den angegebenen Zeitpunkten nach
OHT-Zugabe isoliert. Etwa 12h nach Notchaktivierung verringerte sich die Menge an Myelo-
peroxidase (MPO) - RNA in allen drei INERTneo Klonen. Kein Effekt war dagegen im Kontrollklon
rneo 3 zu erkennen. Gezeigt ist eins von zwei unabhingigen Experimenten mit inhaltlich identischen
Ergebnissen.

IV.2.3.2 Aktivierung von Notch1' fiihrt zu einer leichten Erhohung der
B-Globin Expression
Da Notch die Differenzierung von multipotenten myeloischen Vorlduferzellen unter Nied-

rig-IL-3- und Erythropoetin-Bedingungen auch in Richtung der Erythrozyten beschleunigt
(Schroeder, 2001) und RBP-J an die Lokus-Kontroll-Region (LCR) des B-Globin-Gens bindet
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(Lam und Bresnick, 1998), stellte sich die interessante Frage, ob Notch iiber den
RBP-J-Signalweg die Expression des -Globin-Gens erhohen kann. In zwei hierzu durchge-
fiihrten unabhingigen Versuchen konnte 4h nach Notchaktivierung eine leichte Erh6hung der
B-Globin Expression auf etwa das 1,6fache im FDCP-mix-Klon A7rNERTneo24 festgestellt
werden (Abb. 14). Unter Cycloheximid-Bedingungen fiel diese Erhohung geringer aus.

A7 rNERTneo 24 A7 rneo 3
h 4 0 8 24 0 4 8 24
OHT + + - - - + + - + - + + +

CHX - + + + - - + + -

R
B-Globin .‘*Q,ﬁ. 4 ‘.... 0,6
GAPDH ......“ M..... 1,2

normalisierte
Expressionsstirke 1,7 1,4 13 1,1 1 1,7 08 06 1,6 1 1,0 1,0 1,0

Abbildung 14: Aktiviertes Notch1'C erhéht leicht die B-Globin Expression

FDCP-mix Zellen wurden unter Selbsterneuerungsbedingungen kultiviert und bis zu 24h mit 50nM
bzw. 1uM OHT behandelt. Zur Unterbindung der Translation wurde, wo angegeben, Cycloheximid
(CHX) zugesetzt. Die Gesamt-RNA wurde zu den angegebenen Zeitpunkten nach OHT-Zugabe
isoliert. Aktiviertes Notch1'® erhohte leicht die B-Globin Expression in Klon A7rNERTneo 24, jedoch
nicht im Kontrollklon rneo 3. Diese Erhohung fiel unter CHX-Bedingungen geringer aus. Wegen der
relativ starken Beladungsschwankungen und der nur leichten Expressionsénderungen ist die auf
GAPDH normalisierte und auf das jeweilige Ausgangsniveau vor OHT- und CHX-Zugabe bezogene
relative Expressionsstirke angegeben.

Diese Ergebnisse konnen allerdings nur einen Hinweis auf einen tatsidchlichen induktiven
Effekt von Notchl auf die Expression des B-Globin-Gens geben. Eine endgiiltige Aussage
kann man sich von entsprechenden Expressionsanalysen unter erythroiden Zellkulturbedin-
gungen (Niedrig-IL-3 plus Erythropoetin) erwarten, bei denen diese Effekte unter Umstinden
deutlich verstirkt auftreten, da auch der beschleunigende Effekt der Notchaktivierung auf die

erythroide Differenzierung nur unter diesen Bedingungen zu registrieren war.
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IV.3 Notch Zielgene aus der Analyse von Atlas cDNA
Filtern

IV.3.1 Versuchsprinzip

Nachdem im Northern Blot gezielt nach dem Einfluss von Notch auf die Expression ein-
zelner Gene, welche in der Differenzierung und Proliferation myeloischer Zellen bekannter-
mallen eine wichtige Rolle einnehmen, geforscht wurde, sollte nun mit einer Scree-
ning-Methode eine groflere Auswahl an Genen auf eine mogliche Regulation durch Notch
untersucht werden. Dafiir wurden der Atlas cDNA Filter Mousel.2 und der Atlas cDNA Filter
Mousel.2 II (Clontech,USA) verwendet. Auf diesen Nylon-Filtern sind jeweils 1176 cDNA
Fragmente (200-600bp lang) angeordnet. Sie repridsentieren ein breites Spektrum gut charak-
terisierter Gene aus wichtigen zelluldren Signalwegen und Funktionen u.a. aus den Bereichen
Onkogene, Tumorsuppressorgene, Zellzyklus, Apoptose, Transkriptionsfaktoren und DNA
bindende Proteine, intrazelluldre Signaltransduktionsmolekiile, Rezeptoren und Zellober-
flachenantigene. Der Atlas cDNA Filter Mousel.2 II wurde nach dem Atlas cDNA Filter
Mousel.2 entwickelt und enthilt deshalb im Vergleich zu seinem Vorgéinger die etwas weni-
ger gut bekannten Gene.

Mit den Atlas-Filtern ist es moglich, die unterschiedlichen Genexpressionsprofile zweier
Zellreihen oder zweier unterschiedlicher Zustdnde einer Zellreihe miteinander zu vergleichen.
Bezogen auf die Fragestellung meiner Promotionsarbeit bedeutete dies, das Genexpres-
sionsprofil vor und nach Notchaktivierung in FDCP-mix Zellen zu vergleichen. Nach Aus-
wertung der Northern Blot Ergebnisse fiir PU.1 und den M-CSF-Rezeptor wurde Klon
A7rNERTneo24 wegen der am deutlichsten zu beobachtenden Induktion dieser beiden Ziel-
gene als Versuchsklon fiir die Atlas Filter ausgewdhlt. AuBlerdem sollte auch der Klon
A7rneo3 als Kontrolle auf den Atlas Filtern untersucht werden. Als Zeitpunkt nach Notch-
aktivierung wurde der 4h-Wert gewihlt, da zu diesem Zeitpunkt die PU.I-Induktion schon
fast vollstindig erreicht war und es auflerdem noch ein relativ frither Zeitpunkt ist, bei dem
man vor allem primire Notch-Zielgene ermitteln sollte. Andererseits diirfte man gemil3 den
Northern Blot Daten auch bei einem Teil der sekundiren Zielgene wie dem M-CSF-Rezeptor
nach 4h schon eine leichte Verinderung der Expression feststellen. Der Versuchsablauf der

cDNA-Filter Analyse ist in Abbildung 15 beschrieben.
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Abbildung 15:Versuchsablauf der cDNA-Filter Analyse

FDCP-mix Zellen wurden unter Selbsterneuerungsbedingungen kultiviert und Gesamt-RNA vor und
4h nach Notchaktivierung durch 1pM OHT isoliert. Nach DNAse Behandlung und PolyA-
Anreicherung wurden die Proben in cDNA transkribiert, mit **P radioaktiv markiert und getrennt auf
die Filter hybridisiert. Nach stringentem Waschen konnten die Genexpressionen mittels Phospho-
imager oder Autoradiographie visualisiert und anschlieBend mit einem Computerprogramm ausge-
wertet werden.
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IV.3.2 Auswertung der Atlas cDNA Filter

Zur Auswertung wurde ein eigenes Computerprogramm - Atlasimage 1.5 (Clontech,
USA) - verwendet. Dieses wertet anhand einer Schablone die Expressionsstirken jedes ein-
zelnen Gens aus und gibt einem die Moglichkeit, die verschiedenen Expressionsprofile ge-
geneinander zu vergleichen. Das Programm gibt fiir jedes Gen einen auf ganze Zahlen gerun-
deten Absolutwert der Intensitit an. Zudem legt es die Hintergrundschwirzung des Filters fest
und zieht diese vom Absolutwert ab. Beim Vergleich zweier Expressionsprofile kann das Pro-
gramm die Gesamtintensitdten beider Filter miteinander vergleichen und durch einen Norma-
lisierungsfaktor aneinander angleichen. Hintergrundberechnung und Normalisierung fiithren
zum Absolutwert ,,berichtigte Intensitdt”. Durch Bildung des Quotienten aus berichtigter In-
tensitdt einer Genexpression nach Notchaktivierung zu berichtigter Intensitit einer Gen-
expression vor Notchaktivierung erhidlt man das Verhiltnis, mit dem bestimmte Gene durch

Notch hoch- bzw. herunterreguliert werden.
Folgende Eckwerte wurden - zum Teil auch nach Empfehlung des Herstellers - festgelegt:

- Expression iiber Hintergrundlevel: Ein Gen wurde als exprimiert angesehen, wenn die

berichtigte Intensitit mindestens das Zweifache des Hintergrundlevels erreichte.

- Hoch- bzw. Herunterregulation: Ein Gen wurde als durch Notch hoch- bzw. herunterregu-
liert angesehen, wenn sich der Absolutwert ,,berichtigte Intensitit* um mindestens das
Zweifache des Hintergrundlevels verdnderte und der Quotient aus berichtigter Intensitét
nach Notchaktivierung zu berichtigter Intensitdt vor Notchaktivierung mindestens 2,0

bzw. 0,5 betrug.

Da es vorkam, dass das Programm den Hintergrundlevel mit dem Absolutwert O berechne-
te, musste in diesem Fall per Augenschein entschieden werden, ab wann eine Signalstirke als
tatsdchliche Expression eines Gens zu zdhlen war. Fiir eine anerkannte Hoch - bzw. Herunter-
regulation war in diesem Fall eine Anderung der berichtigten Intensitit um den Absolutwert 2
eine Voraussetzung. Aufgrund der genannten Kriterien konnte folgende Ubersichtsdarstel-
lung der Ergebnisse aus jeweils zwei unabhingigen Versuchen fiir die cDNA Filter Atlas
Mousel.2 I und II vor und nach Notchaktivierung im Klon A7rNERTneo24 angefertigt wer-
den (Abb. 16).
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Abbildung 16: Ubersicht der Versuchsergebnisse mit Atlas cDNA Expressionsfiltern

Dargestellt sind schematisch die Ergebnisse aus je zwei unabhingigen Versuchen mit Klon
A7rNERTneo24 auf den cDNA Expressionsfiltern Atlas Mouse 1.2 und Atlas Mouse 1.2 II. Es wurde
die Verdnderung der Genexpression 4h nach Notchaktivierung durch OHT untersucht. Als exprimiert
wurde ein Gen gewertet, wenn die berichtigte Intensitit in beiden unabhingigen Versuchen das
Zweifache des Hintergrundlevels betrug. Eine Genexpression galt nach Notchaktivierung als verén-
dert, wenn sich der Absolutwert ,berichtigte Intensitdt“ um mindestens das Zweifache des Hinter-
grundlevels veridnderte und der Quotient aus berichtigter Intensitit nach Notchaktivierung zu
berichtigter Intensitit vor Notchaktivierung mindestens 2,0 bzw. 0,5 betrug.

Somit wurden nach zwei Versuchsdurchgingen insgesamt 14 Gene identifiziert, welche
durch Notch reproduzierbar mindestens zweifach reguliert wurden. Bei diesen 14 Genen wur-
de per Augenschein bestitigt, dass es sich um tatsichliche Anderungen der Signalintensitt
des zugehorigen Genspots handelt und nicht etwa um Uberstrahlungen durch angrenzende
Spots oder andere Hintergrundunterschiede. Auerdem wurde das Atlas-Experiment auch mit
dem Kontrollklon A7rneo3 auf dem Atlas cDNA Filter Mousel.2 vor und nach OHT-Zugabe
durchgefiihrt. Als Ergebnis konnten bei allen reproduzierbar regulierten Genen auf diesem
Filter intrinsische Effekte durch OHT ausgeschlossen werden. Die 14 durch Notch mindestens
zweifach regulierten Gene sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Die verschiedenen Bezeich-
nungen der Gene wurden aus dem AtlasImage-Programm i{ibernommen. Fiir jedes dieser 14

Gene werden vergro3erte Teilausschnitte der dazugehorigen Region des Filters vor und nach
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Notchaktivierung gezeigt (Abb.17). Anzumerken ist, dass PU.1 auf keinem der beiden Filter

aufgetragen war, und daher keine Daten zur PU.1-Regulation aus den cDNA-Filter-

Experimenten gewonnen werden konnten.

A

Atlas Mouse 1.2

Protein / Gen Verhiltnis®  Verhiltnis®  Intensitit” Intensitit "
1.Versuch 2.Versuch -/ + OHT -/ + OHT

1.Versuch 2.Versuch

c-Fms proto-oncogene; 2.9 n.d. 7120 n.e./3

macrophage colony stimulating

factor 1 (CSF-1) receptor

interferon regulatory factor 1 (IRF1) 2.3 3,0 15/34 2/6

interleukin 1 receptor antagonist 2.2 n.d. 5/11 n.e./2

tumor necrosis factor receptor 2 2.1 4,0 27/58 1/4

precursor (TNFR2);

HMG-box transcription factor 2,0 3,0 4/8 1/3

from testis (MusSox17)

AT motif-binding factor (ATBF1) 2,0 3,0 5/10 1/3

helix-loop-helix factor n.d. n.d. n.e./7 n.e./4

hairy & enhancer of split 1 (HEST)

MSG-related protein 1 (MRG1); 0.5 0.5 175/88 25/12

melanocyte specific gene 2 (MSG2);

c-myc proto-oncogene 0.5 0.5 274/134 37/19

Tabelle 2: Notch-Zielgene aus der Analyse der Atlas-Expressionsfilter

Dargestellt sind diejenigen Gene der cDNA Filter Atlas Mouse 1.2 (Tab. A) und Atlas Mouse 1.2 11
(Tab. B), deren berichtigte Intensitdt 4h nach OHT-Zugabe in beiden unabhéngigen Versuchen auf
mindestens das Zweifache des Ausgangswertes erhoht bzw. auf mindestens die Hilfte reduziert wurde
und deren berichtigte Intensitit sich mindestens um das Zweifache des Hintergrundlevels verdnderte.
Gene, deren berichtigte Intensitit weniger als das Zweifache des Hintergrundlevels betrugen, galten
als nicht exprimiert (n.e.). Das Verhiltnis der berichtigten Intensitit vor und nach OHT-Zugabe war in
diesem Fall nicht definiert (n.d.). Bei diesen Genen war die absolute Anderung der berichtigten
Intensitit um mehr als das Zweifache des Hintergrundlevels maBgebend. Die Anderung der Signal-
intensitdt wurde in allen Fillen per Augenschein bestitigt. Die Durchfiihrung des Atlas Experiments
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mit dem Kontrollklon rneo3 auf dem Filter Atlas Mouse 1.2 zeigte bei keinem der oben angegebenen
Gene dieses Filters eine relevante Anderung der Genexpression nach OHT-Zugabe.

* Verhiltnis der berichtigten Intensitdt (Definition siche Text) nach OHT-Zugabe zur berichtigten
Intensitdt vor OHT-Zugabe

® Absolutwerte der berichtigten Intensitit vor / nach OHT- Zugabe

B

Atlas Mouse 1.2 11
Protein / Gen Verhiltnis®  Verhiltnis®  Intensitiit " Intensitit ®
1.Versuch 2.Versuch -/ + OHT -/ + OHT
1.Versuch 2.Versuch
calpain 5 (CAPNY) 3,0 n.d. 3/9 n.e./4
caspase 6 (CASP6); MCH2 2,0 n.d. 2/4 n.e./3
coagulation factor II receptor 0.5 0.4 11/6 12/5

(CF2R); thrombin receptor

myeloblastosis proto-oncogene 0,4 0,5 5/2 6/3
(MYB)
high mobility group protein I 0,4 0,5 14/5 8/4

Bei den zugrunde gelegten Kriterien dieser Auswahl an Genen diirfte es sich nun mit gro-
Ber Wahrscheinlichkeit um echte Zielgene von Notchl handeln, wobei sie noch durch andere
Methoden wie Northern Blot oder quantitative RT-PCR verifiziert werden miissen, was zum
Teil schon geschehen ist (sieche Diskussion). Beispielhaft seien hier Ergebnisse des TNFR2
und ILIRA gezeigt, welche auf den im Rahmen meiner Arbeit entstandenen Northern Blots
untersucht wurden (Abb.18; Herstellung der Sonden und Hybridisierung Hella Kohlhof). Die

beiden Gene konnten hierbei als Zielgene von Notchl bestétigt werden.
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Abbildung 17: Notch-Zielgene auf den Atlasfiltern Mousel.2 und Mousel.2 I1

Abgebildet sind Detailausschnitte fiir die 14 regulierten Gene aus Tabelle 2 vor und 4h nach
OHT-Zugabe. Die zugehorigen Genspots sind mit Pfeil markiert. Die Belichtungsstirke der umliegen-
den nicht regulierten Genspots wurde angeglichen, so dass die Verdnderung der Genexpression bei
den regulierten Genen direkt ersichtlich ist. Es sind die Bilder von einem von zwei Versuchen gezeigt.

(A) Notch-Zielgene auf Atlasfilter Mouse1.2
(B) Notch-Zielgene auf Atlasfilter Mouse1.2 II

Fiir die Validitit der Atlas-Daten spricht u.a. auch, dass zwei der 14 Gene schon als Ziel-
gene von Notch bekannt sind, und zwar zum einen der M-CSF-Rezeptor, der in dieser Arbeit
im Northern Blot als Notch-Zielgen identifiziert wurde, und zum anderen HES-1, welches als

das am besten bekannte Zielgen des Notch / RBP-J Signalwegs gilt (Jarriault et al., 1995).
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Abbildung 18: Aktiviertes Notch1'C induziert Expression des TNFR2 und IL1RA in
FDCP-mix Zellen

FDCP-mix Zellen wurden unter Selbsterneuerungsbedingungen kultiviert und bis zu 24h mit 1uM
OHT behandelt. Die Gesamt-RNA wurde zu den angegebenen Zeitpunkten nach OHT-Zugabe isoliert.
Herstellung der Sonden und Hybridisierung Hella Kohlhof (Kohlhof, 2002).

(A) Aktiviertes Notch1'® erhéhte die Menge an TNFR2-RNA in den Klonen rNERTneo 24 und
rNERTneo 26, jedoch zu keinem Zeitpunkt im Kontrollklon rneo 3. GAPDH zeigt die Beladung
der Spuren an.

(B) Aktiviertes Notch1'® erhohte die Menge an IL1IRA-RNA in den Klonen rNERTneo 24 und
rNERTneo 26, jedoch zu keinem Zeitpunkt im Kontrollklon rneo 3. Die Ethidiumbromid-Féarbung
der 18S-RNA zeigt die Beladung der Spuren an.

Neben diesen relativ deutlich regulierten Genen sollen hier zusitzlich Gene angegeben
werden, welche 4h nach Notchaktivierung zwar nur leicht, jedoch reproduzierbar reguliert
waren. Die Grenzen fiir die Anderung des Absolutwertes wurden hierbei belassen (s.0.), um
reine Hintergrundschwankungen nicht zu erfassen. Die Schwelle fiir die relative Anderung
der Expression nach Notchaktivierung wurde jedoch auf 1,4fach bzw. 1/1,4fach (= 0,71fach)
in beiden Versuchen gesenkt. Dieser Wert wurde gewdhlt, da Northern Blot Experimente ei-

ner Mitarbeiterin unserer Arbeitsgruppe gezeigt haben, dass relative Anderungen dieser Gro-
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Benordnung, wie sie zum Beispiel bei dem nukledren Protein Prothymosin o in diesem Atlas
Experiment vorhanden waren, durchaus im Northern Blot reproduziert werden konnen (Kohl-
hof, 2002). Durch diese Herabsetzung des Schwellenwerts von 2,0 auf 1,4 konnten weitere 14
Gene identifiziert werden, welche als potentiell durch Notch reguliert anzusehen sind (Tab.3).

Von besonderer Bedeutung ist bei diesen Werten natiirlich eine Bestitigung im Northern Blot.

A

Atlas Mouse 1.2

Protein / Gen Verhiltnis®  Verhiltnis®  Intensitiit Intensitit °
1.Versuch 2.Versuch -/ + OHT -/ + OHT

1.Versuch 2.Versuch

cyclin D2 (G1/S-specific) 0.7 0.5 28/20 8/4

prothymosin alpha (PTMA) 0.7 0.6 1038/725 167/101

c-myb proto-oncogene protein 0.5 0.6 91/48 9/5

mitochondrial matrix protein P1 0.4 0.7 40/16 6/4

precursor; p60 lymphocyte protein;

60-kDa chaperonin; heat shock

60-kDa protein (HSP60);

Tabelle 3: Durch die Herabsetzung des Schwellenwertes der relativen Expressions-
anderung von 2,0 auf 1,4 wurden weitere 14 potentielle Notch-Zielgene identifiziert.

Dargestellt sind diejenigen Gene der cDNA Filter Atlas Mouse 1.2 (Tab. A) und Atlas Mouse 1.2 II
(Tab. B), deren berichtigte Intensitdt 4h nach OHT-Zugabe in beiden unabhingigen Versuchen auf
mindestens das 1,4fache des Ausgangswertes erhoht bzw. auf mindestens das 1/1,4fache reduziert
wurde und deren berichtigte Intensitdt sich mindestens um das Zweifache des Hintergrundlevels
verinderte. Die Anderung der Signalintensitit wurde in allen Fiillen per Augenschein kontrolliert.

0. gjehe Tabelle 2
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B

Atlas Mouse 1.2 11

Protein / Gen Verhiltnis®  Verhiltnis®  Intensitit”  Intensitit”
1.Versuch 2.Versuch -/+OHT -/+OHT

1.Versuch 2.Versuch

tumor necrosis factor receptor 1 1.7 2.0 12/20 3/6

precursor (TNFR1);

vasodilator-stimulated phosphoprotein 0.7 0.7 18/12 10/7

low-affinity colony-stimulating 0.7 0.7 9/6 10/7

factor 2 receptor beta 1 (CSF2RB1)

importin beta 0.7 0.3 6/4 3/1

low-affinity IgE Fc receptor I alpha 0.6 0.3 14/8 24/8

small inducible cytokine A9 0.4 0.7 7/3 23/15

Mit Hilfe der Atlas Experimente konnen jedoch nicht nur Ergebnisse zu regulierten Genen

gewonnen werden. Es konnen zum Beispiel auch Aussagen gemacht werden zu Genen, die

eine grofle Bedeutung im Rahmen der Himatopoese haben, aber auf den cDNA-Filtern nicht

durch Notch reguliert sind. Es soll daher nun eine Tabelle gezeigt werden mit einer Auswahl

fiir die Hamatopoese bedeutender Gene, die vor und 4h nach Notchaktivierung in zwei Versu-

chen entweder keine zu wertende Anderung ihrer Expression zeigen (Tab.4a), oder gar nicht

exprimiert sind (Tab.4b). SchlieBlich soll noch auf die Daten zweier hdmatopoetisch wichti-

ger Gene, EGR1 und Fli-1, eingegangen werden, die eine geringe, aber wiederholte Erhéhung

ihrer Expression zeigen (Tab.4c), und somit auch potentielle Zielgene von Notch sein konn-

ten.
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A
Protein / Gen Verhiltnis®  Verhiltnis® Intensitit”  Intensitiit”
1.Versuch 2.Versuch -/+OHT -/+OHT
1.Versuch 2.Versuch
CCAAT-binding transcription 0.6 n.d. 7/4 n.e./2
factor (C/EBP)
cellular tumor antigen p53 1.0 0.9 23/23 7/6
c-Mpl; thrombopoietin receptor 1.0 2.0 4/4 172
endothelial transcription factor 0.6 1.0 8/5 2/2
GATA-2
granulocyte colony - stimulating 1.1 n.d. 7/8 n.e./n.e.
factor receptor precursor (GCSFR)
granulocyte-macrophage colony- 0.8 1.1 239/190 26/29
stimulating factor receptor
precrusor (GM-CSF-R)
H-ras proto-oncogene; p21 0.6 1.3 28/17 4/5
ikaros DNA binding protein 0.8 1.7 23/19 3/5
myeloperoxidase 1.2 0.4 37/44 23/10
NF-kappa-B transcription factor 1.2 1.3 9/11 3/4
p65 subunit; relA; NFKB3
nuclear factor kappaB p105 n.d. 1.0 0/6 2/2
subunit; NFKB1
c-jun proto-oncogene; AH119 0.8 1.0 8/6 2/2
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B

Protein / Gen

erythropoietin receptor precursor (EPOR)
friend of GATA 1 (FOG); ZFPM1

retinoic acid receptor alpha (RAR-alpha; RARA)

C

Protein / Gen Verhiltnis®  Verhiltnis®  Intensitit ° Intensitiit °
1.Versuch 2.Versuch -/+ OHT -/+ OHT
1.Versuch 2.Versuch
early growth response protein 1 n.d. 2.0 n.e./5 172
(EGR1);
Fli-1 ets-related proto-oncogene 1.5 1.2 11/17 5/6

Tabelle 4: Expressionsdaten weiterer Gene mit auBlerordentlicher Bedeutung fiir die
himatopoetische Differenzierung

Daten der beiden Atlasfilter Atlas Mouse 1.2 und Atlas Mouse 1.2 II sind in je einer Tabelle
zusammengefasst in alphabetischer Reihenfolge dargestellt. Gezeigt sind die Ergebnisse der beiden
unabhingigen Versuche. Die ausgewihlten Gene sind alle fiir ihre herausragende Bedeutung in der
himatopoetischen Differenzierung bekannt (zusammengefasst in Shivdasani und Orkin, 1996; Tenen
et al., 1997).

(A) Die gezeigten Gene waren bis auf den G-CSF-Rezeptor in beiden Versuchen exprimiert. Sie wie-
sen 4h nach OHT-Zugabe nach den zugrunde gelegten Kriterien keine zu wertende Expressions-
dnderung auf.

(B) Die gezeigten Gene waren in zwei unabhingigen Versuchen im FDCP-mix Klon A7rNERTneo24
weder vor noch nach OHT-Zugabe nachweisbar exprimiert.

(C) Die hiamatopoetisch wichtigen Gene EGR1 und Fli-1 zeigten in zwei unabhéngigen Versuchen 4h
nach OHT-Zugabe eine leichte Erhohung ihrer Genexpression. Bei ihnen war jedoch die Differenz
der berichtigten Intensitit nach und vor OHT Zugabe zu niedrig, um bei den zugrunde gelegten
Kfriterien als valide zu gelten, so dass sie in den Tabellen 2 und 3 nicht erscheinen.

b giehe Tabelle 2
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Es gab aber auch eine Reihe von bekannten wichtigen Faktoren aus der Hadmatopoese
(Shivdasani und Orkin, 1996; Tenen, 1997), die auf den Atlas Filtern nicht vorhanden waren,
darunter PU.1, GATA-1, Spi-B, AML-1, SCL/TALI, Evi 1, MZF-1, B-Globin. Auflerdem
waren mehrere vor Kurzem als Notch-Zielgene erkannte Gene mit zum Teil bekannten Funk-
tionen in der Himatopoese (pra-TCRa, Igu und CD21) oder ohne bekannte Funktion in der
Hématopoese (HERP bzw. Hey-Gene und Nrarp) ebenfalls auf den Atlas Filtern nicht vor-
handen. Uber diese Gene konnte deshalb mit der cDNA-Filtertechnik keine Aussage iiber eine
mogliche Regulation durch Notchl gewonnen werden.

Noch zu erwihnen ist, dass HES-5, ein weiteres wichtiges Zielgen von Notch (Ohtsuka et
al., 1999), in zwei Versuchen nicht exprimiert war, und dass im Gegensatz zu HES-1 keine
Hochregulation durch Notch festzustellen war. Von besonderem Interesse war auch noch die
Genexpression weiterer ,,interferon regulatory factors (IRF)“. Zu dem in zwei Versuchen
deutlich hochregulierten IRF-1 waren noch IRF-2 und IRF-7 auf den Filtern vorhanden.
IRF-7 war jedoch in zwei Versuchen nicht exprimiert, wohingegen IRF-2 in beiden Versu-
chen exprimiert war und dabei einmal nicht durch Notch reguliert und einmal auf das 1,8fache

hochreguliert wurde.
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V DISKUSSION

Im Rahmen meiner Promotionsarbeit konnte gezeigt werden, dass es mit dem Tamoxi-
fen-induzierbaren System moglich ist, Zielgene von Notchl in der Hamatopoese zu charakte-
risieren. Von entscheidender Bedeutung fiir die physiologische Relevanz ist hierbei die Ver-
wendung eines Zellsystems, welches bestmoglich die Bedingungen in primédren Blutzellen
widerspiegelt. Insbesondere die verwendeten FDCP-mix Zellen, aber auch die nicht leukdmi-
schen 32D Zellen zeichnen sich hierdurch aus. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Zell-
linien mit unterschiedlichem Differenzierungspotential untersucht, um einerseits unterschied-
liche Zielgene von Notch in den verschiedenen Differenzierungsstadien zu erfassen, anderer-
seits aber bei iibereinstimmenden Ergebnissen davon ausgehen zu konnen, keine rein zell-
linienspezifischen Effekte abzugreifen. Die zytokingesteuerte Differenzierungskinetik des
FDCP-mix A7 Klons konnte darstellen, dass es sich bei den verwendeten Zellen um mye-
loische Stammzellen handelt, die unter geeigneten Mediumbedingungen u.a. in reife Erythro-
zyten, Granulozyten und Makrophagen differenzieren. Die zugehdrigen Northern Blot Analy-
sen konnten in Ubereinstimmung mit fritheren Arbeiten (Cross et al., 1994) die differenzie-
rungsabhingige Expression wichtiger myeloischer Transkriptionsfaktoren, Zytokinrezeptoren
sowie linienspezifischer Gene zeigen. Dies unterstrich die Eignung von FDCP-mix A7 Zellen
fir die molekulare Analyse der differenzierungsinduzierenden Wirkung von aktiviertem
Notchl.

Eine entscheidende Entdeckung dieser Analyse ist sicherlich die Steigerung der PU.1 Ex-

pression durch aktiviertes Notch1'©

. PU.1 RNA ist in multipotenten myeloischen Stammzel-
len gering exprimiert und wird mit Beginn der Granulozyten / Makrophagen - Differenzierung
auf etwa das Zwei- bis Dreifache des Ausgangswerts hochreguliert (Abb. 7 und Cross et al.,
1994). Die in der vorliegenden Arbeit gefundene Induktion von PU.1 durch aktiviertes
Notch1'® sowohl in den multipotenten myeloischen Stammzellen (FDCP-mix), als auch in
den granulozytiren Vorlduferzellen (32D) liegt ebenfalls in diesem Bereich. Auch konnte
gezeigt werden, dass das Gen fiir den M-CSF-Rezeptor, ein zentrales Zielgen von PU.1
(Zhang, 1994), welches vor Notchaktivierung in den multipotenten Stamm- und granulozyta-
ren Vorlduferzellen nicht exprimiert war, nach Notchaktivierung nun deutlich exprimiert wur-
de. Im Gegensatz zur PU.1 Induktion war hierfiir jedoch Proteinsynthese notwendig und die

Steigerung der M-CSF-Rezeptor Expression war gegeniiber der von PU.1 zeitlich leicht ver-

zogert. Hingegen hatte die Aktivierung von Notch keinen Einfluss auf C/EBPa, einen weite-
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ren wichtigen myeloischen Transkriptionsfaktor, der fiir die granulozytire Differenzierung
benotigt wird. Dies zeigt zusammen mit den Ergebnissen der Cycloheximid-Versuche, dass
Notch spezifisch auf einen hdmatopoetischen Transkriptionsfaktor wirkt, und spricht gegen
die Moglichkeit, dass PU.1 nur begleitend im Rahmen einer durch Notch induzierten Diffe-
renzierung vermehrt exprimiert wird.

Die beschriebenen Ergebnisse auf RNA-Ebene konnten mittlerweile auf Proteinebene im
Western Blot (Schroeder et al., 2003) inhaltlich voll bestétigt werden. Im Zusammenhang mit
den Daten zur Induktion der myeloischen Differenzierung durch Notchl (Schroeder und Just,
2000b; Schroeder et al., 2003) wurde daher in unserer Arbeitsgruppe basierend auf fritheren
theoretischen Uberlegungen (Just et al., 1991) ein Modell entwickelt, bei dem es in Blut-
stammzellen durch Zell-Zell-Kontakte mit Knochenmarksstromazellen zu einer ligandenab-
hingigen Aktivierung des Notchrezeptors kommt, in deren Folge u.a. die Menge an PU.1
mRNA und Protein erh6ht wird. Dies konnte dann der Anstofl zur Expression eines linienspe-
zifischen Genprogramms sein, in dem u.a. Zytokinrezeptoren wie der M-CSF-Rezeptor indu-
ziert werden, die die Differenzierung der einstigen Stammzellen zu reifen myeloischen Zellen
erlauben. Mallgebliche Unterstiitzung erfihrt dieses Modell durch die Arbeiten von Harinder
Singh und Rodney DeKoter zur konzentrationsabhingigen Wirkung des Transkriptionsfaktors
PU.1 auf die Entwicklung von B-Zellen und Makrophagen (DeKoter und Singh, 2000). Sie
arbeiteten dabei mit PU.1 7 himatopoetischen Vorliuferzellen aus fetaler Mzuseleber und
transfizierten diese mit einem PU.1 und GFP exprimierenden retroviralen Vektor. Retrovirale
PU.1 Expression wurde sowohl fiir die Entwicklung von B-Zellen als auch von Makrophagen
benotigt. Entscheidend war jedoch, dass eine niedrige Expression von PU.1 mRNA und Pro-
tein mit der Entwicklung von B-Zellen einherging, wohingegen eine hohe Expression mit der
Differenzierung zu Makrophagen und dem Block der B-Zell-Entwicklung verbunden war.
Eingedenk der Tatsache, dass aktiviertes Notchl'© im lymphatischen System die
T-Zellentwicklung fordert und die B-Zellentwicklung in einem frithen Stadium blockiert (Pui
et al., 1999), konnte die Induktion von PU.1 durch aktiviertes Notch1€ nicht nur fiir die In-
duktion der myeloischen Differenzierung, sondern auch fiir den Block der
B-Zelldifferenzierung verantwortlich sein.

Die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse sind im Lichte der andauernden Diskussion
zu bewerten, ob multipotente hdmatopoetische Zellen durch Faktoren oder Liganden der na-
tiirlichen Umgebung in eine bestimmte Differenzierungsrichtung dirigiert werden (extrinsi-
sches Modell), oder ob solche Faktoren lediglich das Uberleben und die Proliferation von

Blutzellen ermoglichen, die bereits durch interne stochastische Prozesse auf eine bestimmte
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Differenzierungsrichtung festgelegt sind (intrinsisches Modell). Blutzellen vollziehen wih-
rend ihrer Entwicklung von der undifferenzierten Stammzelle zu den verschiedenen ausdiffe-
renzierten peripheren Formen eine starke Anderung ihres Genexpressionsmusters. Von ent-
scheidender Bedeutung sind hierbei linienbezogene Transkriptionsfaktoren wie PU.1,
C/EBPa oder GATA-1. Betrachtet man den Zustand in einer undifferenzierten Stammzelle, so
sind dort diese Faktoren zu einem geringen Grad exprimiert. Der Beginn der Differenzierung
ist gekennzeichnet durch eine Hochregulation der fiir eine Linie spezifischen Transkriptions-
faktoren bei gleichzeitiger Inaktivierung der anderen Faktoren. Da bisher fiir diese frithen
Transkriptionsfaktoren trotz intensiver Forschung keine spezifischen extrinsischen Regula-
tionsmechanismen ihrer Genexpression bekannt waren, wurden vor allem stochastische zellin-
terne Prozesse mit sich verstiarkenden Riickkopplungsmechanismen fiir ihre plotzlich einset-
zende, verstiarkte Expression verantwortlich gemacht, und damit die Vorstellung einer intrin-
sischen, stochastischen Regulation der hdmatopoetischen Differenzierung unterstiitzt (zu-
sammengefasst in Cross und Enver, 1997; Tenen et al., 1997; Cantor und Orkin, 2001). Fiihrt
man sich jedoch vor Augen, dass Notchl Rezeptoren in unreifen CD34 positiven Blutstamm-
zellen sowie in myeloischen und lymphatischen Vorldufern vorhanden sind (zusammenge-
fasst in Milner und Bigas, 1999), dass Notchliganden wie Jaggedl in Knochenmarksstroma-
zellen gefunden werden (zusammengefasst in Singh et al., 2000), dass eine Aktivierung von
Notchl, sei es durch Ko-Kultur auf ligandenexprimierenden Stromazelllinien oder durch das
Tamoxifen-induzierbare System zu einer Induktion der myeloischen Differenzierung fiihrt
(Schroeder und Just, 2000b; Schroeder et al., 2003), und dass schlieBlich die Aktivierung von
Notchl auf molekularer Ebene PU.1 und M-CSF-Rezeptor mRNA und Protein spezifisch
induziert, kann man dies als einen deutlichen Hinweis auf eine vornehmlich extrinsisch regu-
lierte himatopoetische Differenzierung deuten.

Die von Timm Schroeder und Ursula Just erstmals beschriebene Induktion der mye-
loischen Differenzierung durch aktiviertes Notch (Schroeder und Just, 2000b), die im Wider-
spruch zu mehreren anderen veroffentlichten Arbeiten steht, welche einen Block der mye-
loischen Differenzierung durch Notch postulieren (Milner et al., 1996; Li et al., 1998; Var-
num-Finney et al., 2000; Kumano et al., 2001), wird durch die in dieser Promotionsarbeit
vorgestellten molekularbiologischen Daten nachhaltig unterstiitzt. Hauptunterschied in den
Versuchssystemen ist im Allgemeinen, dass wir ein induzierbares System verwendeten, wih-
rend die anderen Gruppen eine konstitutiv aktive Form des Notchrezeptors einsetzten. Im

letzteren Fall ist die Gefahr gegeben, auf differenzierungsgeblockte Mutanten zu selektionie-
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ren, da eine durch konstitutiv aktives Notch stark beschleunigte Differenzierung einen eindeu-
tigen Selektionsnachteil darstellen wiirde.

Besonders interessant ist in diesem Zusammenhang die von Kumano und Kollegen vorge-
stellte Arbeit (Kumano et al., 2001), die eine aufrechterhaltene GATA-2 Expression fiir den
Block der erythroiden und granulozytdren Differenzierung durch ein konstitutiv aktives
Notch1'® verantwortlich macht. GATA-2 wird normalerweise wihrend einer zytokingesteuer-
ten Differenzierung von hamatopoetischen Vorlduferzellen herunterreguliert. Dies war nicht
der Fall, wenn die Forscher ein konstitutiv aktives Notch1'® in einer Erythroleuka-
mie-Zelllinie bzw. der granulozytdren Vorlduferzelllinie 32D exprimierten und darauf selekti-
onierten. Dagegen entsprach in diesen Klonen die Regulation wichtiger anderer himatopoeti-
scher Transkriptionsfaktoren auf den Differenzierungsstimulus durch geeignete Zytokinbe-

1'C. Bei den in der vorlie-

dingungen hin dem Kontrollklon ohne konstitutiv aktives Notch
genden Doktorarbeit durchgefiithrten cDNA-Filter Experimenten konnte hingegen 4h nach
Notchaktivierung kein Einfluss von Notchl auf die Expression von GATA-2 gefunden wer-
den (Tab. 4a). Bemerkenswert ist bei den Versuchen von Kumano und Mitarbeitern jedoch
noch, dass Uberexpression von PU.1, welches die Forscher als Repressor von GATA-2
(Zhang et al., 1999) einsetzten, in den 32D Zellen zur Aufhebung des postulierten Differen-

1 fiihrte. Unterstiitzt durch die in dieser Doktorarbeit

zierungsblocks durch aktiviertes Notch
vorgelegten Daten sind neben der Repression von GATA-2 zumindest zwei weitere Moglich-
keiten der Wirkung von iiberexprimiertem PU.1 in diesen Zellen denkbar. Zum einen wére es
wiederum moglich, dass bei den verwendeten Klonen differenzierungsgeblockte Mutanten
selektioniert wurden und eine Uberexpression von PU.1 diesen Differenzierungsblock iiber-
winden kann. Zum Anderen besteht die interessante Moglichkeit, dass das Ausgangsniveau
der PU.1-Expression dariiber entscheidet, ob aktiviertes Notch1'® in hiimatopoetischen Vor-
lauferzellen eine differenzierungsinduzierende oder differenzierungsblockierende Wirkung
hat. Demnach wire die Wirkung von Notchl in der Himatopoese entscheidend vom jeweili-
gen zelluldren Zusammenhang abhingig, was wiederum die Komplexitit und Plastizitét bio-
logischer Systeme unterstreichen wiirde. AuBerst aufschlussreich wire es in dieser Hinsicht,
das Ausgangsniveau der PU.1 Expression in den Zellsystemen der verschiedenen sich entge-
genstehenden Publikationen zu vergleichen.

Die Induktion der monozytédren und granulozytiren Differenzierung ist bei einer Induktion
von PU.1 durch aktiviertes Notch1'® sehr gut zu verstehen, wenngleich PU.1 zumindest fiir
die granulozytire Differenzierung nicht der einzige Effektor von Notch sein kann (siehe un-

ten). SchlieBlich sind auch der M-CSF-Rezeptor, der GM-CSF-Rezeptor und der
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G-CSF-Rezeptor gut bekannte Zielgene von PU.1 (Zhang, 1994; Hohaus et al., 1995; Smith et
al., 1996). Wie aber ist die Induktion der erythroiden Differenzierung durch Notch1 auf mole-
kularer Ebene zu erkldren?

Vermutlich diirfte PU.1 hierfiir nicht verantwortlich sein, denn PU.1 interagiert hemmend
mit GATA-1, dem entscheidenden Transkriptionsfaktor der erythroiden Linie, indem es seine
DNA-Bindung verhindert, und eine Uberexpression von PU.1 blockierte die erythroide Diffe-
renzierung in der Erythroleukdmiezelllinie K562 (Zhang et al., 2000a) und in FDCP-mix Zel-
len (Mclvor et al., 2003). Es diirften also andere, bisher nicht identifizierte Faktoren hierfiir
ausschlaggebend sein.

Da eine beschleunigte Differenzierung von FDCP-mix Zellen in Erythrozyten durch Ak-
tivierung von Notch1' nur unter erythroiden Zellkulturbedingungen mit Niedrig-IL-3 und
Erythropoetin moglich war (Schroeder, 2001), konnte es sein, dass unter den in dieser Arbeit
verwendeten Selbsterneuerungsbedingungen die Zellen auch nicht das Potential besal3en, auf
molekularer Ebene spezifische erythroide Verdanderungen in erkennbarem Ausmal} zu zeigen.
So war z.B. GATA-1 in den untersuchten FDCP-mix Zellen nur minimal exprimiert, eine
Regulation durch Notch war nicht zu erkennen. Auch die Versuche zur Regulation des
B-Globin-Gens durch Notchl deuten in diese Richtung. Es war bekannt, dass RBP-J mit hoher
Affinitdt an eine funktionell duBerst wichtige Region der B-Globin-Locus-Kontroll-Region
(LCR) bindet (Lam und Bresnick, 1998). Die in meiner Arbeit gefundene, geringe, aber re-
produzierbare Erhohung der B-Globin Expression auf etwa das Eineinhalbfache durch Akti-
vierung von Notch1'® kénnte ein Hinweis auf eine tatsichliche Transaktivierung iiber die be-
schriebene RBP-J-Bindungsstelle sein. Vermutlich konnen jedoch viel umfangreichere und
verldsslichere Aussagen iiber die molekularen Grundlagen der Beschleunigung der erythro-
iden Differenzierung durch Notch getroffen werden, wenn man die in dieser Arbeit unter
Selbsterneuerungsbedingungen dazu durchgefiihrten Versuche unter erythroiden Bedingungen
mit Niedrig-IL-3 plus Erythropoetin wiederholt. In diesem Fall wiren auch mogliche sich
verstirkende Effekte von Notch und Erythropoetin abgreifbar. Zu weiteren moglichen
Gen-Kanditaten, die auf den Atlas Filtern durch Notch reguliert waren und einen differenzie-
rungsbeschleunigenden Effekt auf die erythroide Differenzierung iibertragen konnten, mochte
ich spéter noch eingehen.

Sehr interessant war aber auch die in mehreren Versuchen iibereinstimmend gefundene
deutliche Verminderung der MPO Genexpression in FDCP-mix Zellen ab 12h nach Notch-
aktivierung. MPO mRNA ist in multipotenten himatopoetischen Vorlduferzellen nicht expri-

miert, wird mit Beginn der granulozytiren Differenzierung auf ein Maximum im Reifestadi-
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um der Promyelozyten hochreguliert und geht danach wieder vollstidndig zuriick (Rosmarin et
al., 1989; Ford et al., 1992). Die gezeigte deutliche Expression in den FDCP-mix A7 Zellen
zu Beginn der Differenzierungskinetik spricht fiir einen relativ grolen Teil an Zellen mit be-
reits begonnener Differenzierung. Somit ist hier nur noch die wieder beginnende Verminde-
rung der MPO-Expression ab Tag 3 der Granulozyten / Makrophagen - Differenzierung zu
sehen.

In den Untersuchungen mit aktiviertem Notch1' wird dieser Prozess erheblich beschleu-
nigt. So beginnt hier schon 12h nach Notchaktivierung der Riickgang der MPO-Expression.
Mit den Cycloheximidexperimenten konnte jedoch keine Aussage gewonnen werden, ob dies
ein direkter oder indirekter Notcheffekt ist. Die Latenz von 12h spricht jedoch eher fiir eine
indirekte Regulation. Interessant ist dabei, dass PU.1 ein Aktivator der MPO-Expression ist
(Ford et al., 1996; Wang et al., 1999). Eine mogliche Erkldarung des negativ regulatorischen
Effektes auf die MPO-Expression ist sicherlich, dass Notch1™ diejenigen, bisher nicht ndher
identifizierten Proteine induziert, die fiir die Unterdriickung der MPO-Expression wihrend
der terminalen, zytokingesteuerten Differenzierung verantwortlich sind.

Auffillig war auBerdem, dass sich das Ausgangsniveau der MPO-Expression in Klon
A7rneo3 und den A7NERT Klonen unterschied. Dies konnte prinzipiell auf eine hohere Rate
an Spontandifferenzierung in den A7TNERT-Klonen gegeniiber dem Kontrollklon A7rneo3
deuten. Da sich die Zellen jedoch morphologisch in Zytospin-Priaparaten und in der Expres-
sion der anderen untersuchten differenzierungsabhingigen Gene nicht wesentlich unterschie-
den, muss diese Moglichkeit als dulerst unwahrscheinlich angesehen werden. Vielmehr diirfte

es sich um eine spezifische klonale Varianz der MPO-Expression handeln.

Aus den bisher diskutierten Ergebnissen geht PU.1 als ein entscheidendes Zielgen von
Notch in der Hamatopoese hervor. Doch nicht alle Effekte einer Notchaktivierung in multipo-
tenten und granulozytdren himatopoetischen Vorliduferzellen sind damit ausreichend erklart.
So konnte vor Kurzem gezeigt werden, dass die Aktivierung eines PU.1-Ostrogen-Rezeptor-
Fusionsproteins in 32D Zellen nicht fiir eine Differenzierung in reife Granulozyten ausreicht
(Wang et al., 1999). Einen entscheidenden Beitrag zur Aufklidrung weiterer Zielgene von
Notch, die u.a. fiir die Induktion der granulozytdren und erythroiden Differenzierung durch
Notch mitverantwortlich sein kdnnen, konnten die Versuche mit den cDNA Atlasfiltern leis-
ten.

Diese Technik hat sich als eine sehr effektive, verldssliche Screening-Methode herausge-

stellt. Zuvor bekannte Zielgene von Notch, wie HES-1 oder das Gen fiir den M-CSF-Rezeptor
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wurden mit dieser Methode eindeutig als solche erkannt. Entscheidend fiir die Validitit der
Atlasdaten war die Durchfiithrung von je zwei unabhédngigen Versuchen fiir die beiden Atlas-
filter Mousel.2 und Mousel.2 II. Wiesen nach einem Versuch noch 80 (AtlasMousel.2) bzw.
95 (AtlasMousel.2 II) Gene nach Notchaktivierung eine mindestens zweifach veridnderte Ex-
pression auf, so hatte sich die Zahl nach zwei Versuchen auf 9 bzw. 5 Gene mit reproduzier-
bar verdnderter Expression reduziert. Von diesen 14 Genen wurde eine vorldufige Auswahl
von sechs Genen getroffen, die von meiner Kollegin Hella Kohlhof im Northern Blot unter-
sucht wurden (Kohlhof, 2002). Die Sonden dazu wurden mittels PCR anhand von Primern,
die bei Clontech zu jedem Gen der Atlasfilter erhiltlich sind, hergestellt. Alle sechs Gene
bestdtigten sich dabei als Zielgene von Notch. Durch die Verwendung von Cycloheximid
konnten als direkte Zielgene von Notch der Interferon Regulatory Factor-1 (IRF-1) und
HES-1 bestidtigt werden. Indirekt durch Notch reguliert war der Interleu-
kin1-Rezeptor-Antagonist (IL1IRA). Wegen sich iiberlagernden Effekten des Cycloheximids
auf die RNA-Stabilitdt konnte bei c-myc, Myeloblastosis Proto-oncogene (myb) und Tumor-
nekrosefaktor-Rezeptor 2 (TNFR2) nicht geklidrt werden, ob die Regulation durch Notch di-
rekt oder indirekt erfolgt. Im Folgenden mochte ich kurz Funktionen dieser im Northern Blot
bestdtigten Notch-Zielgene nennen und zum Teil ihre mogliche Rolle in der Vermittlung von
Notch-Effekten auf multipotente myeloische Stammzellen diskutieren.

Sehr interessante Ergebnisse wurden vor Kurzem fiir den Interferon Regulatory Factor-1
(IRF-1) beschrieben, der in unseren Experimenten durch Notch1'® direkt hochreguliert wurde.
IRF-1 ist ein basischer Helix-Loop-Helix Transkriptionsfaktor, der im Verlauf der Immun-
antwort und bei Differenzierungs- und Proliferationsentscheidungen in der Himatopoese re-
gulierend in die Expression verschiedener Gene eingreift (zusammengefasst in Nguyen et al.,
1997; Taniguchi et al., 2001). Coccia und Kollegen (Coccia et al., 2001) fanden nun heraus,
dass eine Uberexpression von IRF-1 in 32D Zellen die granulozytire Differenzierung unter
G-CSF-Bedingungen im Vergleich zu den Kontrollen deutlich beschleunigt. Aber auch ohne
G-CSF konnte ein kleiner Anteil der IRF-1 iiberexprimierenden Zellen im Gegensatz zu den
Kontrollen in reife Granulozyten differenzieren. Die Autoren konnten zudem zeigen, dass die
IRF-1 Uberexpression assoziiert war mit einer deutlichen Verringerung der Expression des
c-myb Protooncogens, welches auch auf den Atlasfiltern und im Northern Blot nach Notch-
aktivierung eine reproduzierbare Reduktion seiner Expression aufwies. Die Expression von
c-myb ist notwendig fiir das Uberleben und die Proliferation von frithen himatopoetischen
Vorlduferzellen, wohingegen die Herunterregulierung von c-myb fiir die terminale Differen-

zierung bendtigt wird (zusammengefasst in Barreda und Belosevic, 2001). Schon frither wur-
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de gezeigt, dass eine Verringerung der c-myb Proteinmenge mittels Expression eines Anti-
sense-c-myb-Konstrukts die granulozytidre Differenzierung von 32D Zellen beschleunigen
kann (Bellon et al., 1997). Auch in undifferenzierten FDCP-mix Zellen fiihrte die Blockade
der myb-Aktivitit zu verringerter Selbsterneuerung und Induktion der Differenzierung (White
und Weston, 2000). In der Zusammensicht der Daten scheint der beschleunigende Effekt von
Notch auf die granulozytire Differenzierung also zum einen iiber eine Hochregulation der
PU.1 mRNA, zum anderen aber auch iiber eine vermehrte IRF-1 und eine damit moglicher-
weise verbundene verringerte c-myb Expression zustande zu kommen.

Gerade die Reduktion der c-myb Expression konnte aber auch ein wichtiger Faktor der
Notch-induzierten Differenzierung von multipotenten Zellen in erythroider Richtung sein, da
c-myb u.a. iiber eine blockierende Interaktion mit GATA-1 erythroide Differenzierung hemmt
(Takahashi et al., 2000).

Ein dhnliches Expressionsmuster wie c-myb wihrend der hidmatopoetischen Differenzie-
rung zeigt der Transkriptionsfaktor c-myc, der aufgrund seiner Uberexpression in einer Viel-
zahl maligner Erkrankungen grofle medizinische Bedeutung besitzt. In der Himatopoese ist er
in proliferierenden Vorlduferzellen stark exprimiert, und seine Herunterregulation ist not-
wendig fiir das Programm zur terminalen Differenzierung (zusammengefasst in Barreda und
Belosevic, 2001). Uberexpression fiihrt dagegen zu einem Block der terminalen Differenzie-
rung und gesteigerter Proliferation. In unseren Experimenten zeigte sich eine Herunterregula-
tion der c-myc Expression durch aktiviertes Notch1'®, wobei nicht gesagt werden kann, ob
dafiir Proteinsynthese notwendig ist, da Cycloheximid fiir sich einen starken stabilisierenden
Effekt auf die c-myc Expression ausiibt. Die negative Regulation von c-myc durch Notchl
wurde zuvor schon in Burkitt-Lymphom Zellen mit einer t(8;14) Translokation beobachtet,
bei denen c-myc durch die Nachbarschaft zu Igu aktiviert ist (Strobl et al., 2000). Der negativ
regulierende Einfluss von Notch auf c-myc konnte sowohl fiir die reduzierte Proliferation als
auch fiir die Induktion der Differenzierung von myeloischen Stamm- und Vorlduferzellen
durch aktiviertes Notch1'© (Schroeder und Just, 2000b; Schroeder und Just, 2000a; Schroeder
et al., 2003) mitverantwortlich sein.

Ein weiteres durch die cDNA-Filtermethode entdecktes und bereits im Northern Blot be-
stitigtes Zielgen von Notchl in FDCP-mix Zellen ist der positiv regulierte Tumornekrosefak-
tor-Rezeptor 2 (TNFR2). Dariiber hinaus war auch der funktionell weitgehend iiberlappende
Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1 (TNFR1) in den Atlasversuchen nach Notchaktivierung re-
produzierbar hochreguliert. Auf TNFa wurde man urspriinglich durch seinen zytotoxischen

Effekt auf Maustumoren aufmerksam. Heute gilt er als ein pleiotropes Zytokin mit einer ent-
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scheidenden Rolle im Rahmen der Immun- und Entziindungsreaktion. In der Himatopoese
konnte fiir TNFa je nach Differenzierungsstufe und dem Vorhandensein anderer Zytokine
sowohl eine inhibierende als auch eine stimulierende Wirkung auf die Proliferation bestimm-
ter Zellpopulationen festgestellt werden. TNFa kann dabei die Synthese von bestimmten Zy-
tokinen und Zytokinrezeptoren in den Zellen der Hamatopoese induzieren (Rebel et al.,
1999). Gerade die Kontextabhingigkeit des Tumornekrosefaktors und damit seiner beiden
Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 konnte auf eine biologisch wichtige Verkniipfung mit dem
Notchsignalweg hindeuten. Zukiinftige Untersuchungen konnen hier moglicherweise wichtige
Erkenntnisse liefern.

Als  indirektes, positiv  reguliertes  Notch-Zielgen konnte der Interleu-
kin1-Rezeptor-Antagonist (ILIRA) identifiziert werden. IL1 ist ein wichtiges proinflammato-
risches Zytokin, das von verschiedenen Zellen im Rahmen der Immunantwort produziert wird
und an der Pathogenese von akuten und chronisch entziindlichen Erkrankungen sowie Auto-
immunerkrankungen wesentlich beteiligt ist. Der u.a. von Monozyten und Makrophagen pro-
duzierte IL1RA kann die Effekte von IL1 selektiv blockieren und somit die Immunantwort
regulieren. Er wird z.B. bei Stimulation durch bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) vermehrt
exprimiert. Diese Expressionssteigerung wird u.a. iiber den Transkriptionsfaktor PU.1 vermit-
telt, fiir den im Promotorbereich des ILIRA eine Bindungsstelle vorhanden ist (Smith et al.,
1998). Es ist daher gut moglich, dass auch die gefundene indirekte Hochregulation der
IL1RA-Expression nach Notchaktivierung durch die gesteigerte PU.1-Expression verursacht
wird.

Durch die Atlasversuche konnte auBerdem das bekannteste direkte Notch-Zielgen, der
Transkriptionsfaktor HES-1, auch in den multipotenten myeloischen Stammzellen FDCP-mix
als Notch-Zielgen erkannt werden. Bisher wurde HES-1 innerhalb der Himatopoese vor allem
mit der T-Zell-Entwicklung in Zusammenhang gebracht (siehe 11.3.3.4). Uber eine Funktion

von HES-1 in der Myelopoese ist zur Zeit nichts bekannt.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Daten lassen darauf schlieen, dass Notchl seine Induk-
tion der myeloischen Differenzierung durch Regulation spezifischer in der Hamatopoese zu-
meist gut bekannter Gene, vor allem aus dem Bereich der Transkriptionsfaktoren und Zyto-
kinsignalwege, erreicht. Hieraus ergeben sich reichhaltige Ansatzpunkte fiir weitere interes-
sante Untersuchungen.

So sollte man priifen, ob bei den besprochenen Zielgenen von Notch die Veridnderungen

auch auf Proteinniveau im Western Blot sichtbar sind. Fiir PU.1 und den M-CSF-Rezeptor
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konnte dies, wie oben erwihnt, schon bestitigt werden (Schroeder et al., 2003). Weiterhin
konnte mit der sog. ,,Run-on* Technik gepriift werden, ob es sich bei der Induktion von Ziel-
genen durch Notch definitiv um eine transkriptionelle oder evtl. doch um eine posttranskrip-
tionelle Regulation handelt.

Interessant wire weiterhin herauszuarbeiten, ob alle direkten Zielgene iiber RBP-J trans-
aktiviert werden, oder ob fiir andere Zellsysteme schon beschriebene, alternative Signalwege,
z.B. iiber Deltex, eine Rolle spielen. Dies wiire u.a. durch Verwendung von RBP-J7 - Zellen
durchfiihrbar. Gerade diese Frage ist auch im Hinblick auf die verschiedenen auf den Atlasfil-
tern negativ regulierten Gene von Bedeutung. Im Falle, dass diese direkt iiber den Notch /
RBP-J Signalweg negativ reguliert werden, wire dies ein neuer Aspekt jenes Signalwegs,
denn bisher ist nur der Genexpression aktivierende Komplex aus RBP-J, Notch und Koaktiva-
toren beschrieben.

Die Wirkung von Notch wird durch Zytokine, die der Zytokine wiederum durch Notch
beeinflusst: IL.-3 wirkt der Notchwirkung entgegen, andererseits verstirkt Notch zytokin-
gesteuerte Differenzierung in verschiedene Richtungen (Schroeder und Just, 2000b; Schroe-
der, 2001; Schroeder et al., 2003). Mit den in dieser Arbeit etablierten molekularbiologischen
Untersuchungsmethoden kann die Zielgenanalyse nun relativ schnell unter den verschiedenen
Zytokinbedingungen durchgefiihrt werden, was mogliche Verkniipfungspunkte zwischen dem
Notch-Signalweg und den Zytokin-Signalwegen aufzeigen konnte. Dies wire insbesondere
fiir die Beschleunigung der erythroiden Differenzierung durch aktiviertes Notch1'® von gro-
Bem Interesse, da diese durch die bisher gefundenen Zielgene nicht ausreichend erklért ist, auf
der anderen Seite aber gerade durch die leichte Erhhung der B-Globin oder Fli-1 Expression
nach Notchaktivierung sich vielversprechende Ansitze bieten.

Entscheidend fiir kommende Untersuchungen wird aber auch sein, mehr iiber die Funktion
der gefundenen Zielgene in der Myelopoese herauszufinden. Dafiir kann ein erster Ansatz
sein, die Expression dieser Gene wihrend einer zytokingesteuerten Differenzierung auf den
vorliegenden Differenzierungskinetik-Blots zu ermitteln. Dariiber hinaus sollten aber funktio-
nelle Tests dieser Gene in den verwendeten FDCP-mix Zellen erfolgen. Dazu kann man die
hochregulierten Gene transient iiberexprimieren und danach u.a. Verdnderungen der Morpho-
logie und der Oberflachenmarker beobachten. Diese Untersuchungen sind z.B. unter Verwen-
dung eines Koexpressions- und Sortiersystems auf GFP-Basis recht gut durchzufiihren. Die
Auswirkungen durch die herunterregulierten Gene konnen z.B. durch siRNA (,,small interfe-

ring RNA*) -Strategien analysiert werden.
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SchlieBlich soll noch darauf hingewiesen werden, dass bestimmte mit den cDNA-Filtern
gefundene Notch-Zielgene (z.B. melanocyte specific gene2 (MSG2) und HMG-box transcrip-
tion factor from testis (MusSox17)) auch auBerhalb der Hiamatopoese von Bedeutung sein

diirften.

Insgesamt trdgt die vorliegende Arbeit dazu bei, die molekularen Mechanismen des
Notch-Signalwegs verstehen zu lernen. Notch besitzt viele wichtige Wirkungen in den meis-
ten embryonalen und adulten Geweben. Ein Hauptaspekt ist sicherlich die Regulation der Pro-
liferation und Differenzierung von Stammzellen. Damit hat dieser Rezeptor besondere Bedeu-
tung fiir die aktuelle Medizin, die groe Hoffnungen in die Stammzelltherapie und das ,.tissue
engineering® legt. Fiir die Expansion von Stammzellen und die kiinstliche Anziichtung biolo-
gischer Gewebe, aber auch fiir das Verstindnis und die daraus moglichen Therapien von be-
nignen und malignen Neoplasien ist ein Wissen iiber die molekularen Regulationsmechanis-
men von Proliferation, Differenzierung und Apoptose in Stamm- und Vorlduferzellen essen-
tiell. Hierzu soll meine Promotionsarbeit einen Beitrag leisten.

Im Speziellen wird die Steuerung der himatopoetischen Differenzierung durch die Ergeb-
nisse dieser Arbeit weiter erfasst. Die Ergebnisse legen eine vornehmlich extrinsische Regula-
tion der himatopoetischen Differenzierung nahe.

Bei verschiedenen hidmatologischen Erkrankungen wie Andmien, Leukdmien oder Im-
mundefekten werden seit einiger Zeit Wachstumsfaktoren (z.B. Erythropoetin, G-CSF,
GM-CSF) therapeutisch eingesetzt. Diese konnen aber vermutlich nur das Uberleben der je-
weiligen Zielzellen ermoglichen und sind deshalb in ihrer Wirkung relativ eingeschrinkt.
Durch intensive Forschung an den molekularen Grundlagen der himatopoetischen Differen-
zierung wird es wahrscheinlich immer besser moglich werden, direkt iiber Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren in Differenzierungsentscheidungen der Himatopoese einzugreifen und

damit neue Therapien fiir verschiedenste hdmatologische Erkrankungen zu entwickeln.
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VI MATERIALIEN UND METHODEN

V1.1 Molekularbiologische Methoden

VI.1.1 Puffer und Losungen

Fiir die Herstellung von Puffern und Losungen wurde deionisiertes Wasser mit einem spe-
zifischen Widerstand von 18,3 Mo/cm® (MilliQ-Anlage, Millipore, Deutschland) verwendet.
Losungen, die bei Arbeiten mit RNA verwendet wurden, wurden mit DEPC-H,O hergestellt.

Es wurden folgende Puffer verwendet:

- Churchpuffer: 7% SDS; 10 mM EDTA pH 8,0; 250 mM Natriumphosphatpuffer
pH 7,2 aus Na,HPO,4 und NaH,PO,

- DNA-Ladepuffer 10x: 1x TAE; 49/50 Glycerin; 0,1 % Bromphenolblau

- DNA-Laufpuffer: 1x TAE

- RNA-Ladepuffer: 50% Formamid; 15% Formaldehyd; 1x MOPS; 0,1%
Bromphenolblau; 15% DEPC- Wasser

- RNA-Laufpuffer: 1x MOPS; 5% Formaldehyd

- Waschpuffer fiir Northern Blots: 0,1-2x SSC; 0,3 % SDS

- DEPC-Wasser: 0,01% Diethylpyrocarbonat in HO

- SSC 20x: 3 M NaCl; 0,3 M Najs-Citrat; pH 7,5

- TAE 50x: 2 M Tris/HCI; 1 M NaAcetat; 62,5 mM EDTA; pH 8,5

VI.1.2 Allgemeine Methoden

Alle in dieser Arbeit verwendeten Techniken wurden, sofern nicht anders angegeben, nach

Standardmethoden (Sambrook et al., 1989) ausgefiihrt.

VI.1.2.1 Priaparation von Plasmid DNA

Plasmid DNA wurde nach Herstellerangaben mit dem MaxiColumn Kit bzw. mit dem Mi-

niSpin Kit (Qiagen, Deutschland) aus mit Plasmid transformierten E.coli (DH10b) isoliert.
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VI.1.2.2 Enzymatischer Verdau

Zum enzymatischen Verdau von Plasmid-DNA wurden Enzyme der Firmen NEB (USA)
und Roche (Roche, Deutschland) verwendet. Diagnostische Verdaus liefen 1 h bei 37° C, pri-

parative bis zu 2 h.

VI.1.2.3 Extraktion von Fragmenten aus TAE-Agarose-Gelen

Durch EtBr-Einlagerung wurde das zu eluierende DNA-Fragment unter UV-Licht sicht-
bar. Die Bande wurde ausgeschnitten und die enthaltene DNA aus dem Agaroseblock mit

QiaexII (Qiagen, Deutschland) nach Protokoll eluiert.

VI.1.3 Nachweis spezifischer RNA Expression

VI.1.3.1 RNA-Isolierung

Zur RNA-Isolierung wurden die Zellen bei 400 g, RT, 6 min abzentrifugiert. Anschlie-
Bend wurde die RNA durch Phenol-Chloroform-Extraktion mit RNA Stat 60 (Tel-Test, USA)
nach Herstellerangaben isoliert:

Dabei wurden je 5-10 x 10° Zellen mit 1 ml RNA Stat 60 durch mehrfaches Pipettieren ly-
siert. Anschliefend wurde der Ansatz fiir 5 min bei RT belassen und dann 0,2 ml Chloroform
pro 1 ml RNA Stat 60 dazugegeben und 15 s stark geschiittelt. Nach erneuten 3 min bei RT
wurde der Ansatz bei 12000 g, 4 °C fiir 15 Minuten zentrifugiert, worauf sich zwei Phasen
bilden. Eine untere rote Phenol-Chloroform-Phase mit DNA und Proteinen und eine obere
wissrige Phase, die die gesamte RNA enthilt. Nach Ubertragung der wissrigen Phase in ein
neues Gefdll wurde die RNA durch Isopropanol geféllt und anschlieBend mit 75% Ethanol
gewaschen. Schlie3lich wurde die RNA in DEPC-Wasser gelost und bei -80 °C aufbewabhrt.

VI1.1.3.2 Northern Blot

Pro Spur wurden 20 pg RNA auf einem 1,2 % Agarosegel (1x MOPS, 5% Formaldehyd)
elektrophoretisch aufgetrennt. Anschlieend wurde das Gel 2 x 30 min in 10x SSC gewa-
schen, um Formaldehyd zu entfernen und ein bis zwei Nichte mit 10x SSC auf eine Nylon-
membran (BiodyneB, PALL, GB) geblottet. 2h Backen bei 80° C sorgte fiir Quervernetzung

zwischen der RNA und der Nylonmembran.
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VI.1.3.3 Hybridisierung mit spezifischen Sonden

Die in Tabelle 5 genannten Sonden wurden mit Hilfe des Random Primed Labeling Kit
(Roche, Deutschland) mit o’ P dCTP (3000Ci/mmol) (Amersham, Schweden) nach Angaben
des Herstellers radioaktiv markiert. Abweichend vom Protokoll wurde die Klenowreaktion
bei RT 3-4h durchgefiihrt (statt 30min, 37°C), was zu besseren Einbauraten fiihrte. Nach der
Reaktion wurden die nicht eingebauten Nukleotide durch Sdulenaufreinigung (Nick TM Co-
lumn50, Amersham, Schweden) abgetrennt. Die Aktivitit der Probe wurde in einem Szintilla-
tionszédhler bestimmt. Die Hybridisierung erfolgte bei 65° C iiber Nacht in 15 ml Churchpuf-
fer. Nicht gebundene oder unspezifisch gebundene Nukleotide wurden durch Waschen der
Northern Blots mit Waschpuffern steigender Stringenz und Temperatur (bis 65° C) entfernt.
Zur Visualisierung der Ergebnisse wurden Kodak X-ray und Kodak Biomax MS Filme (Ko-
dak, USA) verwendet.

Sonde verwendete DNA (alles murine Sequenzen)
B-Globin 0,61kb NcOI x Xbal Fragment

C/EBPa 0,42kb EcoRI x HindIIl Fragment
Erythropoetinrezeptor 1,8 kb KPN1 Fragment

GAPDH 1,1kb Pstl Fragment

GATA-1 1,8 kb gesamte cDNA

G-CSF-Rezeptor 0,75kb BgllII x Sacl Fragment
M-CSF-Rezeptor gesamte cDNA in Bluescript Vektor

MPO gesamte cDNA in PUCI19 Vektor

PU.1 gesamte cDNA in Bluescript Vektor

Tabelle 5: verwendete Sonden fiir Northern Blot Analysen

VI.1.3.4 Quantifizierung von Genexpressionsstirken

Die Genexpressionsstirken wurden aus der Schwirzung der Autoradiographie-Filme mit-

tels des Analyseprogramms AIDA Image Data Analyser 2.0 (Fujifilm, Japan) berechnet.
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V1.1.3.5 Atlas cDNA-Filter

Die Versuche mit den Atlas Filtern Mousel.2 und Mousel.2 II (Clontech, USA) wurden
grundsitzlich nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Zur Reinigung der RNA und Anreiche-
rung von PolyA-RNA wurde wie vom Hersteller empfohlen das Atlas Pure Total RNA Labe-
ling System (Clontech, USA) verwendet. Abweichend vom Protokoll wurde der DNA Verdau
zum Schluss auf 5 min bei 37° C und mit nur 5 U DNase pro 100ug RNA verkiirzt, da in vo-
rangegangenen Verdaus nach Herstellerprotokoll neben der DNA zum Teil auch die RNA
angedaut wurde.

Zur radioaktiven Markierung der cDNA wurde o’> P dATP (3000 Ci/mmol) (Amersham,
Schweden) verwendet. Die Visualisierung der Expression erfolgte durch den Phosphoimager
Fujifilm Bas-1800 (Fujifilm, Japan) bzw. durch Kodak Biomax MS Filme (Kodak, USA)
nach verschiedenen Expositionszeiten. Die Auswertung wurde anhand der Phospho-
imager-Daten mit dem Programm AtlasImage 1.5 (Clontech, USA) durchgefiihrt (siche Ab-
schnitt IV.3). Die Durchfiihrung der Versuche erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. T. Schroe-

der, die Auswertung in Zusammenarbeit mit Dr. T. Schroeder und Hella Kohlhof.

V1.2 Zellkulturmethoden

Die Zellkultur wurde grundsitzlich von Dr. T. Schroeder betreut und durchgefiihrt (zu den
Methoden siehe auch Schroeder, 2001). Hauptsichlich bei den Versuchen zur Differen-
zierungskinetik von FDCP-mix Zellen wurden zellbiologische Arbeitstechniken von mir selb-
standig angewandt.

Alle verwendeten Zellen wurden bei 37° C , 5% CO2 Partialdruck und 95% relativer Luft-
feuchte in einem BB6220 Zellkultur Inkubator (Heraeus, Deutschland) kultiviert.

VI.2.1 Bestimmung von Zelldichten

Die Zelldichten wurden mit Neubauer Zihlkammern bestimmt, wobei tote Zellen durch

die Farbung mit Trypanblau ausgeschlossen wurden.

V1.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zellen wurden in dem jeweiligen Proliferationsmedium und 10% DMSO (Sigma,
Detschland) eingefroren. Fiir das Herunterkiihlen auf -80° C wurden Cryo 1° C Freezing Con-

tainer (Nalgene, Deutschland) nach Herstellerangaben verwendet. AnschlieBend wurden die



Materialien und Methoden 83

Zellen in fliissigem Stickstoff bei -180° C gelagert. Durch Auftauen der eingefrorenen Zellen
konnten diese wieder in Kultur genommen werden. Die Zellen wurden dazu schnell aufgetaut
und anschlieBend wurden 10 ml Medium iiber 10 min langsam zugetropft. Nach weiteren 10
min bei Raumtemperatur wurden die Zellen abzentrifugiert und anschliefend in entsprechen-

dem Medium in Kultur genommen.

VI.2.3 Kontrolle auf Kontamination mit Mycoplasmen

Der Mycoplasmen Test mit dem Mycoplasma PCR Elisa Kit (Roche, Deutschland) wurde
nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. In keiner der verwendeten Zelllinien wurde eine

Kontamination mit Mycoplasmen detektiert.

VI1.2.4 Herstellung und Firbung von Zytospinpraparaten

Fiir die Herstellung von Zytospinprédparaten wurden 5-10 x 10* Suspensionszellen in einer
Cytospin3 Zentrifuge (Shandon, England) mit 700 U/min fiir 7 min auf einen Objekttriager
zentrifugiert. Getrocknete Prdparate wurden 2 min in May-Griinwald-Losung (Merck,
Deutschland) gefédrbt und durch das enthaltene Methanol fixiert, in Leitungswasser gespiilt,
20 min in 5% Giemsa-Losung gefirbt, wiederum mit Leitungswasser gespiilt und anschlie-
Bend getrocknet.

Zum Nachweis von Hidmoglobin wurde eine Dianisidin-Firbung verwendet, bei der
Hémoglobin im Zytoplasma blau-grau bis oliv-griin angefdrbt wird. Getrocknete Zy-
tospinpriparate wurden 10 min bei Raumtemperatur in 100% Methanol fixiert. 5 Volumen
0,2% O-Dianisidin-Losung (Sigma, Deutschland) wurden mit 1 Volumen 3% Hydrogenper-
oxid-Losung und 1 Volumen 1% Natriumnitroferrocyanid-Losung gemischt. Die Zellen wur-
den 10 min im Dunkeln darin gefirbt und dann in Leitungswasser gewaschen. AnschlieBend
folgte eine May-Griinwald-Giemsa Gegenfirbung.

Die Anteile der verschiedenen Zellen wurden in blinden Analysen anhand der Morpholo-

gie von 100-200 Zellen bestimmt (McDonald et al., 1988; Heckner, 1991).

VI.2.5 FDCP-mix Zellkultur

Die FDCP-mix Zelllinie A7 (Spooncer et al., 1984; Spooncer et al., 1986) wurde in
Iscove‘s Modified Dulbeccos® Medium (IMDM, Gibco, Deutschland) mit einer Osmolaritét

von 310-320 mosm / kg kultiviert. Das Medium enthielt 20 % vorgetestetes Pferdeserum



84 Materialien und Methoden

(JRH, USA) und 20 % mit murinem Interleukin-3 (mIL-3) konditioniertes Medium (IL-3 CM;
entspricht 150 U / ml IL-3) (Karasuyama und Melchers, 1988). Diese Mediumbedingungen
stimulierten eine optimale Proliferation der FDCP-mix Zellen und wurden als Selbsterneue-
rungsbedingungen bezeichnet. Die Zellen wurden in einer Dichte zwischen 1x10° Zellen / ml
und 1x10° Zellen / ml gehalten.

ATNERT Zellen sind FDCP-mix Zellen, welche ein durch Tamoxifen induzierbares
Notch1'C enthalten (Schroeder, 2001; Schroeder et al., 2003). Die Translokation von Notch1'©
in den Zellkern und damit seine Aktivierung wurde durch 4-Hydroxy-Tamoxifen (Sigma,
Deutschland) in einer Konzentration von 50 nM bzw. 1 uM induziert. Zur Identifizierung von
direkten Zielgenen von Notch wurden 75 ug Cycloheximid (Sigma, Deutschland) pro ml Me-
dium eingesetzt (je 30 min vor Zugabe von Tamoxifen). Cycloheximid blockiert die Translo-
kation der Aminosduren wihrend der Translation und verhindert somit die Synthese von Pro-
teinen.

Die Differenzierung der FDCP-mix Zellen wihrend der Differenzierungskinetiken wurde
durch einen Wechsel der Mediumbedingungen erreicht. Die Zellen wurden in IL-3 freiem
Medium gewaschen und in einer Dichte von 2 x 10° / ml in dem entsprechenden Differenzie-
rungsmedium ausgesit. Die Zellen wurden alle 4 Tage mit frischem Medium gefiittert und die
Zelldichte wurde zwischen 1x10° Zellen / ml und 1x10° Zellen / ml gehalten.

Differenzierungsmedium fiir die Differenzierung in Granulozyten und Makrophagen war
IMDM mit 20 % vorgetestetem fotalen Kilberserum (FCS; Sigma, Deutschland), 2 U / ml
IL-3 (Roche, Deutschland), 1500 U / ml Granulozyten Kolonie stimulierender Faktor
(G-CSF; Neupogen, Amgen, USA) und 1 % mit murinem GM-CSF konditioniertes Medium
(entspricht 100 U / ml).

Differenzierungsmedium fiir die Differenzierung in Erythrozyten war IMDM mit 20 %
vorgetestetem fotalen Kilberserum (FCS; Sigma, Deutschland), 3,5 U / ml IL-3 (Roche,
Deutschland) und 5 U / ml humanes Erythropoetin (Roche, Deutschland).

VI1.2.6 32D Zellkultur

32D Klon123 Zellen wurden in IMDM (Gibco, Deutschland) mit einer Osmolaritit von
310-320 mosm / kg, 20 % vorgetestetem FCS (Sigma, Deutschland) und 15 % mlIL-3 kondi-
tioniertem Medium kultiviert. Die Zellen wurden in einer Dichte von 4x10" Zellen / ml bis
1x10° Zellen / ml gehalten.

Aktivierung von Notch durch Tamoxifen und Blockade der Proteinsynthese durch Cyclo-

heximid erfolgte wie unter VI.2.5 beschrieben.
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