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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Hamatopoese

Der zentrale Ort der Hamatopoese und damit die wichtigste Quelle neuer Blutzellen
beim Menschen ist das Knochenmark. Da reife Blutzellen nur eine begrenzte Lebens-
dauer haben, mussen wahrend des gesamten Lebens konstant neue Blutzellen gebildet
werden. AulRerdem muss der Organismus in der Lage sein, auf einen erhohten Bedarf
oder Verbrauch von Blutzellen mit einer gesteigerten Bildung des spezifisch bendtigten
Z€lltyps zu reagieren und diese bel nicht mehr vorhandener Notwendigkeit wieder her-
unterzuregulieren. Diese Prozesse sind sehr komplex, und eine Vielzahl unterschiedli-
cher Faktoren ist daran beteiligt. Die intensive Forschung der letzten Jahrzehnte hat
enorme Fortschritte beim Verstandnis der Hamatopoese gebracht, aber trotzdem werden
viele Zusammenhange noch immer unzureichend verstanden.

Im Folgenden soll ein kurzer Uberblick tiber ausgewéhite Aspekte der Hamatopoese

gegeben werden.

1.1.1 Hamatopoetische Stammzellen

Stammzellen sind Zellen mit der Fahigkeit, sich tber einen langen Zeitraum selbster-
neuernd zu teilen und in die verschiedenen Zelltypen zu differenzieren, aus denen sich
die Gewebe und Organe des Organismus entwickeln (Till und McCullough, 1961). Da-
bei muss zwischen embryonalen und adulten Stammzellen unterschieden werden. Erste-
re werden aus der inneren Zellmasse eines Embryos im Stadium der Blastozyste ge-
wonnen, wobel die Entnahme zur Zerstérung des Embryos fuhrt. Sie sind daher Ge-
genstand ethischer Diskussionen, wahrend letztere as undifferenzierte Zellen in diffe-
renziertem Gewebe vorkommen. Den am besten charakterisierten Typ adulter Stamm-
zellen stellt wohl die hdmatopoetische Stammzelle (HSC) dar. Nach heutiger Auffas-
sung stammen alle Blutzellen direkt von im Knochenmark ansdssigen pluripotenten
HSC ab (Morrison und Weissman, 1994). Dabei kdnnen zwel Subpopulationen diffe-
renziert werden, die sich bezlglich ihrer Selbstreproduktionskapazitét unterscheiden.
Die so genannten ,, long-term“ HSC (LT-HSC) sollen sich wahrend der gesamten Le-
bensdauer des Organismus selbst reproduzieren kénnen, wahrend diese Fahigkeit bei
»short-term* HSC (ST-HSC) auf etwa 8 Wochen beschrankt zu sein scheint (Morrison
und Weissman, 1994). Die HSC generieren tber mehrere Zwischenstufen mit abneh-
mender Differenzierungspotenz die reifen Blutzellen der verschiedenen Zellreithen (Ab-
bildung 1-1).




EINLEITUNG

B-Lymphozyt T-Lymphozyt NK-Zelle Erythrozyten Thrombozyten Granulozyt

Abbildung 1-1 Modell der selbsterneuernden Teilung und Differenzierung hamatopoetischer
Stammzellen. HSC kénnen in LT-HSC und ST-HSC unterteilt werden, wobei erstere im Gegensatz zu
letzteren eine unbegrenzte Fahigkeit zur Selbsterneuerung zu haben scheinen. ST-HSC gehen aus LT-
HSC hervor und differenzieren zu multipotenten Progenitoren (MPP) (Morrison et al., 1997). Aus diesen
koénnen zwei Arten oligopotenter Zellen hervorgehen, die lymphatischen Progenitoren (CLP) (Kondo et
al., 1997) und die myeloischen Progenitoren (CMP) (Akashi et al., 1999). Uber Zwischenstufen differen-
Zieren sich diese zu reifen Blutzellen.

Lange Zeit wurde angenommen, dass HSC nur extrem selten in den Zellzyklus eintreten
und immer nur eine oder wenige HSC gleichzeitig an der Blutbildung beteiligt sind, bis
sie nach ihrem Tod durch eine oder wenige neue ersetzt werden (Lemischka et al.,
1986). Heute geht man jedoch davon aus, dass jeden Tag etwa 10% der HSC zufdlligin
den Zellzyklus eintreten und ihn alle HSC in eéinem Zeitraum von 1-3 Monaten wenigs-
tens einmal durchlaufen missen (Bradford et a., 1997; Cheshier et al., 1999). Um einer
Limitierung der mdglichen Mitosen durch eine Verkirzung der Telomere an den
Chromosomenenden entgegenzuwirken, haben die LT-HSC eine im Vergleich zu ST-
HSC und MPP erhohte Aktivitéat des Telomerasekomplexes (Vaziri et a., 1994; Allsopp
et a., 1995; Morrison et al., 1996). Ihre Zellzahl konnen die HSC, wie andere Zellen
auch, zumindest partiell durch programmierten Zelltod (Apoptose) regulieren (Domen
et a., 2000). Die molekularen Mechanismen der Regulation von Proliferation und
Apoptose werden bisher nur unvollstandig verstanden.

Eine weitere Eigenschaft der HSC stellt ihre Fahigkeit dar, unter bestimmten Bedingun-

gen das Knochenmark (KM) zu verlassen und unter bestimmten Bedingungen wieder
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dorthin zurtickzukehren, zwei Vorgange, die as Mobilisation und Homing bezeichnet
werden. Eine grof3e Bedeutung scheint dabei den [3-1ntegrinen, besonders dem very late
antigen-4 (VLA-4, aul3i-Integrin), zuzukommen, welche auch wahrend der Ontogenese
an der Migration der HSC vom embryonalen Dottersack in die fetale Leber (Cumano et
al., 1995; Medvinsky und Dzierzak, 1996) und spéter in die Milz und das Knochenmark
(Morrison et a., 1995) zumindest partiell betelligt sind (Hirsch et a., 1996). VLA-4
scheint bei Stammzellen ein wichtiger Regulator von Migration, Mobilisation und Ho-
ming zu sein (Miyake et al., 1991a; Vefallie et a., 1991; Williams et al., 1991).
Daneben sind zahlreiche andere Molekdle beteiligt und viele noch unbekannt. Im peri-
pheren Blut befindliche HSC und Progenitoren werden unter dem Begriff periphere
Blutvorlauferzellen (PBPC) zusammengefasst.

Da HSC und Progenitorzellen morphologisch nur unzureichend von reifen Lymphozy-
ten unterschieden werden konnen, wird versucht sie anhand ihrer Zelloberflachenmole-
kile zu charakterisieren. Zahlreiche dieser Molekile sind als humane Leukozytendiffe-
renzierungsantigene (HLDA) in ein Schema eingeordnet und mit einer fortlaufenden
Nummerierung versehen (engl. Cluster Designation=CD) (Mason et a., 2002). Die we-
nigsten HLDA sind absolut spezifisch, so dass einzelne Zellpopulationen durch die
Kombination vorhandener () und fehlender () Expression einzelner HLDA charakteri-
siert und differenziert werden. Bisher besteht noch kein wissenschaftlicher Konsens
dartber, welche HLDA konsistent auf humanen HSC exprimiert werden. Derzeit wird
davon ausgegangen, dass humane HSC zu einer CD34", CD38', CD90"und Lin" Zellpo-
pulation gehdren (Baum et al., 1992; Miller et a., 1999). Lin steht dabei fur ,lineage
markers® und reprasentiert eine Gruppe der HLDA verschiedener reifer Blutzellen (z.B.
CD2, CD3, CD4, CD5, CD8, NK 1.1, B220, Ter 119, GR-1, Mac-1).

In Bezug auf das Differenzierungspotenzial der HSC hat in den letzten Jahren ein Para
digmenwechsel stattgefunden. Wahrend lange von einer Unumkehrbarkeit jedes Diffe-
renzierungsschrittes ausgegangen wurde, deuten neuere Erkenntnisse auf ein weitaus
grolderes Differenzierungspotenzial der HSC hin. Neben der Bildung reifer Blutzellen
sind sie moglicherweise auch in der Lage, andere Korperzellen zu generieren. Diese
Fahigkeit wird mit dem Begriff der Plastizitdt umschrieben. In vivo Experimente mit
Mausen konnten eine Differenzierung der HSC in epitheliale Zellen der Lunge, des Ma
gen-Darm-Traktes und der Haut (Krause et a., 2001), in Myokard mit zugehorigen
Endothelzellen und glatten Geféalimuskelzellen (Jackson et a., 2001; Orlic et a., 2001)
sowie in Hepatozyten zeigen (Lagasse et a., 2000). Letzteres wurde auch beim Men-
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schen in vivo beschrieben (Alison et al., 2000). Unklar ist allerdings, ob diese Beobach-
tungen tatsachlich auf einer Transdifferenzierung oder aber auf anderen Mechanismen,
wie beispielsweise Zellfusion, beruhen.

Bisher wird nur sehr ltckenhaft verstanden, welche Mechanismen und regulativen Fak-
toren der HSC vermitteln, wann siein den Zellzyklus eintritt, differenzierte Zellen gene-
riert, ins periphere Blut Ubertritt, programmierten Zelltod aktiviert oder sich in ver-

schiedene Gewebe integriert und moglicherweise in andere Gewebe differenziert.

1.1.2 Das Knochenmark-Mikromilieu

Neben den hdmatopoetischen Zellen ist das Knochenmark-Mikromilieu (auch Stamm-
zellnische genannt) die zweite entscheidende Komponente der Hamatopoese. ES besteht
zum einen aus hdmatopoetischen Zytokinen, welche die Hamatopoese Uber endokrine
und parakrine Mechanismen regulieren, und zum anderen aus dem Knochenmarkstro-
ma, welches aus mesenchymalen Zellen, vor allem Fibrozyten und Adipozyten, und der
extrazelluldren Matrix (EZM) besteht.

Die HSC und die Progenitoren sind im KM in engem Kontakt mit dem Knochenmark-
Mikromilieu (Schofield, 1983), welches ihnen die meisten, wenn nicht gar alle, notwen-
digen Faktoren fUr eine geordnete Entwicklung liefert (Lemischka, 1997). Die HSC und
die Progenitoren exprimieren viele verschiedene Adhé&sionsmolekile, welche durch
Zéll-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen den Verbleib im KM bewirken und wohl auch
an der Regulation der Hamatopoese beteiligt sind (Prosper und Verfaillie, 2001). Uber
40 verschiedene Wachstumsfaktoren (GF), Zytokine und Chemokine sind derzeit be-
kannt, welche endokrin und parakrin an spezifische Rezeptoren binden und auf diese
Weise Proliferation, Differenzierung und Schicksal der hdmatopoetischen Zellen beein-
flussen (Watowich et al., 1996). Sie beeinflussen auch die adhasiven Interaktionen zwi-
schen den hamatopoetischen Zellen und ihren Liganden im Knochenmark, was einen
weiteren Mechanismus der Regulation der Hamatopoese darstellt (Levesgue et al.,
1995).

Das Knochenmark-Mikromilieu stellt ein komplexes Netzwerk einer Vielzahl sich ge-
genseitig beeinflussender Mechanismen dar. Obwohl die Liste der beteiligten Molekile
stetig wachst, werden die Prozesse bisher nur unzureichend verstanden und es erscheint
daher wichtig, auch weitere Molekile auf eine mogliche Bedeutung in der Regulation

der Hamatopoese zu untersuchen.
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1.1.3 LTC-IC-Kultur

Aufgrund der morphologischen Ahnlichkeit von HSC und differenzierten Leukozyten
sowie dem Fehlen eindeutiger Marker, stellt die Quantifizierung friher hématopoeti-
scher Zellen noch immer ein grof3es Problem dar. Ein wissenschaftlich anerkanntes Ver-
fahren ist die Kultur Langzeitkultur-initiierender Zellen (LTC-IC).

Bei der LTC-IC-Kultur handelt es sich um ein Langzeitkultursystem, das die in vitro
Erhaltung unreifster pluripotenter hdmatopoetischer Zellen fir mehrere Wochen ermég-
licht (Eaves et al., 1987). Hamatopoetische Zellen werden dabel auf einem vorbestehen-
den Zellrasen humaner oder muriner, adhdrenter Knochenmark-Stromazellen ko-
kultiviert (Sutherland et al., 1989). In Kombination mit einem speziellen LTC-Medium
generieren die Stromazellen ein Mikromilieu, welches den hamatopoetischen Zellen
Uberleben, Differenzierung und Selbsterneuerung ermoglicht. Dabei kommt es zur In-
tegration der primitiven hdmatopoetischen Zellen in den Zellrasen (Coulombel et al.,
1983). Zur Auswertung der LTC wird der Zellrasen adhérenter Zellen durch Trypsinie-
ren resuspendiert und zusammen mit den nicht-adhéarenten Zellen in spezielles Methyl-
zellulose-Medium transferiert, welches die terminale Differenzierung der enthaltenen
Progenitoren forciert und zur Bildung mikroskopisch detektierbarer Zellklone fihrt
(Abb. 1-2) (Coulombel et al., 1983).

Abbildung 1-2 Mikrofotografie eines typischen Zellklons,
beobachtet an Tag 14 der Methylzellulose-Kultur einer LTC-
IC-Kultur (Vergrofierung 100x)

Aufgrund dieser Eigenschaft werden die Progenitoren auch als Kolonie-bildende Zellen
(CFC) und zusammen mit den Zellklonen as Kolonie-bildende Einheiten (CFU) be-
zeichnet. Entsprechend ihrem Differenzierungspotenzial zu granulozytéaren (G), mono-
zytéren (M), megakaryozytaren (Meg) und erythrozytéren (E) Zellen unterscheidet man
CFU-GEMM, CFU-GM, CFU-G, CFU-M, CFU-Meg und CFU-E.

10
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Wahrend eines Zeitraumes von 5 Wochen durchlaufen mehr als 95% der initial vorhan-
denen CFC ihre terminale Differenzierung. Damit stammen praktisch alle nach diesem
Zeitraum detektierbaren CFU von primitiven hamatopoetischen Zellen ab, die unter den
geeigneten Kulturbedingungen CFC lber mehrere Wochen generieren kénnen. Auf-
grund dieser Eigenschaft werden diese primitiven hamatopoetischen Zellen als LTC-IC
bezeichnet (Winton und Colenda, 1987; Sutherland et al., 1990; van der Sluijs et dl.,
1990). Die LTC-IC-Kultur stellt ein in vitro Modell der Hamatopoese dar, wobei die
LTC-IC pluripotente HSC représentieren sollen (Lemieux et al., 1995).

1.1.4 Maligne Erkrankungen der Hamatopoese

Storungen in dem fein geregelten Prozess der Hamatopoese kénnen unterschiedlichste
Ursachen haben und zu einer Vielzahl von Erkrankungen fuhren. Bel einer Insuffizienz
des Knochenmarks kommt es je nach betroffener Zelllinie zu Anédmie, Granulozyto-
penie, Lymphozytopenie oder Thrombozytopenie.

Genetische Mutationen der HSC oder PBPC, welche die Apoptose oder eine terminale
Differenzierung der Zellen blockieren oder aber diesen einen Wachstumsvorteil ver-
schaffen, kdnnen eine klonale Proliferation und damit maligne Entartung dieser Zellen
induzieren. Dabei hangt die klinische Manifestation der einzelnen Erkrankung vom Dif-
ferenzierungszustand und der Linienzugehdrigkeit der betroffenen Zelle ab sowie von
der Art der im Verlauf der klonalen Entwicklung auftretenden initialen oder nachfol-
genden Mutationen (Ruscetti et al., 1999). Bel der Polycythaemia vera kommt es bei-
spielsweise zur autonomen Steigerung vor allem der Erythropoese, aber auch der Gra-
nulo- und Thrombopoese. Eine maligne Entartung weif3er Blutzellen mit konsekutiver
Proliferation fuhrt zu Lymphomen oder Leukamien.

Die Leukdmien werden anhand der betroffenen Zelllinie und des klinischen Verlaufs in
die Akute Lymphatische Leukédmie (ALL), die Akute Myeloische Leukamie (AML) und
die Chronische Myeloische Leukémie (CML) unterteilt. Die Chronische Lymphatische
Leukémie (CLL) wird heute zu den niedrig-malignen Non-Hodgkin-Lymphomen ge-
zahlt.

Die AML beruht auf einer malignen Entartung granulozytérer Vorléuferzellen. Sie wird
anhand der Differenzierung und des Reifegrades der Zellen entsprechend der French-
American-British-Klassifikation (FAB-Klassifikation) in die Subtypen MO-M7 unter-
teilt. Die Pathogenese der AML ist mit dem Auftreten onkogener Fusionsproteine asso-
zZiiert, welche durch spezifische Chromosomentrans okationen entstehen (Alcalay et al.,

2001). Bel einem der beiden Partner handelt es sich meist um einen Transkriptionsfak-

11
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tor, so dass die Fusionsproteine in der Regel zu einer aberranten Regulation der
Transkription fuhren, was mit dem Prozess der myeloiden Differenzierung interferiert,
einen Arrest der Ausreifung hervorruft oder das Zelltberleben fordert (Alcalay et al.,
2001). Auch abnorme Expression oder Funktion von Adhésionsmolekilen scheint fur
die Pathogenese von Bedeutung zu sein (Prosper und Verfaillie, 2001). Vor diesem Hin-
tergrund hat die WHO eine Klassifikation vorgeschlagen, die auf einer Kombination
von FAB-Klassifikation und Zyto- und Molekulargenetik basiert (Harris et a., 1999).

1.2 Tetraspanine

1.2.1 Struktur und Vorkommen
Die Tetraspanine wurden erstmals 1990 al's eine neue Gruppe zelluldrer Oberflachenmo-
lekille beschrieben (Oren et al., 1990). Dieser Proteinfamilie ist ein charakteristischer

Aufbau mit vier transmembranaren Domanen eigen (Abbildung 1-3).

CND CO

Abbildung 1-3 Schematische Struktur der Tetraspanine. Charakteristisch sind vier hydrophobe
transmembrandre Doménen (TM 1-4), die zur Ausbildung einer kleinen, 20-28 Aminosduren (As) langen,
und einer grofden, 76-131 As langen, extrazelluléren Schleife (EC1 und EC2) mit kurzen, weniger als 19
As langen, intrazelluldren C- und N-terminalen Enden fihren (Wright und Tomlinson, 1994; Maecker et
a., 1997). Zwischen TM2 und TM3 liegt eine kurze verbindende intrazelluldre Schleife. Von anderen
Proteinen mit vier transmembranéren Doméanen unterscheiden sich die Tetraspanine durch eine grof3e
Zahl konservierter As, die vor allem im Bereich der TM (Wright und Tomlinson, 1994) und vermutlich
spezifischer Motive der EC2 zu finden sind (Kitadokoro et al., 2001).

Die Expresson eniger stark homologer Tetraspanine bei wirbellosen Tieren
(Tomlinson und Wright, 1996; Todres et a., 2000) kann as Hinweis auf ein frihes Auf-
treten dieser Proteine in der Evolution angesehen werden. Wichtige Vertreter dieser

Familie, zu der auf humanen Zellen inzwischen wenigstens 27 Proteine gehdren, sind

12
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CD9, CD37, CD53, CD63, CD81 (TAPA-1), CD82 (KAI1) und CD151 (PETA-3)
(Hemler, 2001).

Die Tetraspanine weisen heterogene Verteilungsmuster auf. Einige kommen in variabler
Expression nahezu ubiquitér im menschlichen Organismus vor (CD9, CD63, CD81,
CD82), wahrend andere auf bestimmte Gewebe beschrankt sind, beispielsweise auf B-
Lymphozyten (CD37) oder auf lymphoide und myeloide Zellen (CD53) (Maecker et d.,
1997). Fur einige Tetraspanine ist ein Zusammenhang mit embryonalen Entwicklungs-
prozessen beschrieben (Andria et al., 1992). Bei vielen Tetraspaninen besteht eine Kor-
relation zwischen ihrer Expression und der Aktivitéat der Zelle, wobei einige in aktiven
Zellen heraufreguliert (CD9, CD53, CD63, CD82), andere herunterreguliert werden
oder mit Zellarrest assoziiert sind (CD37, CD53) (Maecker et al., 1997). In Tumorzellen
werden einige Tetraspanine differenziell exprimiert. So weisen beispielsweise Mela
nomzelllinien in frihen Stadien eine hohe, in fortgeschrittenen Stadien hingegen eine
erniedrigte Expression von CD63 auf (Hotta et a., 1988). Obwohl es sich um Zellober-
flachenmolekile handelt, ist fir einzelne auch eine intrazellulére Expression beschrie-
ben (Azorsaet al., 1991; Kuijperset a., 1991; Vischer und Wagner, 1993).

1.2.2 Biologie der Tetraspanine

Die Biologie der Tetraspanine scheint sehr vielféltig zu sein, wird bisher aber noch nicht
ausreichend verstanden. Von zentraler Bedeutung scheint ihre Fahigkeit zur Bildung
multimolekularer Komplexe zu sein. Diese bilden sie untereinander (Imai und Y oshie,
1993; Berditchevski et al., 1996) und mit anderen Oberflachenmolekilen, wie Korezep-
toren (Imai und Yoshie, 1993; Ima et al., 1995), MHC-Molekilen der Klasse Il
(Angelisova et al., 1994; Rubinstein et a., 1996) oder Integrinen, besonders den b1l-
Integrinen wie VLA-4 (Maecker et a., 1997). Ein aktuelles Modell geht von unter-
schiedlichen Bindungsstellen der Tetraspanine aus, Uber die sie zum einen spezifische
Molekile, zum anderen andere Tetraspanine binden sollen. Die Aufgabe dieses so ge-
nannten ,,tetraspanin web* soll die Bildung und Stabilisierung multimolekularer Kom-
plexe auf der Zelloberflache sein (Boucheix und Rubinstein, 2001).

Durch monoklonale Antikorper (mADb) gegen bestimmte Tetraspanine kommt es in ver-
schiedenen Zellen zu einer Aktivierung des Phosphatidylinositol-Signalwegs mit An-
stieg des intrazelluldren Kalziums, Aktivitatssteigerung der Proteinkinase C und Tyro-
sinphosphorylierungen (Jennings et al., 1990; Bosca und Lazo, 1994; Anton et al.,
1995). Auch ein Zusammenhang mit kleinen GTP-bindenden Proteinen konnte gezeigt
werden (Seehafer und Shaw, 1991).

13
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Durch diese Mechanismen scheinen die Tetraspanine an einigen Zellfunktionen beteiligt
Zu sein. So vermitteln sie die Aggregation homotyper Zellen (Boucheix et a., 1983;
Masellis-Smith et a., 1990), die heterotype Adhésion von Zellen an Gewebe und EZM
(Masdllis-Smith und Shaw, 1994; Behr und Schriever, 1995; Todd et al., 1996) sowie
die Zellfusion von Spermium und Eizelle (Le Naour et a., 2000). Die Zellmotilitat kon-
nen sie sowohl inhibieren (Miyake et a., 1991b; Ikeyama et al., 1993), als auch steigern
(Shaw et al., 1995), und sie sind an Verdnderungen der Zellmorphologie beteiligt (Lin
et a., 1992). Das Metastaseverhalten einiger Malignome korreliert mit der Expressions-
hohe einzelner Tetraspanine (Ikeyamaet al., 1993; Si und Hersey, 1993; Miyake et dl.,
1996; Claas et al., 1998). Aul¥erdem haben Tetraspanine kostimulatorische Eigenschaf-
ten (Rasmussen et a., 1994; Tai et al., 1996), und fur ihre Aktivierung durch mAb sind
antiproliferative Effekte beschrieben (Oren et a., 1990).

Die biologischen und biochemischen Funktionen der Tetraspanine sind bisher nicht ab-
schlief3end geklart. Unklar ist beispielsweise noch, inwiefern die beobachteten Phano-
mene direkt durch Tetraspanine oder indirekt durch ihre Bindungspartner hervorgerufen
werden. Auch ihre Bedeutung fur maligne Zellen und die Mechanismen, welche deren

M etastasi erung beeinflussen, sind bisher nur partiell bekannt.

1.2.3 Tetraspanine in der Hdmatopoese

Tetraspanine kommen auf allen Blutzellen mit Ausnahme der Erythrozyten (Boucheix
und Rubinstein, 2001) und auch auf malignen hdmatopoetischen Zellen von Patienten
mit ALL, CLL und AML vor (Boucheix et a., 1991). Uber die Bedeutung dieser Ex-
pression ist bisher jedoch wenig bekannt.

Ein Zusammenhang mit hdmatopoeti schen Prozessen wurde erstmals 1996 beschrieben.
Im murinen Thymus konnte ein anti-CD81 mAb die Ausreifung von lymphoiden Pro-
genitoren zu reifen T-Lymphozyten inhibieren (Boismenu et a., 1996). Zur gleichen
Zeit konnte in Experimenten mit murinen Zellen CD9 in Zusammenhang mit myel opoe-
tischen Prozessen gebracht werden, da ein anti-CD9 mADb bei initialer Zugabe zu Dexter
Langzeitkulturen (D-LTC) die Produktion myeloider Zellen komplett blockierte und bei
Zugabe zu bereits etablierten D-LTC eine gesteigerte Produktion myeloider Zellen initi-
ierte (Oritani et a., 1996). In weiteren Untersuchungen konnte durch anti-CD9 mAb
eine Suppression der Proliferation und Differenzierung multipotenter hdmatopoetischer
Zellen bei verstérkter Adhdsion an die Stromazellen ausgel0st werden (Aoyama et al.,
1999).
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Im Jahr 2001 wurde erstmals die Rolle eines Tetraspanins in der humanen Hamatopoese
beschrieben. Praktisch alle hdmatopoetischen Zellen exprimieren CD9, wobei gezeigt
werden konnte, dass myeloide Progenitoren mit einer niedrigen Expression von CD9
und B-lymphoide und megakaryopoetische Zellen mit einer hohen Expression von CD9
assoziiert sind. Die Ligation von CD9 mit anti-CD9 mAD resultierte in einem erhdhten
Gehalt megakaryozytérer Progenitoren, bei verminderter Produktion megakaryozytérer
Zellen in liquiden Kulturen. Diese Effekte waren assoziiert mit erniedrigter Expression
megakaryozytérer Differenzierungsantigene und mit rasterelektronenmikroskopisch
nachwel sharen morphologischen Veranderungen der Zellmembran (Clay et a., 2001).

Zusammengefasst deuten diese Ergebnisse auf eine Regulation der CD9 Expression
wéahrend der Hamatopoese und eine Rolle dieses Molekils in der Megakaryopoese hin.
Inwiefern andere Tetraspanine in Zusammenhang mit hamatopoetischen Prozessen ste-

hen, war bisher nicht bekannt.
1.3 CD82

1.3.1 Struktur und Vorkommen

Das Tetraspanin CD82 wurde erstmals als Leukozytenantigen R2 oder SAR2 auf Lym-
phozyten beschrieben (Gaugitsch et a., 1991). Unter dem Namen |A4 wurde es als
Marker fur Aktivierung und Differenzierung auf mononukledren Zellen beschrieben
(Gil et al., 1992) und anschliefiend in die Klassifikation der Leukozytendifferenzie-
rungsantigene als CD82 aufgenommen (International CD Workshop, Boston 1993).
Unabhéngig davon wurde es auch unter den Synonymen C33-Antigen (Imai et al.,
1992), Suppressor of Tumorigenicity ST6 (Ichikawa et a., 1992), 4F9 (Nojima et al.,
1993) und KAI1 (Dong et a., 1995) in der Literatur beschrieben.

CD82 zeigt den typischen Aufbau eines Tetraspanins (Abbildung 1-3) und besteht aus
267 As mit einem Molekulargewicht von 28 kDa, welches nach posttrandationalen
Modifikationen in Abhangigkeit von Zelltyp und Aktivierungszustand zwischen 45 kDa
und 90 kDa variiert. Das Gen zeigt variable Expression in den verschiedenen Organen
(Nagiraet a., 1994) bel nahezu ubiquitérem Verteilungsmuster (Dong et al., 1995).

Wie fiur Tetraspanine typisch, scheint CD82 auf der Zelloberfléache in multimolekulare
Komplexe eingebunden zu sein. Es wurden dabel Assoziationen von CD82 mit anderen
Tetraspaninen (Angelisova et al., 1994; Mannion et al., 1996; Rubinstein et a., 1996),
mit MHC-Molekulen der Klasse | (Szollos et al., 1996; Lagaudriere-Gesbert et dl.,
1997b) und Il (Angelisova et a., 1994; Rubinstein et a., 1996; Szollos et a., 1996),
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mit den T-Lymphozytenantigenen CD4 (Imai et al., 1995) und CD8 (Imai und Y oshie,
1993) sowie mit f3;-Integrinen (Berditchevski et al., 1996; Mannion et a., 1996;
Rubinstein et a., 1996) beschrieben. Letztere sind von grofRer Bedeutung in der
Stammzellbiologie (Arroyo et a., 1996; Hirsch et al., 1996; Zanjani et al., 1999).
Inwiefern es sich bei den genannten Molekilen um direkte oder indirekte

Bindungspartner handelt, ist bislang nicht eindeutig geklart.

1.3.2 Biologie von CD82

Erste Hinweise auf eine funktionelle Bedeutung von CD82 stammen aus Zellkultur-
Experimenten mit immobilisierten anti-CD82 mAb (Abbildung 2-1). Jurkat-T-Zellen,
eine T-lymphozytare Zelllinie, zeigten dabel starke, lang anhaltende Adhasion an der
mADb-beschichteten Oberfléche der Plastikzellkulturschalen, morphologische Verande-
rungen mit Ausbildung pseudopodienartiger Zellausl8ufer und einen Arrest der Zellpro-
liferation bei gesteigertem Metabolismus (Lebel-Binay et al., 1995a). Bei Adhésion und
morphologischen Veranderungen ist die Assoziation von CD82 an das Zytoskelett mit
konsekutiver Aktinpolymerisation beteiligt (Lagaudriere-Gesbert et al., 1998). Eine
gesteigerte Zellaggregation konnte sowohl durch den anti-CD82 mAb (Lagaudriere-
Gesbert et a., 1997a) a's auch durch eine Uberexpression von CD82 (Shibagaki et al.,
1998) ausgel6st werden. Letztere steht auch in Zusammenhang mit einer verstarkten
LFA-LICAM-1-vermittelten Zelladhésion (Shibagaki et al., 1999). Diese Ergebnisse
machen die proadhasiven Eigenschaften von CD82 deutlich. Da Zelladh&sion von fun-
damentaler Bedeutung fur die Regulation der Hamatopoese ist (Prosper und Verfaillie,
2001), ware eine funktionelle Beteiligung von CD82 in der Hamatopoese denkbar.

In einigen dieser Experimente wurde auf3erdem festgestellt, dass der anti-CD82 mADb
ein kostimulatorisches Signal fur die CD3-vermittelte T-Zellaktivierung darstellt und zu
einer gesteigerten Synthese der Zytokine Interleukin-2 und Interferon-gamma fihrt
(Lebel-Binay et a., 1995a; Lagaudriere-Gesbert et al., 1997a). Im Gegensatz zu den
adhasiven Eigenschaften, setzt dies jedoch die Anwesenheit eines anti-CD3 mAb
voraus, der das Erstsignal bei der T-Zellaktivierung erbringt.

Die Untersuchung intrazellularer Vorgange bei Ligation des anti-CD82 mAb zeigte eine
Aktivitétssteigerung der Phospholipase C (PLC) mit daraus resultierendem Anstieg von
Inositoltrisphosphat (1P3) und konsekutiver Erhéhung der freien, intrazelluldren Kalzi-
umkonzentration (Lebel-Binay et al., 1995b). Zusétzlich kam es zu Tyrosinphosphory-
lierungen unterschiedlicher Proteine (Lebel-Binay et al., 1995b). Beides kann als Hin-

weis fir eine CD82-vermittelte intrazellulére Signaltransduktion gedeutet werden.
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Unabhéngig von diesen Forschungsergebnissen wurde unter dem Namen KAI1l eine
inhibierende Wirkung von CD82 auf die Metastasierung verschiedener Tumoren be-
schrieben. Es gibt eine Gruppe von Genen, welche die Metastasierung von Tumoren
unterdriicken, ohne deren proliferative Eigenschaften zu beeinflussen. Sie werden als
M etastasensuppressorgene bezeichnet (Ichikawa et a., 1991; Rinker-Schaeffer et a.,
1994). Als ein solches wurde CD82 unter dem Synonym KAI1 bel verschiedenen Kar-
zinomen (Ca) beschrieben, erstmals beim Prostata-Ca (Dong et al., 1995). Weitere Un-
tersuchungen zeigten konsistent einen Verlust von CD82 bei der Progression des huma-
nen Prostata-Ca, der nicht auf Mutationen oder Allelverlust des Gens zurtickzufUhren
war (Dong et a., 1996). Anaoge Ergebnisse konnten in der Folgezeit auch fur das
Pankreas-Ca (Guo et al., 1996), das nicht-kleinzellige Bronchial-Ca (Adachi et a.,
1996), das Mamma-Ca (Huang et a., 1998; Yang et a., 2001), das Harnblasen-Ca (Yu
et al., 1997), das hepatozelluldre Ca (Guo et al., 1998), das Melanom (Takaoka et al.,
1998a), das kolorektale Ca (Takaoka et al., 1998b; Lombardi et al., 1999; Hashida et al.,
2003), das Plattenepithel-Ca des Osophagus (Uchida et al., 1999; Miyazaki et a., 2000)
und fr verschiedene humane Tumorzelllinien (White et al., 1998) gezeigt werden.

Eine mogliche Erklarung fir diese Metastasensuppression sind die adhasiven Eigen-
schaften von CD82. Es gibt jedoch auch Hinweise auf intrazelluldre Mechanismen. So
besitzt CD82 eine Bindungsstelle fir p53 (Mashimo et al., 1998), ein haufig bei huma
nen Tumoren inaktiviertes Tumorsuppressorgen (Hainaut et al., 1998), obwohl es kei-
nen direkten Einfluss des p53-Status auf die CD82-Expression zu geben scheint (Duriez
et a., 2000; Jackson et al., 2002; Uzawa et al., 2002). Auch ein zumindest indirekter
Einfluss des Transkriptionsfaktors NFkB auf die CD82-Expression wird diskutiert
(Shinohara et a., 2001). Letztendlich sind die molekularen Mechanismen aber noch
immer unklar. Ihr Verstandnis wére eine wichtige Voraussetzung, um potentielle thera-

peutische Ansétze oder klinische Einsatzmdglichkeiten zu finden.

1.3.3 CD82in der Hamatopoese

Bereits die Erstbeschreibungen von CD82 erfolgten in lymphatischen Zellen (Gaugitsch
et a., 1991; Gil et a., 1992; Imai et al., 1992), und bald wurde eine differenzielle Ex-
pression von CD82 auf reifen Blutzellen beschrieben (Lebel-Binay et al., 1994). Erst
spater erfolgte eine systematische Untersuchung der Blutzellen einschliefdlich friher
hématopoetischer und leukédmischer Zellen (Burchert et al., 1999). Dabei zeigte sich bel
myeloiden Zellen eine stéarkere CD82-Expression als bel lymphoiden Zellen. Eine sehr
hohe CD82-Expression fand sich bei normalen CD34" PBPC, aber auch bei Leukamie-
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zellen, besonders von Patienten mit AML, CML und CLL (Burchert et a., 1999). Die
Bedeutung dieser Expression in der Hamatopoese im Vergleich zu Leukamiezellen ist
bisher nicht bekannt, eine Aufklarung konnte aber moglicherweise zum weiteren Ver-
stdndnis der Stammzellbiologie und der Leukémien sowie zur Entwicklung therapeuti-
scher Ansétze beitragen.

Nahezu ale gesunden CD34", CD38,, Lin, CD90" hamatopoetischen Zellen exprimie-
ren stark CD82, wobei es mit der Ausreifung der Zellen zu einem Verlust von CD82
kommt (Burchert et al., 1999). CD82 ist also ein bereits auf primitiven hdmatopoeti-
schen Zellen exprimiertes Antigen. Aul3erdem exprimieren auch Stromazellen des KM
CD82 (Burchert et al, bisher unveroffentlicht).

Bisher ist kein natirrlicher Ligand fur CD82 bekannt. Basierend auf den Berichten tber
die verschiedenen Effekte des anti-CD82 mAb auf Jurkat-T-Zellen (Lebel-Binay et d.,
19953, 1995b; Lagaudriere-Gesbert et al., 1998) wurde postuliert, dass der anti-CD82
mADb als Ersatzligand fur CD82 dienen kann. Auch andere Studien haben gezeigt, dass
mADb ein probates Mittel sind, um bel unbekanntem nattrlichem Liganden die Effekte
potentieller Interaktionspartner nachzuahmen und so neue Aspekte der Bedeutung von
Molekilen in der normalen und malignen Hamatopoese aufzudecken (Francis et al.,
1998; Zannettino et al., 1998; Levesque et al., 1999).

Analoge Versuche zu den Untersuchungen an Jurkat-T-Zellen wurden in Vorarbeiten
unserer Arbeitsgruppe durchgefihrt (Burchert et al., bisher unverdffentlicht). Bel Kultur
auf immobilisierten anti-CD82 mAb zeigen CD34" PBPC im Gegensatz zur Kontrolle
deutliche Adhasion und morphologische Verénderungen in Form pseudopodienartiger
Zellauslaufer. Es konnte gezeigt werden, dass diese Phanomene spezifisch fir CD82
und den eingesetzten anti-CD82 mAb sind. Als urséchlich fur die Morphologieverande-
rungen wurde eine Umstrukturierung des Zytoskel etts nachgewiesen. Zusétzlich kommt
es zur Phosphorylierung eines etwa 33kDa schweren Proteins, was als Hinweis fir eine
CD82-spezifische intrazellulére Signaltransduktion gedeutet werden kann.

Ein anderer Ansatz konzentrierte sich auf die funktionelle Untersuchung der Myel opoe-
se mittels Dexter-Langzeitkultur (D-LTC). Diese dienen alsin vitro Modell myel opoeti-
scher Prozesse, adso der Ausreifung myeloischer Vorlauferzellen (Dexter et a., 1977,
Eaveset al., 1991; Mayani und Lansdorp, 1998). Die Zugabe des anti-CD82 mAb zu D-
LTC resultierte im Vergleich zu murinem Isotyp mAb und antikorperfreier Kultur in

einer signifikant inhibierten Myelopoese.
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1.4 Fragestellung
Auf der Basis der in der Einleitung dargestellten Ergebnisse sollte die Rolle von CD82

und die Bedeutung des spezifischen monoklonalen CD82-Antikorpers in der normalen

und malignen Hamatopoese systematisch weiter untersucht werden.

Vor diesem Hintergrund ergaben sich fur diese Arbeit folgende Fragestellungen:

1. Da CD82 bei normalen CD34" Zellen Adhasion und Ver&nderungen der Morpholo-
gie mediiert und Leukdmiezellen CD82 exprimieren, soll geklért werden, ob diese

Phanomene auch bei Leukamiezellen beobachtet werden kdnnen.

2. Vor dem Hintergrund der CD82-vermittelten Zelladhasion stellt sich die Frage, ob
es bei normalen CD34" Zellen wahrend dieser Vorgange zu einer veranderten Ex-
pression bestimmter Zelloberflachenmolekile kommt und ob Leukamiezellen analo-

ge Veranderungen aufwei sen.

3. In Anbetracht einer moglichen intrazellularen Sgnaltransduktion soll untersucht
werden, ob die Ligation von CD82 zu einer veranderten Genexpression in normalen
CD34" Zedllen fiihrt und inwiefern diese Veranderungen auch bei Leukamiezellen

auftreten.

4. Zur Untersuchung einer moglichen funktionellen Bedeutung von CD82 in der frihen
Hamatopoese soll geklart werden, ob der CD82-spezifische Antikorper einen Ein-
fluss auf den Erhalt normaler primitiver hamatopoetischer Zellen in LTC-IC-

Kulturen hat.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Molekularbiologische Standardmethoden

Die folgenden Methoden sind Standardmethoden in der Molekularbiologie und wurden
anhand der , Current Protocols in Human Genetics® (Dracopoli et a., 1994) und der
» Current Protocols in Molecular Biology“ (Ausubel et a., 1994) durchgefuhrt. Die Ver-
wendung von Kits erfolgte — soweit nicht anders beschrieben — nach Anleitung des Her-
stellers. Diese Techniken werden daher hier einzeln aufgefihrt, nicht aber detailliert

beschrieben.

Isolierung von Ribonukleinsiaure (RNA) aus Zelllinien, priméren humanen CD34"
PBPC und primaren humanen Leukdmiezellen mittels QIAmp (QIAgen, Hilden,
Deutschland)

fotometrische RNA-Konzentrationsbestimmung mittels Gene Quant 11 (Pharmacia
Biotech, Cambridge, England)

Synthese komplementdrer Desoxyribonukleinsdure (cDNA) mittels des Enzyms
Reverse Transkriptase (RT; Superscript, Gibco-BRL, Karlsruhe, Deutschland)
Polymerasekettenreaktion (PCR) mittels des Enzyms Tag-Polymerase (AmpliTaq,
Applied Biosystems, Foster City, USA) in einem ,Gene Amp PCR System 9600*
Thermocycler (Perkin Elmer, Foster City, CA, USA)

Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Agarose-Gelel ektrophorese
Visualisierung aufgetrennter DNA-Fragmente mittels Ethidiumbromid

2.2 Patientenproben

Im Rahmen der durchgefiihrten Experimente wurden unterschiedliche Zellen verschie-
dener Personen untersucht. Die Asservation erfolgte mit Zustimmung der Uber die Ver-
wendung des Materials aufgeklarten Patienten und nach Zustimmung der lokalen Ethik-
kommission.

Fur die Untersuchung der CD82-Funktionalitdt in malignen Blutzellen wurden 10 Blut-
sowie 3 Knochenmarksproben von 13 Patienten mit AML verwendet. Einschlusskrite-
rien waren eine ausreichend grof3e Population maligner Zellen in der zu untersuchenden
Probe und die Expression von CD82 auf der Oberflache der malignen Zellen. Aus den
Proben wurden mittels Ficoll Pague Dichtegradient (Amersham Biosciences, Uppsala,
Schweden) die mononukledren Zellen (MNC) isoliert. Bel ausreichender Zellzahl und
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Expression von CD34 wurde die leukémische Fraktion durch magnetische Zellsortie-
rung (MACS) zusitzlich angereichert. Dazu wurden ein MidiMACS-Zellseparator, LS'-
MACS-Saulen und das Direct CD34 Progenitor Cell Isolation Kit entsprechend den
Angaben des Herstellers (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) verwendet.
Die durchflusszytometrisch ermittelten Reinheiten der CD34" Zellpopulationen lagen
bei 97-99%.

Fiir die Untersuchung der intrazelluldren Signaltransduktion in gesunden CD34" PBPC
wurden Reste allogener Transplantationen peripherer Stammzellen verwendet. Nach
Mobilisierung der Stammzellen aus dem Knochenmark der Spender durch mehrtagige
Gabe von G-CSF, waren diese Transplantate durch Blutabnahme und anschlief3ende
L eukapherese gewonnen worden. Bei der Leukapherese handelt es sich um ein maschi-
nelles Verfahren, bei dem das Blut durch Zentrifugation aufgetrennt und dann die Leu-
kozytenschicht abgesaugt wird. Fir die experimentellen Untersuchungen wurden die
CD34" PBPC mittels MACS zu durchflusszytometrisch ermittelten Reinheiten von 97-
99% angereichert.

Fur die Durchfiihrung der LTC-1C-Kulturen wurden 6 Knochenmark-Spongiosa-Proben
aus dem proximalen Femurschaft von ha&matologisch gesunden Patienten verwendet.
Alle Proben waren Exzidate orthopadischer Huftoperationen (Kalla et al., 1991). Die
Spongiosa-Proben wurden manuell unter sterilen Bedingungen zerkleinert und die Blut-
zellen mit phosphatgepufferter Kochsalzlsung (PBS; Biochrom KG, Berlin, Deutsch-
land) herausgesplilt. Mittels Ficoll Pague Dichtegradient wurden die MNC isoliert.

2.3 Zellkultur und Zelllinien

Neben den in Abschnitt 2.2 aufgefthrten primaren humanen Zellen wurden fir die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Zellexperimente auch KGla-Zellen verwendet.
Es handelt sich dabei um eine Zelllinie primitiver CD34 und CD82 exprimierender my-
eloider Zellen, welche die Eigenschaften einer AML aufweisen, sich aber urspriinglich
aus einer Erythroleukédmie entwickelt haben (Koeffler und Golde, 1980). Die Zélllinie
wurde von der Deutschen Gesellschaft fur Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(DSMZ, Braunschweig, Deutschland) erworben.

Die Bedingungen unter denen die Zellen kultiviert wurden, variierten in Abhangigkeit
vom Zelltyp. Die primaren humanen Zellen der Patienten mit AML wurden in RPMI-
1640-Medium mit 10% fetalem K& berserum (FCS; beides Gibco-BRL), 100 U/ml Pe-
nizillin und 100 ng/ml Streptomycin (Biochrom KG, Berlin, Deutschland) kultiviert.
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Die priméren humanen CD34" PBPC wurden in StemSpan SFEM Medium (StemCell
Technologies, Vancouver, Kanada) mit 10% FCS kultiviert. Die KGla-Zelllinie wurde
in RPM1-1640-Medium mit 20% FCS, 100 U/ml Penizillin und 100 ng/ml Streptomycin
kultiviert. Die Kulturbedingungen der Knochenmark-Spongiosazellen sind in Abschnitt
2.9.2 beschrieben. Zellzahlen wurden mittels Z&hlkammer nach Neubauer bestimmt.
Adhérente Zellen wurden durch zehnminttige Inkubation mit 40 m Trypsin bei 37 °C
abgelost, die Trypsinwirkung anschlief3end durch Zugabe von 10 ml FCS abgestoppt
und die Zellen in PBS resuspendiert.

Alle hier beschriebenen Zellen wurden bei 37 °C in einer humidifizierten und 5% CO,

enthaltenden Inkubatoratmosphére kultiviert.

2.4 Antikorper

Alle durchgefiihrten Experimente basieren auf dem Modell einer CD82-Ligation durch
den spezifischen anti-CD82 mADb des Klons 50F11 (#555905; PharMingen, San Diego,
CA, USA). Als Isotyp-Kontrolle diente ein muriner 1gG; mAb (#MAB002; R&D Sys-
tems, Minneapolis, MN, USA). Die mAb wurden entweder auf einer Plastikoberflache
immobilisiert, ein Vorgang der als , panning”“ bezeichnet wird, oder befanden sich in
Suspension (Abbildung 2-1). Die Durchfihrung der Antikorper-lmmobilisation ist in
Abschnitt 2.5 beschrieben.

Die zu durchflusszytometrischen Untersuchungen eingesetzten und mit Fluoreszenz-
farbstoff markierten mAb sind in Abschnitt 2.6.2 aufgefthrt (Tabelle 2-1).

I Immoblisierte Antikérper | | Antikérper in Suspension |

Abbildung 2-1 Antikérper nach Immobilisation oder in Suspension. Antikorper kdnnen auf Plastik-
oberflachen immobilisiert werden, was as ,panning” bezeichnet wird. Alternativ kann die Zugabe der
Antikorper a's Suspension im Kulturmedium erfolgen.
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2.5 Zelladhasionskultur

Um zu untersuchen, inwiefern die bei CD34" PBPC durch den anti-CD82 mAb indu-
zierten Verénderungen von Adhésion und Zellmorphologie auch bel priméaren humanen
Leukamiezellen zu beobachten sind, wurden CD34" PBPC und Leukamiezellen von
Patienten mit AML auf immobilisierten anti-CD82 mAb und Isotyp mAb kultiviert.
Anti-CD82 mAb und Isotyp mADb wurden in einem 2-Kammer-Kultursystem (Perma-
nox; Nunc, Wiesbaden, Deutschland) immobilisiert. Dazu wurden die Antikérper in
PBS mit einer Konzentration von 20 ng/ml gelost, je 600 M der Suspension in die ent-
sprechenden Kammern gegeben und fur 1,5 Stunden bei 37 °C inkubiert. Da Proteine
die Eigenschaft haben, an Kunststoff zu binden, kommt es wéhrend dieser Zeit zur Fi-
xierung der Antikorper auf dem Boden der Kammer. Anschlief3end wurden die Kam-
mern mit einer Blockierungsldsung aus PBS und 0,5% bovinem Serumalbumin (BSA;
Sigma, St.Louis, MO, USA) aufgefillt und fur eine Stunde bei 37 °C inkubiert, um
durch das BSA spétere unspezifische Bindungen der Antikorper zu verringern. Danach
wurden die Kammern zweima mit dem entsprechenden Kulturmedium gewaschen,
StemSpan Medium (mit FCS) fir CD34" PBPC und RPMI-1640-Medium (mit FCS) fiir
AML- und KGlaZellen. Es wurden 1x10° Zellen pro Kammer zugegeben und unter
Standard-Zellkulturbedingungen kultiviert. Fir jedes Experiment wurden drei Kammern
mit immobilisierten anti-CD82 mAb und drei mit immobilisierten Isotyp mAb generiert.
Abgesehen von den mAD, herrschten fiir alle Zellen zu jeder Zeit des Experimentes die
gleichen Bedingungen (Abbildung 2-2).

Zur Beurteilung von Adhdsion und Morphologieveranderungen wurden die nicht-
adhérenten Zellen nach vier Tagen entfernt und vier représentative mikroskopische
Blickfelder ausgewahlt. Diese wurden mittels eines Phasenkontrastmikroskops (Leitz,
Wetzlar, Deutschland) und einer damit verbundenen digitalen Kamera (Coolpix 950;
Nikon, Melville, NY, USA) fotografisch dokumentiert. Die Blickfelder wurden visuell
ausgezahlt. Dabei wurde auch die Zahl nicht-sphérischer, also morphologisch verander-
ter Zellen registriert.

Zur Bestimmung der Adh&sion wurde zundchst das arithmetische Mittel der vier Blick-
felder des entsprechenden Antikorpers gebildet und anschlief3end die Zahl der adhéren-
ten Leukdmiezellen auf die Zahl der adhérenten CD34" PBPC bezogen. Die Adhasion

wird somit als Relation zweier Zellpopulationen angegeben.
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Abbildung 2-2 Schema der Zelladhasionskultur. In einem 2-Kammer-Zellkultursystem werden mo-
noklonale Antikdrper immobilisiert. Durch Zugabe von bovinem Serumalbumin sollen unspezifische
Bindungen minimiert werden. Die mAb sollen ortsténdige Bindungspartner imitieren, mit denen be-
stimmte Zellen Uiber spezifische Oberflachenantigene interagieren kénnen.

Zur Bestimmung der Morphol ogieverdnderungen wurde zunéchst die Zahl der morpho-
logisch veranderten Zellen auf die Gesamtzahl der adhérenten Zellen der entsprechen-
den Kammer bezogen und anschlief3end das arithmetische Mittel der vier Relationen des
entsprechenden Antikorpers gebildet. Die Morphologieverénderungen werden somit als
Relation innerhalb einer Zellpopul ation angegeben.

Adhérente und nicht-adhérente Zellen wurden fur durchflusszytometrische (Abschnitt
2.6) oder molekularbiologische Untersuchungen (Abschnitte 2.7 und 2.8) weiterver-

wendet.

2.6 Durchflusszytometrie

2.6.1 Prinzip

Die Durchflusszytometrie (Fluoreszenz-aktivierte Zellanalyse, FACY) ist ein Verfahren,
welches eine Quantifizierung der Expression von Zelloberflachenmolekilen erlaubt.
Grundlage der Methode ist die spezifische Antigen-Antikorper-Reaktion von Fluores-

zenz-markierten Antikorpern mit dem zu untersuchenden Protein (Abbildung 2-3).
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zu analysierende
Zelle

Abbildung 2-3 Identifizierung von Zelloberflachenproteinen durch Fluoreszenz-markierte Anti-
korper. Mit den Fluorochromen PE oder FITC markierte monoklonale Antikorper binden an spezifische
Zelloberflachenantigene. Die Intensitét der Fluoreszenz einer Zelle korreliert danach mit der Expression
des entsprechenden Antigens.

Die Methode beruht auf der Kombination zweier Messverfahren: Messung der Streuung
eines Laserstrahles und der Fluoreszenz angeregter Farbstoffe. Durch Messung der
Lichtstreuung kénnen morphologische Kriterien der Zellen analysiert werden. Die Vor-
waértsstreuung (engl. forward scatter = FSC) korreliert mit der Zellgrofe, die Seitwarts-
streuung (engl. side scatter = SSC) korreliert mit der Granularitét der Zellen. Durch
Messung der Fluoreszenz kann die Beladung der Zellen mit spezifischen Antikorpern
und damit die Expression der entsprechenden Zelloberflachenmolekile quantifiziert
werden.

Im Durchflusszytometer werden die zu analysierenden Zellen als Probenstrom mit U-
berdruck in eine Quarzkivette eingebracht, wo sie mittels hydrodynamischer Fokussie-
rung durch den standigen Fluss einer TragerflUssigkeit (Hullstrom) einzeln im Zentrum
des Probenstroms aufgereiht werden. Auf diese Weise werden die Zellen einzeln an
einem gebundelten Argon-Laserstrahl mit der Wellenlénge von 488 nm vorbeigefihrt.
Der Laserimpuls bedingt eine Exzitation des Fluoreszenzfarbstoffs (Fluorochrom), die
nach Beendigung des Impulses zur Emission von Photonen mit einem fur den Farbstoff
charakteristischen Wellenlangenspektrum fiihrt. Die Maxima der Spektra fir die im
Rahmen dieser Experimente eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe liegen bei 519 nm
(gelb-gruin) fur Fluoreszein-1sothiocyanat (FITC) und bel 587 nm (rot-orange) fur Phy-
coerythrin (PE). Gestreutes Licht und emmittierte Fluoreszenzspektren werden im
Durchflusszytometer durch Spiegel- und Filtersysteme aufgetrennt, von Detektoren mit
integrierten Photomultipliern (PMT) in elektrische Impulse umgewandelt und gleichzei-
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tig verstéarkt und dann zur quantitativen Auswertung an einen Computer weitergeleitet
(Abbildung 2-4)

PMT
FL-3

Probenstrom

A
l Filter @~
Hullstrom Dichroit-Spiege] PMT
vev Fmer |
s

°
®
Quarzkuvette E
)
)
°
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* Datenverarbeitung
Probenkammer und Analyse
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Abbildung 2-4 Schematische Darstellung eines Dur chflusszytometers. Die zu analysierenden Zellen
kommen als Probenstrom in eine Quarzkivette, wo sie durch den Hullstrom einer Trégerfllssigkeit ein-
zeln zentral aufgereiht werden. Die Zellen treffen auf einen Laserstrahl, dessen Licht gestreut wird und
der die Fluoreszenzfarbstoffe anregt. Das Streulicht und die emittierten Fluoreszenzen werden durch
Spiegel- und Filtersysteme zu nachgeschalteten Detektoren mit Photomultipliern (PMT) as Verstarkern
weitergeleitet. Diese wandeln die Fluoreszenz- und Streulichtsignale in elektrische Impulse um und sen-
den diese zur Auswertung an einen Computer.

Bei der elektronischen Auswertung der Rohdaten kdnnen alle erfassten Parameter ge-
geneinander aufgetragen werden. In der Regel werden die Zellen zunéchst in Form einer
Verteilung der morphologischen Parameter (FSC, SSC) dargestellt. Durch Setzen eines
elektronischen , gates* kdnnen einzelne Zellpopulationen zur weiteren Analyse selek-
tiert werden (Abbildung 2-5, A).

Um bel der Messung der Fluoreszenz zwischen positiven Ergebnissen (Fluoreszenz-
markierte Zelle) und Hintergrundférbung (Eigenfluoreszenz, unspezifische Bindungen)
zu differenzieren, werden murine Fluoreszenz-markierte mAb as Isotyp-Kontrollen
eingesetzt. Die Auswertung der Fluoreszenz kann mit Hilfe eines Quadrantenkreuzes
erfolgen, welches so positioniert wird, dass die Zellen der Isotyp-Kontrolle alle im lin-
ken unteren Quadranten dargestellt werden. Fir die Testzellen kann der Computer die
prozentuale Verteilung auf die Quadranten berechnen (Abbildung 2-5, B). Eine genaue-
re Quantifizierung ermdglicht die Darstellung as Histogramm, bel der die

Fluoreszenzintensitét gegen die absolute Zellzahl aufgetragen wird (Abbildung 2-5, C).
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Abbildung 2-5 Exemplarische Auswertung einer durchflusszytometrischen Analyse. Bild A zeigt
eine Verteilung der Zellen auf Grund ihrer morphologischen Parameter (FSC, SCC). Esist nur eine Zell-
population dargestellt, die durch das elektronische gate 1 zur weiteren Auswertung selektiert wird. Zell-
trimmer befinden sich in der linken unteren Ecke. Bild B zeigt die Verteilung der selektierten Zellen fur
die Fluoreszenzparameter FL-1 und FL-2. Bild C zeigt eine Histogramm-Auswertung der selektierten
Zellen, bei der die Fluoreszenzintensitét gegen die absolute Zellzahl aufgetragen wird. Diese Darstellung
ermoglicht eine relativ gute Quantifizierung der Fluoreszenz pro Zelle bzw. innerhalb der Zellpopulation.

Per Computer kdnnen aus diesen Rohdaten statistische Kenngréf3en ermittelt werden.
Ein wichtiges Mal3 fur die Anzahl der gebundenen, Fluoreszenz-markierten mAb und
damit fur die Expression des entsprechenden Zelloberflachenmolekiils stellt dabei die

mittlere Fluoreszenzintensitét (MFI) dar.

2.6.2 Durchfuhrung

Die fur vier Tage auf immobilisierten mAb kultivierten Zellen (Abschnitt 2.5) wurden
mit PBS resuspendiert. In 12x15 mm Polystyren-FACS-Réhrchen (Falcon, Lincoln
Park, NJ, USA) wurden jeweils 5x10° Zellen gegeben und mit 3 ml FACS-Puffer (PBS
mit 0,5% BSA) gewaschen. Die Zellen wurden mit jeweils 10 m eines direkt PE- und
eines direkt FITC-markierten mAb (Tabelle 2-1) unter standardisierten Bedingungen bei
4 °C fur 20 Minuten inkubiert. Humanes 1gG (Sigma) war der Suspension in einer Kon-
zentration von 1 mg/ml zugesetzt, um unspezifische Bindungen zu minimieren. Im An-
schluss wurden die Zellen mit 3 ml FACS-Puffer gewaschen und dann in einer Kon-
zentration von 1x10° Zellen pro ml resuspendiert.

Die Auswertung erfolgte mittels eines FACScan Durchflusszytometers (Becton Dickin-
son, Franklin Lakes, NJ, USA) unter Verwendung der CellQuest Analyse-Software
(Becton Dickinson).
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Tabelle 2-1 Durchflusszytometrisch unter suchte Ober flAchenantigene und verwendete Antikor per.

HLDA-Workshop? Swiss-Prot°® Antikorper

Antigen Sektion Zelltypen® Hersteller" Best-Nr FL
CDla T-Lymphoid T,B,M P06126 PharMingen 555806 FITC
CD4 T-Lymphoid T,M P01730 PharMingen 30154X FITC
CD9 Plattchen T,B,M,G,P P21926 Immunotech 1755 FITC
CD11a (LFA-1) Adhéasion T,B,NK,M,G P20701 PharMingen 30424X FITC
CD13 Myeloid S,M,G P15144 Immunotech 0778 FITC
CD14 Myeloid M,G P08571 Immunotech 0650 PE
CD15 Kohlenhydrat M,G - Immunotech 1423 FITC
CD29 (VLA-4R) Adhasion T,B,NK,M,G,P P05556 Immunotech 0791 FITC
CD33 Myeloid S,M,G P20138 Immunotech 1179 PE
CD34 Adhasion S P28906 BD 348057 PE
CD40 B-Lymphoid B,D,S,M P25942 PharMingen 555589 PE
CD49d (VLA-4a) Adhéasion T,B,D,NK,S,M P13612 Immunotech 1404 FITC
CD54 (1IcAm-1) Adhasion T,B,M P05362 Immunotech 1239 PE
CD58 (LFA-3) Adhasion T,B,D,NK,M,G,E P19256 Immunotech 1430 PE
CD62L (L-selekiiny  Adhasion T,B,NK,M,G P14151 Immunotech 1231 FITC
CD82 B-Lymphoid T,B,NK,S,M,G,P P27701 RDI 50FT FITC
CD86 B-Lymphoid T,B,D,M P42081 Immunotech 2729 PE
CD117 (c-kit) Zytokin S P10721 Immunotech 1360 PE
HLA-DR - - BD 347367 PE
19G.1/IgG, Isotyp - Kontrolle - BD 340041 -

Best-Nr, Bestellnummer; HLDA, Humane Leukozytendifferenzierungsantigene; FL, Fluoreszenzfarbstoff

a Die vollstandigen Ergebnisse des 7. HLDA-Workshops sind in ,Leucocyte Typing VII* veréffentlicht (Mason et al.,
2002). Weitere molekulare oder funktionelle Details sind auf der Homepage ,Protein Reviews on the Web"
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/prow/) zusammengetragen (Shaw et al., 1998).

b Angabe der Zelltypen, die das entsprechende Antigen exprimieren: T, T-Lymphozyten; B, B-Lymphozyen; D,
dendritische Zellen; NK, natirliche Killerzellen; S, hamatopoetische Stamm- und Progenitorzellen; M, Monozyten
und Makrophagen; G, Granulozyten; P, Thrombozyten; E, Erythrozyten

¢ Spezifische Informationen Uber die einzelnen Antigene einschlie3lich der entsprechenden Referenzen kénnen der
Swiss-Prot Datenbank im Internet (http://www.expasy.ch/sprot/) entnommen werden (Bairoch und Boeckmann,
1992).

d BD, Becton Dickinson; Immunotech (jetzt Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA); PharMingen; RDI, Research
Diagnostics Inc (Flanders, NJ, USA)

2.7 Zellstimulation fir cDNA-Array-Analyse

Ein cDNA-Expressions-Array ist ein molekularbiologisches Verfahren zur smultanen
Analyse der Expression vieler hundert Gene (Schena et al., 1995). Fur das hier be-
schriebene Experiment wurde ein Atlas™ 1.2 human cDNA Expressions Array (Clon-
tech Laboratories, Palo Alto, CA, USA) eingesetzt, mit dem 1176 Gene mit Schitissel-
rollen in vielen verschiedenen biologischen Prozessen parallel analysiert werden. Diese
Methode wurde eingesetzt, um aus dem Vergleich der Genexpression anti-CD82 mAb
stimulierter Zellen mit der Genexpression der Isotyp-Kontrolle, Hinweise fir eine intra-
zellulére Signaltransduktion mit differenzieller Genexpression zu erhalten.
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Fiir das Experiment wurden primare CD34" PBPC eingesetzt. Aus 3x10° Zellen wurde
direkt RNA extrahiert. Analog zur Zelladhéasionskultur (Abschnitt 2.5) wurden in 6
Kammern eines 2-Kammer-Kultursystem der anti-CD82 mAb und in 6 Kammern der
Isotyp mAb immobilisiert. In jede Kammer wurden 1x10° Zellen gegeben und unter
Standardbedingungen (Abschnitt 2.3) kultiviert. Aus je 3 Kammern jedes Antikorpers
wurden nach 48 und 96 Stunden die Zellen enthommen und daraus RNA extrahiert. Die
insgesamt finf RNA-Proben wurden zur Durchfiihrung der cDNA-Array-Anayse ein-
gesetzt.

Da die Array-Anayse ein kompliziertes Verfahren darstellt und spezielles Equipment
zur Fluoreszenzdetektion erfordert, wurde die Durchfihrung freundlicherweise von
Herrn PD Dr. Stefan WOlfl (Klinik fur Innere Medizin, Jena, Deutschland) tbernom-
men, der sich auf dieses Verfahren speziaisiert hat. Er fihrte den cDNA-Expressions-

Array entsprechend den Angaben des Herstellers durch.

2.8 Kontrolle der Ergebnisse der cDNA-Array-Analyse

Aus den im cDNA-Expressions-Array ermittelten Daten wurden 13 Gene pragmatisch
ausgewahlt, die einerseits im Kontext der bisherigen Beobachtungen interessant er-
schienen und andererseits deutliche Unterschiede zwischen den auf anti-CD82 mAb
kultivierten Zellen und der Isotyp-Kontrolle zeigten. Fur die Gene wurden mittels der
DNA-Sequenz-Analysesoftware Lasergene (DNASTAR, Madison, WI, USA) Primer
entworfen und diese anschlief3end durch ein kommerzielles Syntheselabor (TIB MOL-
BIOL, Berlin, Deutschland) generiert (Tabelle 2-2). Fur jedes Primerpaar wurde eine
geeignete PCR unter folgenden Bedingungen etabliert: Zugabe der Proben bel 80 °C,
Denaturierung fur 2,5 min. bel 94 °C, variable Zahl an Zyklen von jewells 30 sek. 94 °C
- T Anneding - 72 °C und abschliefSend 94 °C fur 30 sek. und 60 °C fur 5 min. Zum Aus-
schluss von Artefakten durch unterschiedlichen cDNA-Gehalt der Proben wurden RT-
PCR mit dem , Housekeeping”“-Gen 3-Aktin durchgeflihrt, dessen Expression in allen
Zellen relativ konstant sein soll.

Die Zellstimulation der CD34" PBPC (Abschnitt 2.7) wurde mit drei weiteren, vonein-
ander unabhangigen Proben wiederholt. Zusétzlich wurde das Experiment mit zwei
Proben von Patienten mit AML und einmal mit der Zelllinie KG1a durchgefuhrt, um
gegebenenfalls mogliche Abweichungen der Leukéamiezellen in Bezug auf eine diffe-
renzielle Genexpression zu untersuchen. Da sich im cDNA-Array am zweiten Tag deut-

lichere Unterschiede zeigten, wurde der Ansatz auf zwei Tage beschrankt. Um zwischen
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spezifischen, antikorpervermittelten und unspezifischen, adhésionsvermittelten Phano-
menen differenzieren zu konnen, wurden bei allen Ansétzen zusétzlich in 3 Kammern
jeweils 1x10° Zellen mit suspendierten anti-CD82 mAb kultiviert.

Aus allen Proben wurde nach 48 Stunden RNA extrahiert. Mittels RT-PCR wurden die

Array-Ergebnisse der 13 Gene an diesen Proben Uberprft.

Tabelle 2-2 Untersuchte Gene und eingesetzte Primer. Zusétzlich angegeben sind die Lénge des PCR-
Produktes sowie die entsprechende Annealing-Temperatur.

Gen GenBank® Swiss-Prot® Sequenz [5°® 37] Lange  Tannealing

. CCT TCC TGG GCA TGG AGT CCT °
b-Aktin X00351 P02570 AT CTC ATC TTG TTT TCT GGG 406 bp 60°C

CCT GGT GCG AGA AAG TGA GAG TAG .
TTG GGT GCT GGG TAG TGT AAT 61T 210bp  68°C
ACA CAG TAA AGG TTC AGC GAG AGC .

AAC AAA GCC GGA ATA CCC ACA TA 156bp  67°C
CGG TGT GCT GCC TGT CGG AAC G

ABL-2 M35296 P42684
ATM U33841 Q13315

HLH 1R21  X69111 Q02535 SO TSTOCT OCC TET COCANCE — 272bp  69°C
Hox-D3 ~ D11117  P31249 A GCACOSCATACACEAS & 181bp 67°C
Lo s poszm SCTISCSTEDASTOSETIE oy eavc
Lyn M16038  P07948  fLLASCAAARCCACC TAG ATG 209bp  65°C
NEK-3 729067  P51956 ol SSeCiaTAmceeTc e o 160 bp 66 °C
POL-A  X06745  P09884 411 SSTAMMASS CoC Ao . 188bp 64 °C
RARR2  X07282 P10826  ACCAATCGATGC CAATAC TG 173bp 59 °C

AGC TTT TCG GAT CTT CTC TG

TAG TGT TTG CCT GAG CTT CTG Tee  257bp 70°C
TCT CCT GEACTT GeC CoACTT oar  192bp  70°C
CAT G568 G6C 166 COT TAG 250bp  65°C
TG AG AGG ACC TGG GhG TAG ATG__164bP 68°C

RXRRB M84820 P28702
SSR2 M81830 P30874
Stat-1 M97935 P42224
TNFa X01394 P01375

a Spezifische Informationen lber die Nukleinsduresequenzen der einzelnen Gene sowie entsprechende Referenzen
kénnen der GenBank Datenbank im Internet (http://www.ncbi.nih.gov/Genbank/) entnommen werden (Benson et
al., 2003).

b Spezifische Informationen Uber die Proteine, welche die einzelnen Gene kodieren sowie entsprechende Referen-
zen kdnnen der Swiss-Prot Datenbank im Internet (http://www.expasy.ch/sprot/) entnommen werden (Bairoch und
Boeckmann, 1992).

2.9 Limiting-Dilution-Analyse einer LTC-IC-Kultur

2.9.1 Prinzip

Die Limiting-Dilution-Analyse (LDA) ist eine Variante der LTC-IC-Kultur zur Quanti-
fizierung von LTC-1C (Sutherland et al., 1990). Das Prinzip der Methode beruht auf der
Annahme, dass es in einer Zellsuspension zwei Arten von Zellen gibt, solche die eine
bestimmte Reaktion hervorrufen kénnen und solche die es nicht kdnnen. DaLTC-IC als
die Zellen definiert wurden, die fur die Anwesenheit von CFC nach funf Wochen LTC

verantwortlich sind, kann deren Frequenz durch LDA-Techniken ermittelt werden
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(Sutherland et al., 1990). Entscheidend fir die LDA ist eine limitierte Zahl von LTC-IC
in der zur Initiation eingesetzten Zellsuspension, so dass nur einige Kulturen eine LTC-
IC enthalten und dementsprechend eine positive Reaktion in Form einer CFU zeigen.
Da unter standardisierten Bedingungen der CFC-Gehalt nach 5 Wochen linear mit der
eingesetzten Zellzahl korreliert ist (Sutherland et al., 1990), kann durch drei unter-
schiedliche initial eingesetzte Zellkonzentrationen mit jeweils 20 Wiederholungen die
Frequenz der LTC-IC aus der relativen Haufigkeit der negativen Kulturen mittels statis-
tischer Verfahren berechnet werden (Taswell, 1981). Da die Haufigkeit von LTC-IC in
ficollisiertem Knochenmark bel etwa 1 pro 20000 Zellen liegt, gelten initiale Zellkon-
zentrationen von 500 bis 20000 Zellen as ginstig fur die Durchfthrung von LDA
(Sutherland et al., 1990).

In Kombination mit Manipulationen der LTC-1C-Kultur wéhrend der Inkubationszeit
stellt die vergleichende Quantifizierung der LTC-IC-Haufigkeiten mittels LDA eine
Moglichkeit dar, molekulare Mechanismen der Regulation friihester Ereignisse der H&

matopoese zu analysieren (Hogge et a., 1996).

2.9.2 Durchfihrung

Die aus dem Knochenmark gesunder Probanden isolierten MNC (Abschnitt 2.2) wurden
mit einer Konzentration von 2x10° Zellen pro ml in a-Modification of Eagle’s-Medium
(aMEM; PAA Laboratories, Linz, Osterreich) mit 10% FCS, 100 U/ml Penizillin und
100 mg/ml Streptomycin in einer 250 ml Zellkulturflasche (Greiner Bio-One, Fricken-
hausen, Deutschland) bel 37 °C in einer humidifizierten und 5% CO, enthaltenden In-
kubatoratmosphére inkubiert. Nach 12 Stunden wurde der Uberstand abgenommen, die
adhérenten Zellen mit PBS gewaschen und weiter unter gleichen Bedingungen kulti-
viert. Nach einer Woche wurde der semikonfluente Zellrasen trypsiniert und in LTC
Medium (MyeloCult H5100, StemCell Technologies) mit frisch zugesetztem 10° M
Hydrokortison resuspendiert. In die inneren 60 6mm-Kammern zweier 96-Kammer-
Flachboden-K ulturplatten (Becton Dickinson) wurden jeweils 1,25x10* Zellen in einem
Volumen von 100 m gegeben, um einen Zellrasen aus Stromazellen zu generieren. Die
auleren 36 Kammern wurden mit Aqua destillata (Braun, Melsungen, Deutschland)
gefullt, um eine gleichmaliige Humidifizierung zu gewahrleisten (Abbildung 2-6).

Nach der Ausbildung eines konfluenten Zellrasens wurden erneut MNC aus einer Kno-
chenmarksprobe isoliert und in LTC Medium mit frisch zugesetztem 10° M Hydrokor-
tison bei 37 °C in einer humidifizierten und 5% CO, enthaltenden Inkubatoratmosphére
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kultiviert. Nach 12 Stunden wurde der Uberstand abgenommen und zur Initiation der
LTC verwendet. Mit LTC-Medium und frisch zugesetztem 10° M Hydrokortison wur-
den Zellsuspensionen mit den Konzentrationen 5x10°, 5x10* und 10° Zellen pro ml her-
gestellt (bei den ersten beiden L TC-1C-Kulturen 10%, 10° und 2x10° Zellen pro ml). Jede
Verdiinnung wurde zu gleichen Teilen getrennt. Zur einen Héalfte wurde anti-CD82
mMAD, zur anderen Isotyp mAb gegeben, die Konzentration der mAb betrug jeweils 20
ng/ml. Aus den 60 inneren Kammern der beiden Kulturplatten mit préformiertem Zell-
rasen wurde das Medium entfernt und 100 m jeder Zellsuspension auf jeweils 20 Kam-
mern verteilt, so dass fir jeden Antikorper eine Kulturplatte mit 60 Kulturen angesetzt
wurde. Die Kulturplatten wurden fir 4 Tage bei 37 °C und danach fir 31 Tage bei 33
°C in einer humidifizierten und 5% CO, enthaltenden Inkubatoratmosphére kultiviert.
An den Tagen 10, 14, 21 und 28 der LTC wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Da-
zu wurde aus jeder Kammer zunéchst 40 ul des Mediums entnommen, die Kulturplatte
vorsichtig geschwenkt und anschlief3end das restliche Medium aus dieser Kammer ent-
nommen und mit der ersten Fraktion vereint. Die Halfte des gesamten Mediums wurde
wieder in die entsprechende Kammer zurlickgegeben und danach durch neues, mit fri-
schem 10° M Hydrokortison und entsprechendem Antikorper versetztes, LTC-Medium
auf 100 m aufgefillt.

Am Tag 35 wurde das gesamte Medium jeder Kammer auf eine neue 96-Kammer-Platte
mit U-formigem Boden (Greiner Bio-One) Uberfihrt. Jede Kammer wurde zweimal mit
25 ml PBS gewaschen, die anschlief3end ebenfalls der entsprechenden Kammer der neu-
en 96-Kammer-Platte hinzugefugt wurden. Die adhdrenten Zellen wurden durch Trypsi-
nieren gelost und jede Kammer wurde mit 50 m ihres urspringlichen Mediums aufge-
fallt, um die Zellen durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren bestméglich zu resuspen-
dieren. Die 100 m Zellsuspension wurden dann der entsprechenden Kammer der neuen
Platte hinzugefugt. Nochmals wurde jede Kammer mit 50 m ihres urspriinglichen Me-
diums gesplilt. Die gesamten 200 m Zellsuspension jeder Kammer wurden danach in
sterile Polystyren-Rohrchen mit Deckel (Greiner Bio-One) Uberfihrt und mit RPMI-
1640-Medium mit 2% FCS aufgefillt. Die Rohrchen wurden 5 Minuten bel 4 °C und
1440 U/min zentrifugiert und der Uberstand anschlieRend dekantiert. Die Zellen wurden
in 100 M RPMI-1640-Medium mit 2% FCS resuspendiert.
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Abbildung 2-6 Schematische Darstellung einer Limiting-Dilution-Analyse. Auf die inneren 60 Kam-
mern einer 96-Kammer-Kulturplatte werden Knochenmark-Stromazellen verteilt. Durch mehrtégige Kul-
tur wird ein Zellrasen etabliert, auf welchen Testzellen in drel unterschiedlichen K onzentrationen gegeben
werden. Die Kulturen werden fur 5 Wochen aufrechterhalten und anschlief3end einzeln in Methylzellulo-
se-Kulturen transferiert. Nach 14 Tagen Kultur erfolgt die mikroskopische Auswertung jeder Kultur-
kammer durch Detektion der enthaltenen Zellklone. Aus den ermittelten Daten konnen die LTC-IC-
Frequenzen elektronisch berechnet werden.
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Fir den Ansatz der Methylzellulose-K ulturen zur Detektion der CFC wurde jeder Probe
1,1 ml Methylzellulose-Medium (MethoCult GF+ 4435, StemCell Technologies) hinzu-
gefligt. Diese Zellsuspension jeder Kammer wurde mittels steriler 1 ml Pasteurpipetten
(Greiner Bio-One) jeweils in eine sterile 35mm Gewebekulturschale (Becton Dickin-
son) Uberfihrt und gleichméaldig verteilt. Je sechs dieser Gewebekulturschalen mit De-
ckel sowie eine weitere mit Aqua destillata geftillte Schale ohne Deckel, wurden in ei-
ner sterilen 15 cm Gewebekulturschale (Becton Dickinson) platziert.

Die 120 Proben wurden fur 14 Tage bel 37 °C in einer humidifizierten und 5% CO,
enthaltenden Inkubatoratmosphére kultiviert. Wahrend dieser Zeit waren den Kulturen
keine Antikorper zugesetzt.

Nach 14 Tagen erfolgte die visuelle Auswertung mittels Phasenkontrastmikroskop und
eines unter der Gewebskulturschale befindlichen Rasters. Jede Kultur wurde komplett
durchgesehen und die Zahl der detektierten CFU jeder Kammer dokumentiert.

Waéhrend des gesamten Experimentes herrschten fur alle Proben die gleichen aulZeren
Bedingungen. Der gesamte Versuch wurde dreimal durchgefiihrt, wobei sowohl die
MNC fir die Generierung des Zellrasens, als auch die zur LTC-Initiierung eingesetzten

MNC jewells aus neuem Probenmaterial gewonnen wurden.

2.10 Statistische Auswertung

Allen im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten statistischen Auswertungen wurde eine
Irrtumswahrscheinlichkeit von a=0,05 zugrunde gelegt.

Bei den Ergebnissen der Zelladhasionskulturen wurden Gruppenvergleiche mittels eines
zweiseitigen t-Test fur unverbundene Stichproben (nach Student) durchgefuhrt. Zur
Untersuchung moglicher Zusammenhange wurden Korrelationskoeffizienten fir die
ermittelten Ergebnissen und klinische oder laborchemische Merkmal e gebildet.

Zur Auswertung der durchflusszytometrischen Untersuchungen wurde fir jedes Antigen
getrennt nach normalen CD34" PBPC und Leukamiezellen ein Einstichproben-t-Test
zur Uberpriifung einer Abweichung des Mittelwertes der berechneten Quotienten von 0
durchgefuihrt. Zum Vergleich der Ergebnisse zwischen normalen CD34" PBPC und
Leuké&miezellen wurde fur jedes Antigen ein Mann-Whitney-U-Test durchgefihrt. Da
im Rahmen dieser Untersuchung multiple Tests durchgefihrt wurden, erfolgte eine

Adjustierung des p-Wertes nach Bonferroni (a”= a x Anzahl der getesteten Variablen =
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0,0032). Dabel spricht ein p-Wert < a fir signifikante Unterschiede, aber nur bei einem
p-Wert < a” kdnnen die Unterschiede als eindeutig signifikant klassifiziert werden.

Die LTC-1C-Kulturen wurden entsprechend einer LDA durchgefihrt. Den Daten wurde
eine Poisson-Verteilung zugrunde gelegt, und die Maximum-Likelihood-Methode wur-
de zur Parameterschétzung der f rcic in der initidlen Zellsuspension angewendet
(Taswell, 1981). Dieses Verfahren ermoglicht die Berechnung der Frequenz (f), ihres
Standardfehlers (SE) und daraus des 95%-K 1. Zur Uberprifung der Konsistenz der ex-
perimentellen Ergebnisse mit dem Modell der LDA wurde ein c®Test durchgefiihrt.
Dabei zeigt ein p-Wert < a eine Inkonsistenz mit dem Modell an und die entsprechen-
den Daten durfen nicht entsprechend einer LDA ausgewertet werden. Die beiden fir
den jewelligen Antikorper berechneten fi rc.ic ener LTC-1C-Kultur wurden in Relation
zueinander gesetzt. Um zu prifen, ob dabel ein statistisch nachweisbarer Unterschied
zwischen diesen beiden f rcc besteht, wurde ein zweiseitiger t-Test fUr verbundene
Stichproben durchgefiihrt. Alle Berechnungen fur die im Rahmen der LTC-1C-Kulturen
erhobenen Daten wurden mittels der zur Auswertung von LDA konzipierten Software
L-Calc 1.1 (StemCell Technologies) durchgefiihrt. Alle Auswertungsprozeduren dieses
Programms wurden mittels in der Literatur aufgefuhrter Zahlenbeispiele (Taswell,
1981) Uberpruft und auf diese Weise die Validitét der Ergebnisse sichergestellt.

2.11 Software

Zur Auswertung der erhobenen Daten sowie zur Erstellung dieser Arbeit wurde folgen-
de Software eingesetzt:

Cell Quest

DNASTAR Primer Select
L-Cac 1.1

Microsoft Office XP
SPSS11.5

Corel Draw 10.0

Sigma Plot 2001

Adobe Photoshop Deluxe 3.1
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3 ERGEBNISSE

3.1 Adhéasion und Morphologieveranderung bei CD82-Ligation
Da CD82 bei normalen CD34" Zellen Adhasion und Verdnderungen der Morphologie

mediiert, sollte mit dieser Arbeit geklart werden, ob diese Phanomene auch bei CD82"
L eukd@miezellen beobachtet werden konnen. Dazu wurden Proben von 13 Patienten mit
AML untersucht. Klinische Daten der Patienten sowie Informationen zur AML wurden
aus den Patientenakten ermittelt (Tabelle 3-1). Aulerdem wurden drel Proben normaler
CD34" PBPC a's Kontrolle untersucht.

Tabelle 3-1 Klinische Daten der unter suchten Proben von Patienten mit AML.

ID Alter Geschlecht FAB Diagnose leukamische Population® Quelle MACS®

% CD34 CD82°

1 72a w M2 Rezidiv 96 - 97,7 pB -
2 57a m M5 Rezidiv 96 - 58,7 pB -
3 35a m M1/2  de novo 80 + + pB +
4 8la m M1 de novo 66 + 75,2 pB +
5 65a w M5 de novo 95 - 22,4 pB -
6 65a m M4 de novo 80 - + pB -
7 65a w M4 de novo 60 - 22,5 pB -
8 6la m M4 Rezidiv n.a. - 30,8 KM -
9 64a w n.a. n.a. 55 - 15,7 KM -
10 59a m M1 de novo 50 + 28,2 pB +
11 68a w M4 Rezidiv n.a. + 24,0 KM -
12 6la m MO/1  de novo 63 + 78,2 pB +
13 63a m n.a. Rezidiv n.a. + 74,8 pB +

FAB, Franzoésisch-Amerikanisch-Britische Klassifikation der AML; ID, fortlaufende Identifikationsnummer der
Patientenproben nach Eingangsdatum; KM, Knochenmark; MACS, magnetisch aktivierte Zellsortierung; n.a., nicht
ermittelt; pB, peripheres Blut

a Der prozentuale Anteil der Leukémiezellen im peripheren Blut sowie ihr Immunphé&notyp wurden im Zytologischen
Labor der Philipps-Universitat Marburg bestimmt

b Periphere Blutproben von Patienten mit CD34" leukadmischer Fraktion wurden mittels CD34-spezifischer
magnetischer Antikdrper zu >97% Reinheit aufgearbeitet; sonst wurden mononukleére Zellen eingesetzt

¢ Durchflusszytometrisch ermittelte Expressionshéhe von CD82 bei Diagnose; CD82" bei Expression >10,0

In Analogie zu den Vorarbeiten wurden Zelladhasionskulturen mit den priméren CD82"
L eukamiezellen sowie normalen CD34" PBPC durchgefiihrt. Zur Ligation wurden im-
mobilisierte anti-CD82 mAb eingesetzt, als Kontrolle dienten immobilisierte murine
Isotyp mAD.

Die Proben normaler CD34" PBPC zeigten alle, entsprechend den Vorarbeiten, deutli-
che Adhasion und morphologische Veranderungen in Form pseudopodienartiger Zell-
auslaufer (Abbildung 3-1, A). Im Gegensatz dazu zeigten 9 der leukdmischen Zellpopu-

lationen deutlich weniger Adhdsion und praktisch keine morphologischen
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Veranderungen (Abbildung 3-1, B). Die Ubrigen vier leukamischen Zellpopulationen
zeigten verminderte Adhasion und morphologische Verdnderungen in schwécherer
Auspragung (Abbildung 3-1, C).

Abbildung 3-1 Repré&sentative Bildausschnitte mikroskopischer Fotografien von auf immobilisier-
ten CD82-Antikorpern kultivierten Zellen. A) CD34" PBPC; B) AML 10, ohne morphologisch veran-
derte Zellen, entsprechend 9 von 13 AML; C) AML 6, mit morphologisch verdnderten Zellen in
verminderter Zahl, entsprechend 4 von 13 AML (VergrofRerung 40x).

Die bei normalen CD34" PBPC beobachtete Adhasion und die morphologischen Veran-
derungen dieser Zellen bei CD82-Ligation wurden as Bezugsgrof3e verwendet.

Zur Quantifizierung der Adhasion wurden von drei voneinander unabhéngigen CD34"
PBPC Proben je vier Blickfelder ausgezahlt. Aus den absoluten Zellzahlen wurde das
arithmetische Mittel berechnet und dieses als 1 definiert. Anschlief3end wurden in glei-
cher Weise die Anzahl der adhérenten CD82" Leukamiezellen ermittelt und in Relation
zu den adhérenten CD34" PBPC gesetzt. Um zu priifen, ob ein statistischer Unterschied
zwischen den beiden Zellarten beziiglich ihrer Adhéasion besteht, wurde ein 2-seitiger t-
Test fur unverbundene Stichproben durchgefihrt und zuvor ein Signifikanzniveau von
a=0,05 festgelegt. Die Leukdmiezellen zeigten im Vergleich zu PBPC eine signifikant
erniedrigte Adhésion (p<0,05) und es gab keine Uberschneidung der 95%-Konfi-
denzintervalle (95%-Kl) (Tabelle 3-2). Eine Korrelation mit der CD82-Expression
konnte nicht gefunden werden (r=-0,45).

Zur Quantifizierung der Morphologieveranderungen wurde zunéchst die Zahl der mor-
phologisch veranderten Zellen auf die Gesamtzahl der adhdrenten Zellen des entspre-
chenden Blickfeldes bezogen und anschlieffend das arithmetische Mittel dieser vier
Quotienten gebildet. Um zu prifen, ob ein statistischer Unterschied zwischen den bei-
den Zdlarten beziglich ihrer morphologischen Veranderungen besteht, wurde ein 2-
seitiger t-Test fur unverbundene Stichproben durchgeftihrt und zuvor ein Signifikanzni-
veau von a=0,05 festgelegt. Die Leukdmiezellen zeigten im Vergleich zu PBPC hoch
signifikant weniger morphologische Veranderungen (p<0,001) und es gab keine Uber-
schneidung der 95%-K (Tabelle 3-2).
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Tabelle 3-2 Differenzielle Effekte fir Adhasion und morphologische Veranderungen bei normalen
CD34* PBPC und L eukamiezellen von Patienten mit AML durch Ligation von CD82.

Zellen Quelle Adhasion® morphologische Veréinderungenb
(adharenter Zellen)

anti-CD82 mAb Isotyp mAb anti-CD82 mAb Isotyp mAb

PBPC KM 1° 0,05 0,6 0
95%-KI 0,95- 1,05 0,04 - 0,06 0,5-0,7 -
AML 1 pB 0,21 <0,01 <0,01 <0,01
AML 2 pB 0,60 <0,01 <0,01 <0,01
AML 3 pB 0,75 <0,01 <0,01 <0,01
AML 4 pB 0,81 0,3 <0,01 <0,01
AML 5 pB 0,79 0,3 <0,01 <0,01
AML 6 pB 0,90 0,2 0,4 <0,01
AML 7 pB 0,38 <0,01 <0,01 <0,01
AML 8 KM 0,86 <0,01 <0,01 <0,01
AML 9 KM 0,55 <0,01 0,05 <0,01
AML 10 pB 0,37 <0,01 <0,01 <0,01
AML 11 KM 0,82 <0,01 0,02 <0,01
AML 12 pB 0,33 <0,01 0,03 <0,01
AML 13 pB 0,51 <0,01 <0,01 <0,01
Mittelwert 0,605 0,069 0,045 <0,01
95%-KI 0,479 - 0,731 0,009 - 0,129 -0,015 - 0,105 -
t-Test’ p =0,013 p=0,78 p <0,000001 -

a Die Adhasionskulturen wurden mit 1x10° Zellen pro Kammer initiiert. Zur Quantifizierung der Adhasion wurde jeweils
das arithmetische Mittel von vier Blickfeldern des entsprechenden Antikdrpers berechnet und dieser Wert auf die
Zahl adharenter CD34" PBPC bezogen.

b Zur Quantifizierung der morphologischen Veranderungen wurde die Zahl der morphologisch veranderten Zellen
jedes Blickfeldes ermittelt und auf die Gesamtzahl der adh&renten Zellen des entsprechenden Blickfeldes bezogen.
Es wurde das arithmetische Mittel dieser vier Quotienten des entsprechenden Antikdrpers berechnet.

¢ Die durchschnittliche absolute Zahl adhérenter CD34" PBPC wurde als 1 definiert.

d Ein 2-seitiger t-Test fiir unverbundene Stichproben wurde zur statistischen Prifung der Unterschiede zwischen
PBPC und AML durchgefiihrt, als Signifikanzniveau wurde zuvor a=0,05 definiert.

Weder fir die verminderte Adhasion, noch fir die verringerten morphologischen Ver-
anderungen konnten Korrelationen mit dem AML-Subtyp, dem Anteil der Leukamiezel-
len im peripheren Blut oder dem Alter gefunden werden. Ein Unterschied zwischen
Patienten mit Erstdiagnose und Patienten mit Rezidiv einer AML war nicht zu ermitteln.
Es sollte darauf hingewiesen werden, dass zwei der vier leukamischen Zellpopul ationen,
bei denen morphologische Verénderungen zu beobachten waren, aus Knochenmarks-
aspiraten isoliert wurden. Damit ist nicht auszuschlief3en, dass die beobachteten Ver-
anderungen durch gesunde, im Aspirat enthaltene CD34" PBPC hervorgerufen wurden.
Bei der CD82" AML-Zdllinie KGla waren keine morphologischen Verdnderungen
durch CD82-Ligation nachweisbar, die Zellen zeigten aber im Vergleich mit CD34"
PBPC keine signifikanten Unterschiede beziiglich der adh&siven Eigenschaften.

38



ERGEBNISSE

3.2 Einfluss der CD82-Ligation auf die Expression von Zelloberflachen-
molekilen bei CD34" PBPC und Leukamiezellen

Vor dem Hintergrund der CD82-vermittelten Zelladhasion stellte sich die Frage, ob es
bei normalen CD34" PBPC wahrend dieser Vorgange zu einer verdnderten Expression
bestimmter Zelloberflachenmolekile kommt und ob Leukamiezellen analoge Verande-
rungen aufweisen. Um dieser Frage nachzugehen, wurde jede Zellpopulation im An-
schluss an die Zelladhasionskulturen (Abschnitt 3.1) getrennt nach CD82-Antikorper
und Isotyp-Kontrolle durchflusszytometrisch untersucht. Auf diese Weise wurde die
Expression von 16 (bel AML-Proben 18) Zelloberflachenmolekilen quantifiziert
(Tabelle 2-1). Aufgrund limitierter Zellproben musste auf durchflusszytometrische Un-
tersuchungen vor Durchfiihrung der Zelladhasionskulturen verzichtet werden.

Eine durchflusszytometrische Analyse erfolgte bei 3 Proben normaler CD34" PBPC
sowie 10 Leukamiezellproben. Alle Proben waren zuvor im Rahmen der Zelladhésions-
kulturen 4 Tage kultiviert worden, jeweils zur Hélfte mit CD82-Antikérper und Isotyp-
Kontrolle. Fur jede Probe wurde getrennt nach anti-CD82 mAb und Isotyp-Kontrolle
die Expression der Antigene in Form der mittleren Fluoreszenzintensitét (MFl) mittels
Durchflusszytometrie ermittelt. Da die absoluten Messwerte eine grof3e Variabilitét zwi-
schen den einzelnen Proben zeigten und fir den Vergleich der Populationen von unter-
geordneter Bedeutung sind, wurden fir jede Probe die Messwerte bei CD82-Ligationin
Relation zur Isotyp-Kontrolle gesetzt. Fir die auf diese Weise berechneten Quotienten
wurde eine logarithmische Darstellung gewahlt, so dass positive Werte einer verstark-
ten, negative Werte einer verminderten Expression bei Kultur mit CD82-Antikérpern
entsprechen. Auf eine Darstellung der absoluten Fluoreszenzintensitéten wird an dieser
Stelle verzichtet.

Die ermittelten Quotienten liefern zwei unterschiedliche Informationen. Von zentraler
Bedeutung ist zunéchst der Vergleich der Expression der Zelloberfl&chenmolekile bei
CD82-Ligation mit der Isotyp-Kontrolle. Diese Information enthdlt der Quotient direkt,
da eine signifikante Abweichung des logarithmierten Quotienten von 0 einen signifikan-
ten Unterschied zwischen Test- und Kontrollpopulation anzeigt.

Bel Betrachtung der Boxplot-Darstellung fallt eine deutliche Abweichung von der Null-
linie fur die Antigene CD29, CD49d, CD62L und CD86 bei CD34" PBPC auf, was €ine
verminderte Expression dieser Molekile bel CD82-Ligation zeigt. In diesem Kontext ist

interessant, dass CD29 und CD49d gemeinsam das Integrin VLA-4 bilden. Bei den un-
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tersuchten Leuké&mieproben zeigt sich fir CD62L ein Trend zu erniedrigter Expression
(Abbildung 3-2).

[ cDp34* PBPC

1

T

log, des Quotienten MFI anti-CD82 / MFI Kontrolle

: » | : .
2,5 T T T T T T T T T T T T | T T T
la 4 9 1la 13 14 15 2? 33 34 40 49|d 54 58 62L 86 117 DR

VLA-4

CD Antigene

Abbildung 3-2 Boxplot-Dar stellung der relativen Expressionsdnderung bei CD82-Ligation. Zellad-
hasionskulturen wurden mit 3 Proben normaler CD34" PBPC und 10 Leukamiezellproben (AML) durch-
gefuhrt. Getrennt nach CD82-Antikorper und Isotyp-Kontrolle, wurde fir jede Probe die Expression defi-
nierter Antigene als mittlere Fluoreszenzintensitéat (MFI) durchflusszytometrisch ermittelt. Zur Quantifi-
Zierung der Expressionsdnderung bei CD82-Ligation wurde fir jede Probe der Quotient aus MFIl anti-
CD82 und MFI Isotyp-Kontrolle gebildet, welcher zur besseren V eranschaulichung logarithmiert wurde.
Die Darstellung zeigt eine Boxplot-Verteilung dieser Quotienten, getrennt nach normalen CD34" PBPC
(dunkelgrau) und Leukamiezellen (hellgrau). Jede Box entspricht dem Bereich vom 1. bis zum 3. Quartil,
die Linie représentiert den Median, die dinnen Linien zeigen die 10. und 90. Perzentile, und Punkte ste-
hen fir auRRerhalb gelegene Quoatienten. Pfeile verweisen auf eine deutliche Abweichung von der Null-
linie.

Zur statistischen Auswertung wurde fur jedes Zelloberflachenmolekil, getrennt nach
CD34" PBPC und Leukamiezellen, der Mittelwert der log,-Quotienten mit 95%-KI be-
rechnet. Fur alle Antigene, deren 95%-KI nicht die O einschlief3, wurde ein 2-seitiger
Einstichproben-t-Test zur Uberprifung einer Abweichung der berechneten Mittelwerte
von O durchgefiihrt, wobel ein Signifikanzniveau von a=0,05 definiert wurde (Korrek-
tur nach Bonferroni: a"=0,0032). Bei den normalen CD34" PBPC war die Expression
der Antigene CD49d (p=0,036) und CD62L (p=0,010) statistisch signifikant vermindert,
bei den AML-Proben nur die des Antigens CD62L (p=0,017). In keinem Fall wurde
jedoch ein p-Wert < a” erreicht (Abbildung 3-3), wobei die Aussagekraft der statisti-

schen Auswertung aufgrund der kleinen Stichprobenumfénge eingeschrankt ist.
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Abbildung 3-3 Mittlere relative Expressionsanderung bei CD82-Ligation. Die Abbildung zeigt fir
jedes Antigen, getrennt nach normalen CD34" PBPC und Leukémiezellen (AML) den Mittelwert (MW)
der relativen Expressionsénderung bei CD82-Ligation mit seinem 95%-Konfidenzintervall. Fur alle Popu-
lationen, deren Konfidenzintervall nicht die O einschlief?t, wurde ein zweiseitiger Einstichproben-t-Test
zur Uberpriifung der Abweichung von 0 durchgefiihrt, wobei ein Signifikanzniveau von a=0,05 definiert
wurde. Die ermittelten p-Werte sind angegeben.

Der zweite wichtige Aspekt der Auswertung ist der Vergleich von normalen CD34"
PBPC mit Leukdmiezellen, besonders fir jene Antigene, welche durch CD82-Ligation
verdndert exprimiert werden. Bei Betrachtung der Boxplot-Darstellung scheinen dabei
tendenziell Unterschiede fur die Antigene CD29, CD34, CD49d, CD62L und CD86 zu
bestehen. Zur statistischen Analyse dieser Unterschiede wurde ein 2-seitiger Mann-
Whitney-U-Test durchgefihrt, wobei fur kein Antigen ein signifikanter Unterschied
zwischen Test- und Kontroll popul ationen nachgewiesen werden konnte.

Zusammengefasst liefern diese Ergebnisse starke Hinweise fir eine veranderte Expres-
sion einzelner Zelloberflachenmolekile in Folge einer CD82-Ligation bei normalen
CD34" PBPC. Besonders deutlich erscheinen diese Verdnderungen bel VLA-4 und
CD62L. Bel Leukdmiezellen scheinen diese Veranderungen mit Ausnahme von CD62L
zu fehlen. Eine gezielte Untersuchung des Zusammenhangs von CD82 und VLA-4 er-

scheint daher sinnvoll.
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3.3 cDNA-Array-Analyse und Nachuntersuchung

In Anbetracht einer moglichen intrazelluldren Signaltransduktion sollte untersucht wer-
den, ob die Ligation von CD82 zu einer veranderten Genexpression in normalen CD34"
Zellen fuhrt und inwiefern diese Verdnderungen auch bel Leuk&miezellen auftreten.
Dazu wurden zunéchst mit normalen CD34" PBPC Zelladhésionskulturen fir 4 Tage
mit CD82-Antikorpern oder Isotyp-Kontrolle generiert (Abschnitt 2.5) und an den Ta
gen 0, 2 und 4 aus diesen Zellen RNA extrahiert. Anschlief?end wurde mit diesen Pro-
ben eine cDNA-Array-Analyse zur simultanen Untersuchung der Expression von 1176
Genen durchgefihrt. Die Durchfiihrung der cDNA-Array-Analyse sowie eine erste Aus-
wertung der Rohdaten erfolgte durch eine externe Arbeitsgruppe. Dabel wurde eine
Auswahl von 38 interessant erscheinenden Genen zusammengestellt. Aus diesen wur-

den spater 13 Gene pragmatisch zur Nachuntersuchung ausgewahlt (Abbildung 3-4).

[ Tago

6 M Bl Tag 2 - anti-CD82
M [ Tag 2 - Kontrolle
I Tag 4 - anti-CD82

57 [ Tag 4 - Kontrolle
4 4

3 4

2

Wb L
0 T

ATM HLH 1R21 NEK-3 RAR b2 ABL-2 SSR2 TNF a

normalisierte Signalintensitat

furﬂ%ﬂﬂﬂwﬂﬂ

Hox D3 POL-A RXR b Stat-1

Abbildung 3-4 Ergebnisse der cDNA-Array-Analyse. Die Abbildung zeigt die normalisierten Signalin-
tensitdten der zur Nachuntersuchung ausgewahlten Gene. Es wurden 5 cDNA-Array-Anaysen durchge-
fuhrt. Die erste RNA-Probe wurde aus der initialen, unstimulierten Zellpopulation normaler CD34" PBPC
extrahiert (Tag 0). Die tbrigen Proben wurden aus normalen CD34" PBPC nach Durchfiihrung einer
Zelladhésionskultur mit CD82- oder |sotyp-Kontrollantikdrper an den Tagen 2 und 4 gewonnen.
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Zur Quantifizierung des Einflusses der CD82-Ligation auf die Genexpression wurden
fUr die beiden Untersuchungszeitpunkte (Tag 2 und 4) die normalisierten Signalintensi-
tdten der mit CD82-Antikorper kultivierten Zellen in Relation zur Kontrolle gesetzt
(Abbildung 3-5). Die Unterschiede zwischen Test- und Kontrollpopul ation zeigen dabei
an beiden Untersuchungszeitpunkten die gleiche Tendenz, sind aber, mit Ausnahme von

NEK-3, am Tag 2 wesentlich deutlicher ausgepragt.

[ Tag 2 - anti-CD82 vs. Kontrolle
[] Tag 4 - anti-CD82 vs. Kontrolle
30

20

Relative Anderung der normalisierten Signalintensitét

-20 T T T T T T T T T T T T T
ATM 1R21 NEK-3 RARDb2 ABL-2 SSR2 TNFa HoxD3 IL-6 Lyn POL-A RXRb Stat-1

Abbildung 3-5 Relative Unterschiede der Genexpression zwischen CD82-Antikdrper und |sotyp-
Kontrolle. Fir die zur Nachuntersuchung ausgewahlten Gene ist fur die beiden Untersuchungszeitpunkte
Tag 2 (dunkelgrau) und Tag 4 (hellgrau) jeweils die relative Anderung der normalisierten Signalintensitét
der mit CD82-Anitkorper kultivierten Zellen bezogen auf die | sotyp-Kontrolle dargestellt.

Zur Uberprifung der Konsistenz dieser Ergebnisse sowie zur Untersuchung von Leu-
kémiezellen auf analoge Veréanderungen wurde die Zelladhésionskultur mit 3 Proben
von normalen CD34" PBPC, 2 Proben von Patienten AML sowie KGla-Zellen wieder-
holt. Aufgrund der deutlicheren Unterschiede der Genexpression am Tag 2 der cDNA-
Array-Anayse wurde der Ansatz auf zwei Tage beschrankt. Um CD82-spezifische von
Adhéasions-bedingten Effekten zu differenzieren, wurde jewells zusétzlich eine Kultur
mit suspendierten anti-CD82 mADb durchgefihrt.

Fur jedes Gen wurde ein Primerpaar generiert und eine RT-PCR etabliert. Als Kontrolle
der eingesetzten cDNA diente das , Housekeeping“-Gen [3-Aktin. Alle untersuchten

Gene wurden in normalen CD34" PBPC exprimiert, eine differenzielle Expression in
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Anaogie zu den Ergebnissen der cDNA-Array-Anayse konnte aber mittels RT-PCR
fur kein Gen mit Sicherheit nachgewiesen werden. Nur fir Hox-D3 konnte bel zwel von
drei CD34" PBPC Proben eine differenzielle Expression in Analogie zur cDNA-Array-
Analyse gezeigt werden. Da diese Unterschiede nicht konsistent in alen drei Proben
nachgewiesen wurden, ist eine CD82-spezifische, differenzielle Expression wahrschein-
lich, aber nicht sicher. Die beiden Proben der Patienten mit AML zeigten keine Expres-
sionsunterschiede, bel der Leukamie-Zélllinie KGla fand sich keine Expression von
Hox-D3 (Abbildung 3-6).

anti-CD82

Hox-D3

R3-Aktin

anti-CD82

Hox-D3

R-Aktin

Abbildung 3-6 Ergebnisse der Nachunter suchung mittels RT-PCR fur Hox-D3. Mit 3 Proben norma-
ler CD34" PBPC, 2 Proben von Patienten mit AML und KG1la-Zellen wurden Zelladhasionskulturen mit
immobilisierten anti-CD82 mAb (+) und immobilisierter 1sotyp-Kontrolle () durchgefiihrt. Zusétzlich
wurde ein Ansatz mit suspendierten anti-CD82 mAb generiert (sus). Nach 2 Tagen wurde RNA extra-
hiert. Dargestellt sind die Resultate der Nachuntersuchung mittels RT-PCR fur das Gen Hox-D3, als Kon-
trolle der Methode wurde das Gen 3-Aktin eingesetzt.

Unter Berlicksichtigung der in Abbildung 3-4 dargestellten Ergebnisse der cDNA-
Array-Analyseist die mogliche differenzielle Expression von Hox-D3 nicht durch einen
CD82-spezifischen Anstieg verursacht, sondern durch einen Abfall der Expression in
den mit Isotyp mAb kultivierten Zellen.

Fur die anderen nachuntersuchten Gene (Abbildung 3-4) konnten die Expressionsunter-
schiede der cDNA-Array-Analyse nicht mittels RT-PCR reproduziert werden. Auf eine
Darstellung dieser Ergebnisse im Einzelnen wird daher verzichtet.
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3.4 Analyse der LTC-IC-Frequenz bei Kultur mit CD82-Antikorpern

Zur Klérung der Frage, ob der anti-CD82 mAb eine Bedeutung fur den Erhalt normaler
primitiver hdmatopoetischer Zellen hat, wurden drei LTC-IC-Kulturen entsprechend
dem Modell einer LDA durchgeftihrt. Dieses Modell dient zur Ermittlung der Frequenz
von LTC-IC (fLtc.ic), welche primitive hdmatopoetische Zellen reprasentieren, in der
untersuchten Zellsuspension. Zur Durchfihrung jeder LTC-IC-Kultur wurden MNC in
drei verschiedenen Zellkonzentrationen mit jeweils 40 Replikaten pro Konzentration auf
96-Kammer-Kulturplatten mit einem préformierten Zellrasen aus adhérenten Stromazel-
len verteilt. Die Hélfte, also 20 Replikate, wurde mit anti-CD82 mAb kultiviert, wah-
rend der anderen Halfte Isotyp mAb als Negativkontrolle zugesetzt wurden. Nach finf
Wochen Kultur wurden die Zellen zur Ermittlung des Gehalts klonogener Progenitoren
in Methylzellulose-Kulturen Uberfhrt. Nach weiteren zwei Wochen Kultur wurde jede
Kammer mikroskopisch ausgezahlt. Die Anzahl der Zellklone pro Kammer kann fir
jede Konzentration, getrennt nach zugesetztem Antikorper, als Haufigkeitsverteilung
dargestellt werden (Abbildung 3-7 bis Abbildung 3-9).
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Abbildung 3-7 Ergebnisse der visuellen Auszéhlung der ersten LTC-1C-Kultur. Die Abbildung zeigt
fur jede Zellkonzentration ein Diagramm mit einer Haufigkeitsverteilung der ermittelten Klonzahl pro
Kulturkammer, jeweils getrennt nach anti-CD82 mAb (schwarz) und Isotyp mAb (grau).
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Abbildung 3-8 Ergebnisse der visuellen Auszéhlung der zweiten LTC-IC-Kultur. Die Abbildung
zeigt fUr jede Zellkonzentration ein Diagramm mit einer Haufigkeitsverteilung der ermittelten Klonzahl
pro Kulturkammer, jeweils getrennt nach anti-CD82 mAb (schwarz) und Isotyp mAb (grau).
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Abbildung 3-9 Ergebnisse der visuellen Auszéhlung der dritten LTC-1C-Kultur. Die Abbildung
zeigt fUr jede Zellkonzentration ein Diagramm mit einer Haufigkeitsverteilung der ermittelten Klonzahl
pro Kulturkammer, jeweils getrennt nach anti-CD82 mAb (schwarz) und Isotyp mAb (grau).
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Die deskriptive Analyse der Ergebnisse zeigt bel den mit anti-CD82 mAb kultivierten
Zellen im Vergleich zu den mit Isotyp mAD kultivierten Zellen in allen Konzentrationen
aler drei LTC-IC-Kulturen eine niedrigere durchschnittliche Zahl an Zellklonen pro
Kammer. Zur objektiven statistischen Auswertung einer LDA ist es notwendig, ein po-
sitives Ereignis zu definieren. Fir diese Experimente wurde eine Ein-Treffer-Hypothese
zugrunde gelegt, welche davon ausgeht, dass eine einzelne Zelle in der Lage ist, eine
positive Antwort zu erzeugen. Als positive Antwort wurde das Auftreten eines Zell-
klons in einer Methylzellulose-Kultur definiert. Da nach finf Wochen LTC-1C-Kultur
ale klonogenen Progenitoren, die eine positive Antwort auslésen kdnnen, von einer
LTC-IC abstammen, kann auf diese Weise ene f_tc.c ermittelt werden. Diese Auswer-
tung basiert auf der Erkenntnis, dass die relative Haufigkeit negativer Kammern, aufge-
tragen auf einer logarithmischen Skala, in linearer Beziehung zur initial zugegebenen
Zellzahl steht und eine relative Haufigkeit von 0,37 die Zugabe genau einer LTC-IC
widerspiegelt. Zur statistischen Auswertung bentétigt man die initialen Zellkonzentrati-
onen, die Zahl der Replikate pro Zellkonzentration und den relativen Anteil negativer
Kulturen. Diese Daten sind in Tabelle 3-3 zusammengefasst.

Tabelle 3-3 Experimentelle Daten fir die Ermittlung der L TC-IC-Frequenzen. Die folgende Tabelle
fasst digenigen Daten und Ergebnisse der drei LTC-1C-Kulturen (Abbildung 3-7 bis Abbildung 3-9)
zusammen, welche fir die Berechnung der L TC-IC-Frequenzen benétigt werden.

LTC-IC- Antikérper Konzent- Zellen Kulturen negative Verhaltnis
Kultur ration pro Kultur Kulturen neg. Kult. / Kult.
1 anti-CD82 1 1000 20 13 0,65
2 10000 20 4 0,20
3 20000 20 3 0,15
Isotyp 1 1000 20 6 0,30
2 10000 20 0 0
3 20000 20 0 0
2 anti-CD82 1 1000 17 10 0,59
2 10000 20 8 0,40
3 20000 19 7 0,37
Isotyp 1 1000 18 6 0,33
2 10000 19 4 0,21
3 20000 18 0 0
3 anti-CD82 1 500 20 19 0,95
2 5000 20 16 0,80
3 10000 20 13 0,65
Isotyp 1 500 20 18 0,90
2 5000 20 11 0,55
3 10000 20 6 0,30
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Die zur Auswertung der hier erhobenen Daten durchgefiihrten Berechnungen sind in
Abschnitt 2.10 ausfihrlich beschrieben. Es wurde die zur Auswertung von LDA konzi-
pierte Software L-Calc 1.1 eingesetzt. Die Ergebnisse der Auswertung sind in Tabelle
3-4 dargestellt. An dieser Stelle sollte darauf hingewiesen werden, dass die ermittelten
fLrcac zu fiktiven Werten werden, sobald eine LTC-IC-Kultur manipuliert wird. In die-
sem Fall zeigt der Vergleich mit einer Negativkontrolle funktionelle Veranderungen

durch die Manipulation an.

Tabelle 3-4 Ermittelte LTC-IC-Frequenzen. Angegeben sind die berechneten LTC-1C-Frequenzen
(fircac) mit Standardfehler (SE) sowie 95%-K1. Mittels c2Tests wurde die Konsistenz der LTC-IC-
Kultur mit dem Modell der LDA Uberprift, wobel ein Signifikanzniveau von a=0,05 definiert wurde. Die
Auswertung erfolgte mittels der speziell fir LDA konzipierten Software L-Calc 1.1.

LTC-IC- Antikérper fircicx 10° SE(f) x 10°  95%-KI (f) x 10°  c2(f) 1an p (c?)
Kultur
1 anti-CD82 0,147 0,029 0,099-0215  11534(; 0,003
Isotyp 1,204 0,346 0,691 - 2,099 0 -
2 anti-CD82 0,083 0,017 0,056-0,124 29,606 <0,001
Isotyp 0,337 0,092 0,199-0,573 21,538, <0,001
3 anti-CD82 0,046 0,014 0,026 - 0,081 0,705 0,703
Isotyp 0,125 0,026 0,083 - 0,188 0582 0,747

SE, Standardfehler; df, Freiheitsgrade

* Ein p-Wert <0,05 zeigt eine Inkonsistenz der Daten mit dem Modell der LDA an

Fir die beiden ersten LTC-1C-Kulturen zeigte sich jeweils in beiden Antikorperansatzen
eine Inkonsistenz mit dem Modell der LDA, so dass die ermittelten Frequenzen als
nicht-valide angesehen werden mussen. Fir die dritte LTC-1C-Kultur wurde 0,046 als
fiktive f rc.c bei den mit anti-CD82 mAD kultivierten Zellen ermittelt (95%-KI: 0,026 -
0,081), wahrend sie bei den mit Isotyp mAb inkubierten Zellen bel 0,125 lag (95%-KI:
0,083 - 0,188) (Abbildung 3-10).
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Abbildung 3-10 Grafische Darstellung der geschétzten LTC-1C-Frequenzen der dritten LTC-IC-
Kultur. Fur beide Gruppen der dritten LTC-IC-Kultur représentiert die untere Linie die obere Grenze des
95%-Konfindenzintervalls, die mittlere, gepunktete Linie die geschétzte f, ¢ ,c und die obere Linie die
untere Grenze des 95%-Konfidenzintervalls. Die schwarzen Kreise entsprechen den gemessenen Ergeb-
nissen der mit anti-CD82 mAb inkubierten Zellen, die grauen Quadrate denen der mit Isotyp mAb inku-
bierten Zellen.

Um zu prifen, ob zwischen den beiden so ermittelten f_rcc der dritten LTC-IC-Kultur
ein statistisch nachweisbarer Unterschied besteht, wurde ein Gruppenvergleich durchge-
fuhrt (Tabelle 3-5).

Tabelle 3-5 Verhéltnisder LTC-1C-Frequenzen der auf CD82-Antikorper kultivierten Zellen bezo-
gen auf die I sotyp-Kontrolle. Zur Quantifizierung des Einflusses der CD82-Ligation auf den Erhalt von
LTC-IC wurden die ermittelten LTC-1C-Frequenzen (f_rc..c) mittels der zur Auswertung von LDA kon-
Zipierten Software L-Calc 1.1 in Relation zueinander gesetzt. Angegeben ist das Verhdltnis der f ¢ c der
dritten LTC-1C-Kultur mit 95%-KI.

LTC-IC- Verhaltnis 95%-Konfidenzintervall p-Wert?
Kultur f anti-cos2/f isotyp des Verhaltnisses f anii-cosoff isotyp
3 0,368 0,182 - 0,743 0,0054"

a Eswurde ein 2-seitiger t-Test fur verbundene Stichproben durchgefuhrt

* Ein p-Wert <0,01 zeigt einen hoch signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen
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Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass die fiktive fLtc.ic der mit anti-CD82 mAb
kultivierten Zellpopulation der dritten LTC-IC-Kultur im Vergleich zur Kontrolle um
den Faktor 0,368 (95%-KIl: 0,182-0,743) erniedrigt war. Dieses Ergebnis war statistisch
hoch signifikant (p<0,01). Da die Daten der beiden ersten LTC-1C-Kulturen inkonsis-
tent mit dem Modell der LDA sind, ist eine vergleichende Berechnung der firc.c Iin
diesen Fallen nicht zuldssig. Die deskriptive Analyse dieser beiden LTC-IC-Kulturen
(Abbildung 3-7 und Abbildung 3-8) zeigt aber in alen drei Konzentrationen beider Kul-
turen eine grofRere Zahl negativer Kulturen und tendenziell niedrigere Zahlen von Zell-
klonen pro Kammer bei den mit anti-CD82 mAb kultivierten Zellen. Trotz ihrer Inkon-
sistenz mit dem Modell der LDA reproduzieren diese Kulturen damit das Ergebnis der
dritten LTC-IC-Kultur.
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4 DISKUSSION

Ziel dieser Studie war es, Erkenntnisse Uber die Funktion des Tetraspanins CD82 auf
normalen unreifen Progenitorzellen sowie - vergleichend dazu - auf Leukamiezellen zu
gewinnen. Da bislang kein natirlicher Ligand fur CD82 bekannt ist, wurde hierzu ein
Antikdrpermodell verwendet, wobei der CD82-spezifische monoklonale Antikdrperklion
50F11 als Ersatzligand fur das transmembranare CD82-Molekul diente. Dieses Vorge-
hen hatte bereits im Falle anderer Rezeptoren zu einem besseren Versténdnis von deren
biologischer Funktion gefuhrt (Francis et a., 1998; Zannettino et al., 1998; Levesque et
a., 1999). Von dem hier benutzten aktivierenden CD82-Antikorper war bekannt, dass er
Adhéarenz und Morphologieverdnderungen in einer T-Zelllinie ausl6sen konnte. Da erste
Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe biologische Effekte des anti-CD82 mAb auch
bei normalen CD34" PBPC zeigten, war dies die Rationale fiir das Studium der biologi-
schen Effekte dieses anti-CD82 mADb auf Stammzellen.

Mit den durchgefiihrten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Ligation von
CD82 auf CD34" PBPC zu einer Regulation von Adhésionsmolekiilen fiihrt, was mit
einer differenziellen Regulation von Genen assoziiert war. Diese Oberflachenmarker-
regulationen sind in Leukdmiezellen zum Teil veréndert. Auffallig war zudem, dass
L eukamiezellen von Patienten mit AML im Vergleich zu normalen CD34" PBPC De-
fekte hinsichtlich der CD82-induzierten Adhasion und Morphologie aufweisen. Schlief3-
lich konnte gezeigt werden, dass die Zugabe des anti-CD82 mAb zu LTC-IC-Kulturen
in einem signifikant verminderten Gehalt an LTC-IC resultierte, was erstmals eine bio-

logische Rolle von CD82 in der friihen Hamatopoese andeutet.

4.1 Adhasion und Morphologieveranderung bei CD82-Ligation

Im ersten Tell der Studie wurde versucht, die biologischen Effekte des anti-CD82 mAb
bei gesunden CD34" PBPC und Leukdmiezellen von Patienten mit AML zu verglei-
chen. Es sollte geklart werden, ob die Leukamiezellen von Patienten mit AML bei Kul-
tur auf immobilisierten CD82-Antikérper die gleichen Verénderungen von Adhéasion
und Morphologie zeigen, wie sie fiir gesunde CD34" PBPC beschrieben wurden (Bur-
chert et a., bisher unverdffentlicht). Dabei wurden bei der Mehrheit der Leuk&miezellen
von Patienten mit AML eine signifikant verminderte Adhasion und hoch signifikant
weniger Morphologieveranderungen beobachtet (Tabelle 3-2). Diese signifikanten Un-
terschiede zwischen normalen und malignen Zellen sind interessant, da es zahlreiche

Berichte Uber eine negative Korrelation von CD82-Expression und Metastasierung soli-
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der Tumoren gibt (Yang et al., 1997; Takaoka et al., 1998b). Die Ergebnisse dieser Ar-
beit sprechen erstmals fir eine funktionelle Bedeutung von CD82 auf Leukamiezellen.

CD82 vermittelt seine intrazelluldre Wirkung durch eine vav-vermittelte Aktivierung
kleiner G-Proteine (sog. GTPasen) der Rho-Familie (Rac, Cdc42 und RhoA)
(Delaguillaumie et al., 2002). Rho-GTPasen sind von grol3er Bedeutung fur die Aktin-
vermittelte Reorganisation des Zytoskeletts (Ridley und Hall, 1992; Ridley et al., 1992)
und fUr Veranderungen der Zellmorphologie u.a. in Form pseudopodienartiger Zellaus-
laufer (Hall, 1998). Diese Daten korrelieren mit dem hier beobachteten Ergebnis, dass
die Aktivierung von CD82 in humanen Stammzellen eine Reorganisation des Zytoske-
letts bewirkt. Offensichtlich besteht in Leukamiezellen jedoch ein Defizit dieser CD82-
Wirkung. So wurde kirzlich erstmals eine ,, splice”-Variante von CD82 mit verminder-
ter Fahigkeit zur Interaktion mit Integrinen identifiziert (Lee et a., 2003). Einiges
spricht jedoch dafiir, dass ein Defekt nachgeschalteter Molekule innerhalb der CD82-
inititerten Signaltransduktionskaskade fir diese Defizienz verantwortlich ist, da CD82
in normalen und malignen Zellen gleich stark exprimiert wird und in den bisher unter-
suchten Tumorzellen keine Mutationen von CD82 gefunden wurden (Dong et a ., 1996).
In diesem Kontext ist besonders interessant, dass Rho-GTPasen zur Ras-Superfamilie
gehdren (Takai et a., 2001), welche in Leukdmiezellen haufig konstitutiv aktiviert sind
(Birkenkamp et a., 2004) und in etwa 30% Mutationen aufweisen (Bos et al., 1985; Liu
et a., 1987; Neubauer et al., 1994; Kiyoi et a., 1999). Ras aktiviert Gber vav (Crespo et
a., 1997; Han et a., 1998) und CrkL (Nishiharaet al., 2002) die Rho-GTPase Rac, wel-
che zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFKB fuhrt (Irani et a., 1997;
Shields et al., 2000). Zum einen stellen sowohl vav (Delaguillaumie et a., 2002) als
auch CrkL Ziele von CD82 dar, zum anderen ist NFkB in AML-Blasten konstitutiv ak-
tiviert (Guzman et al., 2001) und spielt eine wichtige Rolle fur Zellwachstum und ma-
ligne Entartung (Mayo und Baldwin, 2000). Dies ist besonders interessant, da ein
Zusammenhang von NFKkB und CD82 diskutiert wird (Shinohara et a., 2001). Daneben
fuhrt auch eine aberrante Aktivierung der Rho-GTPase RhoA selbst zu unkontrolliertem
Wachstum von Tumorzellen und fordert deren invasive und metastatische Eigenschaf-
ten (Zohn et a., 1998; Bishop und Hall, 2000), und es gibt Hinweise fir eine Beteili-
gung von RhoA an der Entstehung der AML (Reuther et al., 2001). Vieles spricht somit
flr eine gestorte Funktion der Rho- und/oder Ras-GTPasen in Leukamiezellen, was die
verminderten Effekte bei Ligation von CD82 in Leukdmiezellen plausibel machen wr-
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de. Gleichzeitig wére dies ein Indiz daflr, dass CD82 einen Einfluss auf die Aktivitat
von Ras-GTPasen hat.

Andererseits kann den verminderten Effekten bei Ligation von CD82 auch ein generel-
ler, CD82-unabhéngiger Defekt des Zytoskeletts der Leukdmiezellen zugrunde liegen.
Die Reorganisation des Zytoskeletts ist eine Schllsseleigenschaft Iebender Zellen, die
fur alle Aspekte zellularer Aktivitdt, insbesondere fur biologische Prozesse wie Ho-
ming, transendotheliale Migration und Proliferation, essentiell ist (Mitchison und
Cramer, 1996). Mehrfach wurde eine gestérte Funktion des Zytoskeletts bei Leukamien
beschrieben, beispielsweise in CML-Zédlen (McWhirter und Wang, 1993; Salgia et al.,
1997), B-CLL-Zellen, Haarzell-Leukémiezellen (Burthem et al., 1994) und der myeloi-
den Leukdmiezelllinie M1 (Nagata et a., 1980).

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen ein Defizit der Leukdmiezellen von Patienten mit
AML fir die bei gesunden CD34" PBPC beobachteten Effekte durch Ligation von
CD82. Da adhasive Eigenschaften von grof3er Bedeutung fir die Freisetzung unreifer
Leukadmiezellen aus dem KM sind (Gordon et a., 1987; Verfaillie et a., 1992) und ein
besseres Verstandnis dieses Prozesses mdglicherweise zu therapeutischen Konsegquen-
zen fUhren konnte, geben die hier vorgestellten Ergebnisse Anlass zur weiteren Unter-

suchung der Bedeutung von CD82 fir Leukamiezellen.

4.2 Einfluss der CD82-Ligation auf die Expression von Zelloberflachen-
molekilen bei CD34" PBPC und Leukamiezellen

Vor dem Hintergrund der Induktion von Adhasion von normalen CD34" PBPC durch
CD82-Ligation und zur Untersuchung maoglicher Differenzierungsprozesse wurden
durchflusszytometrische Analysen zur Quantifizierung einzelner Zelladhasionsmolekiile
und Differenzierungsantigene durchgeftihrt. Insbesondere interessierte auch die Klarung
der Frage, ob der immobilisierte CD82-Antikdrper als Ersatzligand differenzielle Effek-
te bei CD34" PBPC versus Leukamiezellen von Patienten mit AML ausl 0st.

Gemessen an dem Oberflachenmarkerprofil konnten signifikante Differenzierungseffek-
te durch CD82-Ligation nicht gesechen werden. Es kam jedoch bei normalen CD34"
PBPC durch Kultur auf immobilisierten anti-CD82 mAb zu einer verminderten Expres-
sion der Zelloberflachenmolekile CD49d, CD62L und tendenziell auch CD29 und
CD86, waobel hier die statistische Auswertung durch die kleinen Stichprobenumfange —
besonders fur die CD34" PBPC - in ihrer Aussagekraft eingeschrankt war.

CD86 wird auf B-Lymphozyten und monozytéaren Zellen exprimiert (Engel et al., 1994)
und ist ein kostimulatorisches Antigen bei der Aktivierung von T-Lymphozyten
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(Freeman et a., 1993). Es gibt Hinweise fUr einen Einfluss der Aktivitét des Transkrip-
tionsfaktors NFkB (Hinz et al., 2001) sowie einzelner Zytokine (Creery et a., 1996) auf
die Expression von CD86, und bei AML-Zellen ist CD86 ein Marker monozytérer und
dendritischer Zellen (Re et a., 2002). Eine Bedeutung fir die Stammzellbiologie wurde
fur CD86 bisher nicht beschrieben.

CD62L spielt eine grof3e Rolle bei Adhasionsprozessen von Leukozyten (Spertini et al.,
1991b; Spertini et a., 1992). Eine Bindung von CD62L fihrt initial zu einer verstérkten
Expression von CD62L mit gesteigerter Aktivitét, in der Folgezeit kommt es aber zu
einem Verlust der CD62L-Expression auf der Zelloberflache (Spertini et al., 1991a),
was eine mogliche Erklarung fiir die verminderte Expression auf CD34" PBPC bei Kul-
tur auf anti-CD82 mADb darstellt. Diese verminderte Expression von CD62L spricht fir
eine Bedeutung von CD62L in der CD82-vermittelten Adhasion. Eine essenzielle Rolle
von CD62L in der Stammzellbiologie und Hamatopoese ist bisher nicht bekannt (de
Boer et d., 2002).

CD49d (as-Integrin) und CD29 ([3;-Integrin) bilden gemeinsam das Integrin VLA-4,
welches von grofder Bedeutung in der Hamatopoese ist (Arroyo et al., 1996). So ist
VLA-4 wichtig fur Verbleib und Homing von hdmatopoetischen Progenitoren im Kno-
chenmark-Mikromilieu (Miyake et a., 1991a; Verfaillie et al., 1991; Williams et a.,
1991) und fur die Interaktionen dieser Zellen mit den KM-Stromazellen und der EZM
(Smmons et al., 1992; Kerst et al., 1993; Papayannopoulou und Nakamoto, 1993;
Levesque et al., 1995). Integrine sind entscheidend an der Vermittlung extrazellul&rer
Signale nach intrazellulér beteiligt (Burridge und Chrzanowska-Wodnicka, 1996; Craig
und Johnson, 1996), was durch die Bildung multimerer Proteinkomplexe in der
Zellmembran geschieht (Yamada und Miyamoto, 1995). Gerade in der Bildung und
Stabilisierung solcher Komplexe wird auch die zentrale Bedeutung der Tetraspanine
gesehen (Boucheix und Rubinstein, 2001), und es erscheint in diesem Kontext
besonders interessant, dass sowohl bei Integrinen (Hotchin und Hall, 1995; Clark et al.,
1998; Ren et a., 1999) als auch bei CD82 (Delaguillaumie et al., 2002) eine
Aktivierung der Rho-GTPasen fur ihre Effekte verantwortlich gemacht wird. Zudem
steht die Integrin-vermittelte Aktivierung von Rac und Cdc42 in Zusammenhang mit
Veradnderungen der Zellmorphologie (Price et al., 1998). Zwar war bekannt, dass
Tetraspanine die Funktion von Integrinen regulieren konnen (Berditchevski et al., 1996;
Berditchevski und Odintsova, 1999), aber die Ergebnisse dieser Studie zeigen erstmals

einen Einfluss von CD82 auf die Expression von VLA-4. Ob es sich dabei um direkte,
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CD82-vermittelte Effekte oder indirekte, belspielsweise adhasionsbedingte Phanomene
handelt, missen weitere Experimente zeigen. Da durch VLA-4-Antikorper die Inte-
gration von CD34" PBPC in einen Stromazellrasen komplett inhibiert (Yamaguchi et
al., 1998) und deren Ansiedlung im KM nach Transplantation deutlich reduziert wird
(Zanjani et al., 1999; Papayannopoulou et al., 2001), ware die Untersuchung von
Stammzellmobilisation und Integrinexpression nach Injektion von CD82-Antikdrper in
Mause ein viel versprechender Ansatz.

Interessanterweise fihrte die Ligation von CD82 durch anti-CD82 mAb in Leuk&mie-
zellen (mit Ausnahme von CD62L) zu keinen Veranderungen in der Oberflachenregul a-
tion der untersuchten Antigene, was auf eine Defizienz der CD82-Funktion in Leuk&
miezellen hinweist.

Leukamiezellen weisen ein gestortes Adhasions- und Homingverhalten auf. Dabei sind
auch ene veranderte Integrinexpression und Defekte der [3-1ntegrin-Signaltransduktion
involviert (Janiak et al., 1994; Reuss-Borst et al., 1995; Salesse und Verfaillie, 2002).
So ist trotz hoher Expression die Funktion von VLA-4 bei CML-Progenitoren gestort,
was in einer abnormalen (-1 ntegrin-Zytoskel ett-Interaktion mit gestorter Aktinpolyme-
risation resultiert (Gordon et a., 1987; Verfaillie et al., 1992; Bhatia et a., 1999) und
die Integrin-vermittelte Wachstumsregulation beeintréchtigt (Hurley et a., 1995; Bhatia
et a., 1996; Hurley et a., 1997). Zudem konnte kirzlich fur die AML eine prognosti-
sche Bedeutung der VLA-4-vermittelten Progenitor-Stromazell-Interaktion gezeigt wer-
den (Matsunaga et al., 2003). Insgesamt mussen daher weiterfiihrende Untersuchungen
zeigen, ob die in dieser Arbeit gezeigte fehlende Regulation bei Leukéamiezellen ein
CD82-spezifisches Phanomen ist oder auf einem generellen Defekt der Integrinregula
tion beruht.

Zusammengefasst zeigen die vorliegenden Ergebnisse erstmals einen regulativen Ein-
fluss des Tetraspanins CD82 auf Adhasionsmolekile — insbesondere VLA-4. Vieles
spricht damit fir eine Bedeutung von CD82 in der Stammzellbiologie. In Analogie zu
den verminderten Morphologieverénderungen werden auch die Antigenexpressionsdif-
ferenzen bei Leukamiezellen nicht sichtbar, was die Hypothese einer CD82-Defizienz in

diesen Zellen weiter untermauert.
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4.3 cDNA-Array-Analyse und Nachuntersuchung

Zu Beginn dieser Studie gab es kaum Erkenntnisse tber molekulare Funktionen von
CD82. In Vorarbeiten war eine CD82-spezifische Proteinphosphorylierung nachgewie-
sen worden, die as Indiz fur eine CD82-vermittelte intrazelluldare Signaltransduktion
gewertet wurde (Burchert et al., bisher unveréffentlicht). Vor diesem Hintergrund wur-
de eine cDNA-Array-Analyse der ersten Generation durchgefiihrt. Dabei sollte unter-
sucht werden, ob es durch Kultur auf immobilisierten anti-CD82 mADb zu einer veran-
derten Genexpression in priméren humanen CD34" PBPC kommt und ob L eukamiezel-
len von Patienten mit AML analoge Verénderungen aufwei sen.

Die Ergebnisse der cDNA-Array-Analyse zeigten eine differenzielle Expression ver-
schiedener Gene. Diese Regulationen konnten jedoch fir 12 der ausgewéhlten Gene
(z.B. STATL, RARRZ2, Lyn, ATM und TNFa) mittels RT-PCR nicht eindeutig an wel-
teren Patientenproben bestétigt werden.

Nur fir ein weiteres Gen, Hox-D3, konnte die differenzielle Expression in zwei von drei
Kontrollexperimenten mittels RT-PCR reproduziert werden. Hox-D3 ist damit mogli-
cherweise ein neues Zielgen von CD82 in CD34" PBPC. Dieses Ergebnis ist insbeson-
dere deshalb interessant, weil Hox-D-Gene nach aktueller Literaturlage in hdmatopoeti-
schen Zellen nicht exprimiert werden (Sauvageau et a., 1994; van Oostveen et al.,
1999). Nur eine Veroffentlichung existiert bisher zur Expression von Hox-D3 in den
Leuk&mie-Zelllinien HEL und K562, in der eine verstarkte Adhasion sowie homotype
Aggregation bei Uberexpression von Hox-D3 in HEL-Zellen beschrieben wurde
(Taniguchi et al., 1995). Andere Hox-Gene sind hingegen bekannte Regulatoren der
frihen Hamatopoese (Sauvageau et al., 1994; Buske et a., 2002). Interessanterweise
konnte in beiden durch uns untersuchten AML-Proben keine differenzielle Expression
von Hox-D3 in Abhangigkeit von einer CD82-Aktivierung gezeigt werden. Dieses Er-
gebnis liefert damit ein mogliches molekulares Korrelat der verminderten Effekte der
Leukamiezellen von Patienten mit AML bei Ligation von CD82. Eine Rolle von Hox-
D3 in der CD82-induzierten Vermittlung von Adhé&sion und Morphol ogieverénderungen
bei CD34" PBPC sowie in der Regulation der humanen Hamatopoese durch CD82 ist
daher ein Thema, das in weiterfihrenden Experimenten geprift werden wird.

Hingegen ist die mangelnde Reproduzierbarkeit von Array-Expressionsregulationen
anderer Gene mittels RT-PCR kritisch zu sehen und nicht klar. Ursachen hierfur konnen
vielfatig sein. So kénnten die Quelle der gewonnen CD34" Zellen (PBPC oder Kno-
chenmark), Dauer und Art der Lagerung vor RNA-Extraktion mdgliche Fehlerquellen
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sein. Zudem waére retrospektiv die Durchfihrung einer cDNA-Array-Clusteranalyse von
antikorperbehandelten Proben sicher sinnvoll gewesen, um an mehreren, voneinander
unabhéngigen Proben CD82-ligationsspezifische Genexpressionsmuster (sog. Cluster)
zu ermitteln und diese dann mit Hilfe einer quantitativen RT-PCR zu bestédtigen. Dieses
Vorgehen ist mittlerweile methodischer Standard (Fambrough et al., 1999; Hughes et
a., 2000; Cho et al., 2001; Berwanger et al., 2002). cDNA-Arrays der ersten Genera-
tion, wie von uns verwendet, boten hierzu aber keine Moglichkeit.

Allerdings liegen inzwischen auch neue Erkenntnisse zur intrazelluldren Signaltrans-
duktion von CD82 vor, aus denen sich weitere vielversprechende Fragestellungen und
Hypothesen ableiten lassen. So wurde eine Assoziation von CD82 mit dem EGF-
Rezeptor beschrieben (Odintsova et al., 2000; Odintsova et al., 2003), und ein weiterer
potentieller direkter Bindungspartner fir CD82 ist das Mitglied der Immunglobulinfa-
milie EWI2/PGRL, welches an der Regulation von Zellmigration beteiligt ist (Zhang et
a., 2003). Eine andere Veroffentlichung beschreibt fir CD82 eine intrazellulare Signal-
kaskade Uber Rho-GTPasen sowie vav (Delaguillaumie et al., 2002). Eine aktuelle Stu-
die schliefdlich hat gezeigt, dass CD82 uber eine Aktivierung der Rho-GTPase Cdc42
mit konsekutiver Freisetzung von Gluthation (GSH) Apoptose induzieren kann
(Schoenfeld et al., 2004).

Zusammengefasst sprechen die vorliegenden Daten fir eine Induktion des Gens Hox-
D3 bei Ligation von CD82 auf CD34" PBPC mittels immobilisierten anti-CD82 mAb.
Bel den untersuchten Leuk&miezellen von Patienten mit AML konnten diese
Expressionsunterschiede nicht gezeigt werden, was fur Defekte der CD82-vermittelten
Signaltransduktion in malignen Leukdmiezellen spricht. cDNA-Array-Clusteranalysen
wéren eine interessante Moglichkeit, um weitere CD82-regulierte Gene in Stammzellen
zu identifizieren und das Versténdnis der intrazelluléren Signaltransduktion von CD82

Zu vertiefen.

4.4 Analyse der LTC-IC-Frequenz bei Kultur mit CD82-Antikorpern

Eine Expression von CD82 auf frihen hamatopoetischen Zellen ist bekannt (Burchert et
a., 1999). Ob dieser jedoch eine funktionelle Bedeutung zukommt, war bisher unklar.
Ziel dieser Studie war daher die Klarung der Frage, ob die Ligation von CD82 einen
Einfluss auf den Erhalt primitiver hdmatopoetischer Zellen hat und ob somit der Ex-
pression von CD82 auf CD34" PBPC eine mogliche funktionelle Bedeutung in der Ha

matopoese zukommt.
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Das frihe Kompartiment der Hamatopoese ist experimentell schwer zuganglich. Eine
etablierte Methode zur in vitro Quantifizierung frihester hdmatopoetischer Zellen mit
Pluripotenz stellt die LTC-IC-Kultur dar (Sutherland et al., 1990). Durch Manipulatio-
nen der Kulturbedingungen bietet sie die Moglichkeit, gezielte Informationen Uber
funktionelle Prozesse der frihesten Hamatopoese zu erhalten (Hogge et al., 1996). Eine
stringentere V orgehenswei se erlauben derzeit nur in vivo Experimente.

Die Zugabe des anti-CD82 mAb zu LTC-IC-Kulturen resultierte in eéinem signifikant
verminderten Gehalt an LTC-I1C. Aufgrund zu hoher initialer Zellkonzentrationen waren
die ersten beiden Experimente nicht konsistent mit dem Modell einer Limiting-Dilution-
Analyse. Eine statistische Auswertung mit Ermittlung der LTC-1C-Frequenzen und ver-
gleichenden Analysen dieser Werte waren daher nicht zul&ssig. Die deskriptive Analyse
der Resultate zeigt jedoch fur alle Zellkonzentrationen die Reproduzierbarkeit der Er-
gebnisse der dritten LTC-1C-Kultur, welche einen signifikant verminderten Gehalt von
LTC-IC in den mit anti-CD82 mADb kultivierten Zellen aufwies. Somit deuten die vor-
liegenden Daten erstmals eine funktionelle Bedeutung von CD82 in der frihen Hamato-
poese an. Zur Erklarung der ursachlichen Mechanismen dieser inhibierenden Effekte
des anti-CD82 mADb bieten sich mehrere plausible Modelle an (Abbildung 4-1).

extrazellulére Matrix

HSC-Mikromilieu- | | Ruhestadium | Apoptose terminale
Interaktion Differenzierung

Abbildung 4-1 Modelle der Effekte einer Ligation von CD82. Die inhibierenden Effekte des CD82-
Antikorpers kénnen einerseits durch einen tatséchlichen Verlust von LTC-I1C in Form von Apoptose oder
terminaler Differenzierung erklart werden. Andererseits kann eine Regulation des Zellzyklus mit einem
konsekutiven Ruhestadium der HSC urséchlich verantwortlich sein. Ebenso mdglich ist eine Modulation
der Interaktionen von HSC und Knochenmark-Mikromilieu.
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Einerseits kann es durch CD82-Ligation zu einem tatsé&chlichen Verlust an LTC-IC
kommen. So ist bekannt, dass der Erhalt von HSC durch Apoptose reguliert wird
(Domen et a., 2000; Domen und Weissman, 2000). Dies ist interessant, da Ergebnisse
unserer Studie einen regulativen Einfluss von CD82 auf das Integrin VLA-4 zeigen und
Adhéasions-induzierende Signale dieses Integrins an der Induktion von Apoptose betei-
ligt sind (Kapur et al., 2001). Zudem haben neuere Daten gezeigt, dass CD82 Uber eine
Aktivierung der Rho-GTPase Cdc42 mit konsekutiver Freisetzung von GSH Apoptose
induzieren kann (Schoenfeld et al., 2004). Gegen diesen ursachlichen Mechanismus
sprechen jedoch aktuelle Experimente unserer Arbeitsgruppe sowie die trotz signifikan-
ter Reduktion relativ hohe Zahl Uberlebender LTC-IC. Die Durchflusszytometrie bietet
zahlreiche Methoden zum Nachweis apoptotischer Zellen (Ormerod, 1998), um in wei-
terfihrenden Experimenten die Bedeutung dieses Mechanismus fur die Effekte der
CD82-Ligation zu klaren.

Ein Verlust von LTC-IC kann auch durch eine verminderte Fahigkeit dieser Zellen zu
selbsterneuernden Teilungen (Petzer et a., 1996; Zandstra et al., 1997) und daraus re-
sultierender terminaler Differenzierung in reife Blutzellen erkl&rt werden (Verfaillie und
Miller, 1995). In diesem Kontext ist interessant, dass die selbsterneuernden Tellungen
durch Zytokine (Zandstra et al., 1997), aber auch durch intrinsische Signale der HSC
reguliert werden. So konnte auch ein Einfluss der Expression von Hox-Genen, wenn-
gleich nicht Hox-D3, auf die Fahigkeit der HSC zu sel bsterneuernden Teilungen gezeigt
werden (Antonchuk et al., 2002; Thorsteinsdottir et al., 2002).

Andererseits kann die Ligation von CD82 einen regulativen Einfluss auf den Zellzyklus
haben, so dass die Proliferation unreifer hdmatopoetischer Zellen inhibiert wird und die
HSC in einem Ruhestadium (Go-Phase des Zellzyklus) verweilen (Hatzfeld et al., 1991,
Sitnicka et a., 1996; Soma et a., 1996). Zudem exprimieren CD34" PBPC im Ruhesta-
dium signifikant weniger VLA-4 (Yamaguchi et a., 1998), was in Anaogie zu Ergeb-
nissen dieser Studie steht. Auch wurde eine Regulation der Zellzyklusprogression bei
HSC durch Rho-GTPasen wie Racl gezeigt (Olson et al., 1995; Gu et al., 2003), welche
an der intrazellularen Signaltransduktion von CD82 beteiligt sind (Delaguillaumie et &,
2002). Welitere Experimente, wie Analysen des Zellzyklus bei HSC mittels durchfluss-
zytometrischer Methoden (Ormerod und Kubbies, 1992), werden die Bedeutung dieses
Mechanismus fir die Effekte der CD82-Ligation zeigen.

Ebenso moglich ist eine indirekte Wirkung des anti-CD82 mAb auf HSC Uber eine Mo-
dulation der Interaktion von HSC und KM-Mikromilieu als Ursache der beobachteten
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Effekte. Zum Einen bilden die Stromazellen des KM-Mikromilieus zahlreiche Faktoren,
die den Erhalt von LTC-IC beeinflussen (Otsukaet al., 1991; Verfaillie, 1993; Verfaillie
et a., 1994; Levesque et al., 1995; Gupta et a., 1996), und bei T-Lymphozyten wurde
eine Modulation der Zytokinsekretion durch CD82 bereits nachgewiesen (Lebel-Binay
et a., 1995a; Lagaudriere-Gesbert et a., 1997a).

Zum Anderen sind Zell-Zell-Interaktionen wichtig fur den Erhalt der LTC-IC im KM
(Bentley, 1981), so dass eine Beeinflussung von Adhésionsprozessen der HSC sicher
ein weiterer moglicher Mechanismus der CD82-Effekte in der Hamatopoese wére. Da-
bei ist neben den proadhésiven Effekten von CD82 besonders der regulative Einfluss
von CD82 auf die Expression von VLA-4 interessant, da dieses Zelladhasionsmolekil
an der Inhibition von Proliferationsprozessen beteiligt ist (Hurley et a., 1995; Verfaillie
und Catanzaro, 1996) und es die Signalkaskade einzelner Zytokine aktivieren kann
(Papayannopoulou et al., 1998). Fir das Tetraspanin CD9 wurde gezeigt, dass die initia
le Zugabe eines anti-CD9 mAb zu D-LTC in einer inhibierten Myelopoese, die Zugabe
zu etablierten Kulturen nach 4 Wochen jedoch in einer gesteigerten Myelopoese resul-
tierte (Oritani et a., 1996). Ein analoges Experiment mit Zugabe des anti-CD82 mAb
sowie die Durchfihrung so genannter ,non-contact” LTC-IC-Kulturen (Verfaillie,
1992; Verfaillie et a., 1994; Breems et a., 1997) wirden die Relevanz direkter HSC-
Stromazell-1nteraktionen fir die beobachteten Effekte kl&ren.

Zusammengefasst zeigen die vorliegenden Ergebnisse eine inhibierende Wirkung der
CD82-Ligation auf den Erhalt normaler primitiver hdmatopoetischer Zellen und deuten
damit erstmals eine funktionelle Bedeutung von CD82 in der humanen Hamatopoese

an. Die urséchlichen Mechanismen mussen weiterf ihrende Experimente kléaren.

4.5 Fazit und Ausblick

Im Rahmen dieser Studie sollte die funktionelle Bedeutung von CD82 in der normalen
und malignen Hamatopoese untersucht werden. Dazu wurde ein monoklonaler CD82-
Antikorper as Ersatzligand fir CD82 eingesetzt. Die Ligation von CD82 durch diesen
Antikorper resultierte in verstérkter Adhéasion sowie in Veranderungen der Zellmorpho-
logie und der Expression von Zelladh&sionsmolekilen. Damit reguliert CD82 offen-
sichtlich essenzielle Eigenschaften hdmatopoetischer Progenitorzellen. Leukamiezellen
von Patienten mit AML scheinen hingegen fir diese Reaktionen zumindest partiell defi-
zient zu sein. Zudem konnte mittels L TC-IC-Kulturen eine Wirkung von CD82 auf das

friheste Kompartiment der Hamatopoese nachgewiesen werden.
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Wenngleich die hier gezeigten Untersuchungen keine abschlief3enden Schlussfolgerun-
gen zulassen, zeigen sie doch erstmals eine Funktion von CD82 im Rahmen der Regula-
tion der humanen Hamatopoese. Ein tiefgreifendes Verstandnis der komplexen Stamm-
zellbiologie ist von erheblichem Interesse, insbesondere vor dem Hintergrund aktuel ler
Ergebnisse, welche ein moglicherweise grof3eres Potenzial hamatopoetischer Stammzel -
len andeuten, als bislang angenommen wurde. Sollten sich diese Hinweise bestétigen,
konnten sich daraus vielfatige Moglichkeiten fur die klinische Anwendung hdmatopoe-
tischer Stammzellen ergeben. In diesem Kontext ist es besonders interessant, dass CD82
insbesondere auch das unreifste experimentell zugangige Stammzellkompartiment zu
regulieren scheint, die LTC-IC. Diese Funktion weiter zu studieren und zudem die
CD82-vermittelte Signaltransduktion in hématopoetischen Progenitoren besser zu ver-
stehen, sollte ein Schwerpunkt weiterer Experimente sein.

Leuk&mien sind schwerwiegende Erkrankungen des ha@matopoetischen Systems, die
noch immer nicht zufriedenstellend behandelt werden kénnen. Die Klarung der Ursa
chen der CD82-Defizienz in malignen Blasten kénnte neue Implikationen fur das Ver-
sténdnis der differenziellen Biologie normaler und maligner Stammzellen ergeben, wel-
che mdglicherweise in neuen Behandlungskonzepten resultieren.

Das Verstandnis der Biologie hamatopoetischer Stammzellen sowie deren leuk&mischen
Gegenspielern weiter zu vertiefen, ist essenziell — moglicherweise kann CD82 dabei ein
weiterer Mosaikstein sain.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Tetraspanine sind eine Gruppe transmembranérer Proteine mit charakteristischem Auf-
bau, die in variabler Expression auf nahezu allen humanen Zellen vorkommen. Ihre
Funktionen sind sehr vielféltig, aber noch immer nicht abschlief?end gekléart. Eine
Hauptfunktion der Tetraspanine ist jedoch die Regulation der Interaktion von Zellen
durch Beeinflussung der Stabilitdt und Kooperation multimerer Proteinkomplexe auf
der Zelloberflache. Uber ihre Rollein der Hamatopoese ist bisher nur wenig bekannt.
Das Tetraspanin CD82 ist bekannt fr seinen inhibierenden Einfluss auf das Metastasie-
rungsverhalten zahlreicher solider Tumoren. Zudem besitzt es die Fahigkeit zur Ausl6-
sung eines kostimulatorischen Signals bei der T-Zell-Aktivierung. Obwohl CD82 auf
hamatopoetischen Progenitorzellen und Leuk&miezellen stark exprimiert wird, war des-
sen Funktion in der Hamatopoese bisher unklar.

Zidel dieser Studie war es daher, Erkenntnisse tber die mogliche Bedeutung dieser Ex-
pression von CD82 auf unreifen normalen und vergleichend auf malignen Progenitoren
zu gewinnen. Dabislang kein natirlicher Ligand fur CD82 bekannt ist, wurde hierzu ein
Antikdrpermodell verwendet. Ein CD82-spezifischer aktivierender monoklonaler Anti-
korper, 50F11, diente as Ersatzligand fur das transmembrandre CD82-Molekdl. In Vor-
arbeiten konnten mit Hilfe dieses Modells eine verstérkte Adh&sion sowie Morpholo-
gieverdnderungen bei normalen hdmatopoetischen Progenitorzellen ausgel dst werden.
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass maligne Blasten im Vergleich zu
normalen Progenitorzellen generell ein Defizit fir die CD82-induzierten biologischen
Effekte zu haben scheinen und dass normale Stammzellen distinkte Effekte nach CD82-
Aktivierung zeigen. Zu nennen wéren hier in erster Linie die CD82-induzierte Adhé&sion
und Morphologieverdnderung wie auch CD82-ligationsspezifische Zelloberflachenregu-
lationen, die in Leukdmiezellen zum Teil hoch signifikant gestort waren. Durch cDNA-
Array-Anaysen wurde Hox-D3 als ein mogliches Zielmolekll der CD82-vermittelten
Signaltransduktion identifiziert. Schliefdlich konnte erstmals gezeigt werden, dass
CD82-Aktivierung mit dem hier genutzten Antikdrpermodell zu einer signifikanten Ne-
gativregulation der LTC-IC-Frequenzen fuhrt. Dies bedeutet, dass CD82 ein Regulator
der frihesten in vitro zugangigen menschlichen Hamatopoese zu sein scheint. Zusam-
mengefasst ist CD82 ein neues Antigen, das in die Regulation der Biologie von hama-
topoetischen Stammzellen involviert und dessen Funktion in Leuk@miezellen einge-
schrankt ist. Die vorliegenden Daten geben Anlass zur weiteren Untersuchung der Rolle

von CD82 in der Hamatopoese.
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Weltgesundheitsorganisation (engl. world health organisation)
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Abbildung 1-1 Modell der selbsterneuernden Teillung und Differenzierung
hamatopoetischer Stammzellen. HSC kdnnen in LT-HSC und ST-HSC
unterteilt werden, wobei erstere im Gegensatz zu letzteren eine unbegrenzte
Fahigkeit zur Selbsterneuerung zu haben scheinen. ST-HSC gehen aus LT-

HSC hervor und differenzieren zu multipotenten Progenitoren (MPP)
(Morrison et al., 1997). Aus diesen kénnen zwei Arten oligopotenter Zellen
hervorgehen, die lymphatischen Progenitoren (CLP) (Kondo et al., 1997) und
die myeloischen Progenitoren (CMP) (Akashi et a., 1999). Uber
Zwischenstufen differenzieren sich diese zu reifen Blutzellen. 7

Abbildung 1-2 Mikrofotografie eines typischen Zellklons, beobachtet an Tag 14
der Methylzellulose-Kultur einer LTC-IC-Kultur (VergrofRerung 100x) 10

Abbildung 1-3 Schematische Struktur der Tetraspanine. Charakteristisch sind vier
hydrophobe transmembranare Doménen (TM 1-4), die zur Ausbildung einer
kleinen, 20-28 Aminosauren (As) langen, und einer grofen, 76-131 As
langen, extrazelluldren Schleife (EC1 und EC2) mit kurzen, weniger as 19
As langen, intrazellul&ren C- und N-terminalen Enden fuhren (Wright und
Tomlinson, 1994; Maecker et al., 1997). Zwischen TM2 und TM3 liegt eine
kurze verbindende intrazelluléare Schleife. Von anderen Proteinen mit vier
transmembrandren Domanen unterscheiden sich die Tetraspanine durch eine
grol3e Zahl konservierter As, die vor alem im Bereich der TM (Wright und
Tomlinson, 1994) und vermutlich spezifischer Motive der EC2 zu finden
sind (Kitadokoro et al., 2001). 12

Abbildung 2-1 Antikorper nach Immobilisation oder in Suspension. Antikorper
konnen auf Plastikoberflachen immobilisiert werden, was as ,, panning*
bezeichnet wird. Alternativ kann die Zugabe der Antikorper als Suspension
im Kulturmedium erfolgen. 22

Abbildung 2-2 Schema der Zeladhasionskultur. In einem 2-Kammer-
Zellkultursystem werden monoklonale Antikérper immobilisiert. Durch
Zugabe von bovinem Serumalbumin sollen unspezifische Bindungen
minimiert werden. Die mAb sollen ortstandige Bindungspartner imitieren,
mit denen bestimmte Zellen Uber spezifische Oberflachenantigene
interagieren kénnen. 24

Abbildung 2-3 Identifizierung von Zelloberfl&chenproteinen durch Fluoreszenz-
markierte Antikorper. Mit den Fluorochromen PE oder FITC markierte
monoklonale Antikdrper binden an spezifische Zelloberfl&chenantigene. Die
Intensitét der Fluoreszenz einer Zelle korreliert danach mit der Expression
des entsprechenden Antigens. 25

Abbildung 2-4 Schematische Darstellung eines Durchflusszytometers. Die zu
anaysierenden Zellen kommen a's Probenstrom in eine Quarzkivette, wo sie
durch den Hiullstrom einer Tragerflissigkeit einzeln zentral aufgereiht
werden. Die Zellen treffen auf einen Laserstrahl, dessen Licht gestreut wird
und der die Fluoreszenzfarbstoffe anregt. Das Streulicht und die emittierten
Fluoreszenzen werden durch Spiegel- und Filtersysteme zu nachgeschalteten
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Detektoren mit Photomultipliern (PMT) als Verstarkern weitergeleitet. Diese
wandeln die Fluoreszenz- und Streulichtsignale in elektrische Impulse um
und senden diese zur Auswertung an einen Computer. 26

Abbildung 2-5 Exemplarische Auswertung ener durchflusszytometrischen
Analyse. Bild A zeigt eine Verteilung der Zellen auf Grund ihrer
morphologischen Parameter (FSC, SCC). Es ist nur eine Zellpopulation
dargestellt, die durch das elektronische gate 1 zur weiteren Auswertung
selektiert wird. Zelltrimmer befinden sich in der linken unteren Ecke. Bild B
zeigt die Verteilung der selektierten Zellen fur die Fluoreszenzparameter FL-

1 und FL-2. Bild C zeigt eine Histogramm-Auswertung der selektierten
Zellen, bei der die Fluoreszenzintensitdt gegen die absolute Zellzahl
aufgetragen wird. Diese Darstellung ermdglicht ene relativ gute
Quantifizierung der Fluoreszenz pro Zelle bzw. innerhalb der Zellpopulation. 27

Abbildung 2-6 Schematische Darstellung einer Limiting-Dilution-Analyse. Auf
die inneren 60 Kammern ener 96-Kammer-Kulturplaite werden
Knochenmark-Stromazellen verteilt. Durch mehrtdgige Kultur wird ein
Zellrasen etabliert, auf welchen Testzellen in drel  unterschiedlichen
Konzentrationen gegeben werden. Die Kulturen werden fur 5 Wochen
aufrechterhalten und anschlief?end einzeln in Methylzellulose-Kulturen
transferiert. Nach 14 Tagen Kultur erfolgt die mikroskopische Auswertung
jeder Kulturkammer durch Detektion der enthaltenen Zellklone. Aus den
ermittelten Daten kdonnen die LTC-IC-Frequenzen elektronisch berechnet
werden. 33

Abbildung 3-1 Repréasentative Bildausschnitte mikroskopischer Fotografien von
auf immobilisierten CD82-Antikdrpern kultivierten Zellen. A) CD34" PBPC;
B) AML 10, ohne morphologisch verénderte Zellen, entsprechend 9 von 13
AML; C) AML 6, mit morphologisch veranderten Zellen in verminderter
Zahl, entsprechend 4 von 13 AML (Vergrofderung 40x). 37

Abbildung 3-2 Boxplot-Darstellung der relativen Expressionsénderung bei CD82-
Ligation. Zelladh&sionskulturen wurden mit 3 Proben normaler CD34" PBPC
und 10 Leukamiezellproben (AML) durchgefiihrt. Getrennt nach CD82-
Antikorper und Isotyp-Kontrolle, wurde fir jede Probe die Expression
definierter ~ Antigene als  mittlere  Fluoreszenzintensitstt  (MFI)
durchflusszytometrisch ermittelt. Zur Quantifizierung der
Expressionsanderung bei CD82-Ligation wurde fir jede Probe der Quotient
aus MFI anti-CD82 und MFI Isotyp-Kontrolle gebildet, welcher zur besseren
V eranschaulichung logarithmiert wurde. Die Darstellung zeigt eine Boxplot-
Verteilung dieser Quotienten, getrennt nach normalen CD34" PBPC
(dunkelgrau) und Leukamiezellen (hellgrau). Jede Box entspricht dem
Bereich vom 1. bis zum 3. Quartil, die Linie représentiert den Median, die
dinnen Linien zeigen die 10. und 90. Perzentile, und Punkte stehen fir
aulBerhalb gelegene Quotienten. Pfeile verweisen auf eine deutliche
Abweichung von der Nulllinie. 40

Abbildung 3-3 Mittlere relative Expressionsdnderung bei CD82-Ligation. Die
Abbildung zeigt fir jedes Antigen, getrennt nach normalen CD34" PBPC
und Leukdmiezellen (AML) den Mittdwert (MW) der relativen
Expressionsénderung  bel CD82-Ligation  mit  seinem  95%-
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Konfidenzintervall. Fir ale Populationen, deren Konfidenzintervall nicht die
0 einschlief}t, wurde ein zweiseitiger Einstichproben-t-Test zur Uberpriifung
der Abweichung von O durchgefiihrt, wobei ein Signifikanzniveau von
a=0,05 definiert wurde. Die ermittelten p-Werte sind angegeben. 41

Abbildung 3-4 Ergebnisse der cDNA-Array-Analyse. Die Abbildung zeigt die
normalisierten Signalintensitéten der zur Nachuntersuchung ausgewahiten
Gene. Es wurden 5 cDNA-Array-Analysen durchgefihrt. Die erste RNA-
Probe wurde aus der initialen, unstimulierten Zellpopulation normaler CD34"
PBPC extrahiert (Tag 0). Die tibrigen Proben wurden aus normalen CD34"
PBPC nach Durchfiihrung einer Zelladhésionskultur mit CD82- oder |sotyp-
Kontrollantikodrper an den Tagen 2 und 4 gewonnen. 42

Abbildung 3-5 Relative Unterschiede der Genexpression zwischen CD82-
Antikdrper und Isotyp-Kontrolle. Fir die zur Nachuntersuchung
ausgewdhlten Gene ist fur die beiden Untersuchungszeitpunkte Tag 2
(dunkelgrau) und Tag 4 (hellgrau) jeweils die relative Anderung der
normalisierten Signalintensitét der mit CD82-Anitkorper kultivierten Zellen
bezogen auf die Isotyp-Kontrolle dargestellt. 43

Abbildung 3-6 Ergebnisse der Nachuntersuchung mittels RT-PCR fir Hox-D3.
Mit 3 Proben normaler CD34" PBPC, 2 Proben von Patienten mit AML und
KGla-Zellen wurden Zelladhésionskulturen mit immobilisierten anti-CD82
mAb (+) und immobilisierter Isotyp-Kontrolle (-) durchgefihrt. Zusétzlich
wurde ein Ansatz mit suspendierten anti-CD82 mAb generiert (sus). Nach 2
Tagen wurde RNA extrahiert. Dargestellt sind die Resultate der
Nachuntersuchung mittels RT-PCR fir das Gen Hox-D3, als Kontrolle der
Methode wurde das Gen 3-Aktin eingesetzt. 44

Abbildung 3-7 Ergebnisse der visuellen Auszahlung der ersten LTC-IC-Kultur.
Die Abbildung zeigt fur jede Zellkonzentration ein Diagramm mit einer
Haufigkeitsverteilung der ermittelten Klonzahl pro Kulturkammer, jeweils
getrennt nach anti-CD82 mAb (schwarz) und I sotyp mAb (grau). 45

Abbildung 3-8 Ergebnisse der visuellen Auszahlung der zweiten LTC-IC-Kultur.
Die Abbildung zeigt fur jede Zellkonzentration ein Diagramm mit einer
Haufigkeitsverteilung der ermittelten Klonzahl pro Kulturkammer, jeweils
getrennt nach anti-CD82 mAb (schwarz) und I sotyp mAb (grau). 46

Abbildung 3-9 Ergebnisse der visuellen Auszdhlung der dritten LTC-IC-Kultur.
Die Abbildung zeigt fur jede Zellkonzentration ein Diagramm mit einer
Haufigkeitsverteilung der ermittelten Klonzahl pro Kulturkammer, jeweils
getrennt nach anti-CD82 mAb (schwarz) und I sotyp mAb (grau). 46

Abbildung 3-10 Grafische Darstellung der geschétzten LTC-IC-Frequenzen der
dritten LTC-IC-Kultur. Fir beide Gruppen der dritten LTC-IC-Kultur
représentiert die untere Linie die obere Grenze des 95%-
Konfindenzintervalls, die mittlere, gepunktete Linie die geschatzte fi rcic
und die obere Linie die untere Grenze des 95%-Konfidenzintervalls. Die
schwarzen Kreise entsprechen den gemessenen Ergebnissen der mit anti-
CD82 mADb inkubierten Zellen, die grauen Quadrate denen der mit Isotyp
mAD inkubierten Zellen. 49
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Abbildung 4-1 Modelle der Effekte einer Ligation von CD82. Die inhibierenden
Effekte des CD82-Antikdrpers kdnnen einerseits durch einen tatséchlichen
Verlust von LTC-IC in Form von Apoptose oder terminaler Differenzierung
erklart werden. Andererseits kann eilne Regulation des Zellzyklus mit einem
konsekutiven Ruhestadium der HSC urséchlich verantwortlich sein. Ebenso
moglich ist eine Modulation der Interaktionen der HSC mit dem
Knochenmark-Mikromilieu. 58
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Tabelle 2-1 Durchflusszytometrisch untersuchte Oberflachenantigene und
verwendete Antikorper. 28

Tabelle 2-2 Untersuchte Gene und eingesetzte Primer. Zusétzlich angegeben sind
die Lange des PCR-Produktes sowie die entsprechende Annealing-
Temperatur. 30

Tabelle 3-1 Klinische Daten der untersuchten Proben von Patienten mit AML. 36

Tabelle 3-2 Differenzielle Effekte fur Adh&sion und morphologische
Veranderungen bei normalen CD34" PBPC und Leukamiezellen von
Patienten mit AML durch Ligation von CD82. 38

Tabelle 3-3 Experimentelle Daten fir die Ermittlung der LTC-IC-Frequenzen. Die
folgende Tabelle fasst digenigen Daten und Ergebnisse der drel LTC-IC-
Kulturen (Abbildung 3-7 bis Abbildung 3-9) zusammen, welche fir die
Berechnung der L TC-1C-Frequenzen bendtigt werden. 47

Tabelle 3-4 Ermittelte LTC-IC-Frequenzen. Angegeben sind die berechneten
LTC-IC-Frequenzen (fLtc.ic) mit Standardfehler (SE) sowie 95%-KI. Mittels
c-Tests wurde die Konsistenz der LTC-I1C-Kultur mit dem Modell der LDA
Uberprift, wobei ein Signifikanzniveau von a=0,05 definiert wurde. Die
Auswertung erfolgte mittels der speziell fir LDA konzipierten Software L-

Cac 1.1 48

Tabelle 3-5 Verhdltnis der LTC-IC-Frequenzen der auf CD82-Antikorper
kultivierten Zellen bezogen auf die Isotyp-Kontrolle. Zur Quantifizierung des
Einflusses der CD82-Ligation auf den Erhalt von LTC-IC wurden die
ermittelten LTC-1C-Frequenzen (f_tc.c) mittels der zur Auswertung von
LDA konzipierten Software L-Calc 1.1 in Relation zueinander gesetzt.
Angegeben ist das Verhdltnis der firc.c der dritten LTC-1C-Kultur mit 95%-

KI. 49
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