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Zusammenfassung

G-Protein-vermittelte Sgndwege in der Akuten Myeloischen Leukamie:
Eine quantitative Genexpressonsandyse
Rudat, Annika

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, ndhere Informationen zur Regul ation von G-Protein-
vermittelten Signalwegen in der Akuten Myeloischen Leukamie zu erlangen.

Dazu wurde mittels quantitativer Real-Time PCR die Expression der G-Proteine G?12 und G?13 sowie
der RGS-Proteine RGS2, RGS16 und p1157"CEF im K nochenmark von Patienten mit Akuter
Myeloischer Leukamie untersucht.

Die Hohe der Genexpression in den Patientenproben wurde mit der in gesunden Kontrollen verglichen.
Es wurde untersucht, ob die Héhe der Genexpression mit bekannten Patientendaten und mit der Prognose
korreliert.

Beim Vergleich mit gesundem Knochenmark zeigte sich in den Patientenproben eine signifikant
erniedrigte RGS2-Expression und eine signifikant erhohte G? 12- und G? 13-Expression.

Fir vier Gene konnte eine Korrelation der Genexpresssion mit dem FAB-Typ gezeigt werden: RGS2 war
signifikant erhoht in den monozytoid differenzierten Leukdmien AML-M4 und -M5, RGS16 zeigte eine
signifikante Erhohung in der AML-M3 und p115%"°EF und G?12 waren signifikant erhoht in den
unreifzelligen Leuk&mien AML-MO und-M 1.

Beim Vergleich der Genexpressionshthe zwischen Patienten mit und ohne I TD-Mutationen von FIt3
konnte fir die Gruppe mit Mutationen eine signifikant erniedrigte RGS2-Expression gezeigt werden.

Fir die Hohe der RGS2- und der RGS16-Expression ergaben sich signifikante Unterschiedein
der Prognose der Patienten: Patienten mit hoher RGS2-Expression zeigten ein vermindertes
Gesamtiiberleben, Patienten mit hoher RGS16-Expression ein vermindertes rezidivfreies Uberleben.
Diese Ergebnisse zeigen, dass G-Proteine und RGS-Proteine, Uber deren Rolle in der Hadmatopoese
bislang wenig bekannt war, in Leukémien vielfaltig reguliert sind. Das weist darauf hin, dasssie auch in
der malignen Hamatopoese wichtige Funktionen innehaben. Insbesondere die RGS-Proteine RGS2 und
RGS16 erscheinen interessant, und ihre Rolle bei der Pathogenese von L eukdmien sollte Gegenstand

weiterer Untersuchungen sein.

Tag der mundlichen Prifung: 04.08.2003
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Einlatung 1

1 Einleitung

1.1 Die Akute Myedoische Leukdmie

1.1.1 Allgemenes

Die Bezeichnung ,,Leukdmi€’ (= weil¥es Blut) wurde 1844 von Rudolf Virchow auf
Grund der Entdeckung einer erheblichen Vermehrung von weil3en Zellen im Blut ener
Petientin gepragt. Heute werden mit diesem Begyriff die bdsartigen Erkrankungen der
wei(3en Blutkérperchen (Leukozyten) bezeichnet.

Nach den Differenzierungsmerkmaen der maignen Zdlen wird zwischen myeoischen
und lymphatischen Leukdmien und nach der Verlaufsform zwischen akuten und
chronischen Leuk&mien unterschieden. So wird die Akute Lymphatische Leukamie
(ALL) von der Chronischen Lymphatischen Leukamie (CLL) und die Akute
Myeloische Leuk&mie (AML) von der Chronischen Myeloischen Leukamie (CML)
unterschieden.

1.1.2 Epidemiologe

Wetwalt tritt die AML mit Inzidenzraten um 2,5 auf 100.000 Einwohnern auf, wobei
das mittlere Erkrankungsdter 65 Jahre betrégt. Die Inzidenz steigt proportional zum
Lebensdter von 1 pro 100.000 bel 40jdhrigen auf 15 pro 100.000 bei 75j&hrigen.
(74)
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1.1.3 Atiologie

Die Atiologie der AML ist bei der Uiberwiegenden Zahl der Erkrankungsfale ungeklar.
Allerdings konnten in den letzten Jahren in epidemiol ogischen Untersuchungen eine
Reihe von Faktoren herausgearbeitet werden, die fir die Entstehung von einem kleinen
Tell der Leukamien von Bedeutung sain konnen. Zu diesen Faktoren gehdren
radioaktive Strahlenexposition (30), Rontgengtrahlenexposition (41), Chemikaien wie
z.B. Benzole (1), Zytostatikawie z.B. Alkylanzien (durchschnittlich 4-6 Jahre nach
Exposition) oder Topoisomerase |1-Inhibitoren (durchschnittlich 1- 3 Jahre nach
Exposition) und auch langjéhriges Zigarettenrauchen (61).

Geschwister von AML-Patienten tragen ein Uberdurchschnittlich hohes Risko,
ebenfdls an einer AML zu erkranken. Dieses Risko it be eingigen Zwillingen
nochmals deutlich erhoht (57).

Mehrere angeborene genetische Erkrankungen wie z. B. Trisomie 21 (73) und Bloom:
Syndrom (56) gehen mit ener erhthten Leukamienzidenz einher.

1.1.4 Pathogenese

Die AML entsteht durch die maigne Transformation einer hdmatopoetischen
Stammzdlle des Knochenmarks und die anschliel¥ende Proliferation des neoplastischen
ZdIklons. Es kommt zur Uberschwemmung des Knochenmarks mit unreifen
Vorlauferzellen der Granulopoese und konsekutiver Verdréngung der normalen
Hamatopoese mit den klinischen Folgeerscheinungen der progredienten
Knochenmarkinauffizienz.

115 KlinischesBild

Die AML zeichnet Sch durch einen plétzlichen Beginn und schnellen Verlauf aus.
Typischerweise berichten die Patienten Uber unspezifische Allgemeinsymptome wie
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Mattigkeit, Abgeschlagenheit, leichten Gewichtsverlugt, Fieber, Knochenschmerzen
Uber eine Dauer von 1-3 Monaten bel Diagnosestellung.

Das Beschwerdebild ist Folge der héamatopoetischen Insuffizienz , dso der Anamie,
Granulozytopenie und Thrombozytopenie. Es besteht vorrangig aus Mudigkeit, Blasse,
Schwindd, Kopfschmerz (Anamie), Blutungsneigung mit petechiden Blutungen und
Schlemhautbl utungen (Thrombozytopenie) und Infektneigung (Granulozytopenie).

Im Blutausstrich Seht man eine deutliche Anisozytose und Poikilozytose der
Erythrozyten. Das weil3e Bluthild zeichnet Sch durch ein Fehlen der mittleren
Entwicklungsstufen innerhdb der Granulopoese aus (Hiatus leucaemicus).

Das Knochenmark ist hyperzdlulér mit mehr as 30% leukamischen Blagten. Im
Zytoplasma der myeloischen Vorstufen finden sch manchmd stdochenférmige
Einschliisse, die Auer- Stébchen genannt werden und ausschlieldich bel der AML
auftreten. Reife Granulozyten und erythrozytopoetische Vorstufen treten ganz in den
Hintergrund.

1.1.6 Diagnose und Klassfikation

Zur Diagnose und Klassfikation der AML werden mehrere sich ergénzende Verfahren
genutzt. Den gemeinsamen Anfang macht die Knochenmarkspunktion. Das so
gewonnene Materia wird dann den unterschiedlichen Verfahren zuge etet:

Morphologie und Zytochemie

Die weit verbreitete FAB- (French- American-Britigh )Klassfikation (2, 3) schlégt eine
Einteilung der AML in acht verschiedene Typen (MO bisM7) vor. Sie basiert auf
zytomorphol ogischen und zytochemischen Methoden (Sehe Tabdlle 1).

Primér wichtig it die Unterscheidung zwischen Zdlen der mydoischen und der
lymphatischen Reihen. Innerhab der myeloischen Leukamien ist die Identifikation einer
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AML-M3 (Akute Promyed ozytenleukamie) wichtig, da sch aus dieser Diagnose eine

gpezifische Therapie ableitet (s.1.1.7).

Be undifferenzierten Leukdmien kann haufig durch Morphologie und Zytochemie

aleine keine genaue Diagnose erfolgen. In solchen Féllen leget die

Immunphénotypisierung eine wichtige Hilfe.

Tabdle 1: FAB-Klassifikation der AML

FAB-

Klassifikation |Erkrankung Zelltyp Zytochemie Haufigkeit

AML-MO akute unreifzellige myeloblastéar, 2-10%
Leukamie minimal differenziert

AML-M1 AML ohne myeloblastar, POX+ 15-20%
Reifezeichen wenig differenziert

AML-M2 AML mit myeloblastar, POX+ 30%
Reifezeichen differenziert

AML-M3 akute Promyelozyten- promyelozytar POX+ 5-10%
leukamie

AML-M4 akute myelomonozytare |myeloblastar, POX+ und
Leukdmie monozytar Esterase+ 15-25%

AML-M4Eo |akute myelomonozytare |wie M4 mit POX+ und
Leukamie Eosinophilie (>5%) |Esterase +

AML-M5a akute Monoblasten- monoblastér POX+ und 10-15%
leukamie Esterase+

AML-M5b akute Monozyten- monozytar POX+ und
leukamie Esterase +

AML-M6 akute Erythroleuk&mie myeloblastéar, PAS+ 3-4%

erythroblastér
AML-M7 akute Megakaryozyten- |megakaryoblastar Esterase+ 2-4%

Leukamie

POX = Myeloperoxidase; PAS = Perjodsdure- Schiff-Reaktion

Esterase = ? -Naphthylacetatesterase

| mmunphanotypisierung

Be der Immunphéanotypisierung werden an der Zeloberfléche liegende Antigengruppen
(Cludters of Differentiation, CD) mit monoklonalen Antikorpern spezifisch

nachgewiesen. An der Oberfléche von Zellen der Hamatopoese konnten annghernd 160

verschiedene Antigengruppen identifiziert werden. Typische myedoische Marker snd
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CD13, CD15, CD33 und be monozytoider Differenzierung CD14. Durch die Auswahl
geaigneter Antikorperkombinationen kann die Differenzierung einer Zelle sowie deren
Reife mit grofer Sicherheit bestimmt werden. Abnorma exprimierte Marker, die nicht
mit der Zdlherkunft Ubereingtimmen, kdnnen helfen, die neoplastischen Zdlen von den
normaen Zdlen zu differenzieren. So kann eine Leukamiezele aus bis zu 10 000
gesunden Zellen detektiert werden, was ba Patienten mit morphologisch unauffaligem
Knochenmark bei der Diagnose der Minimaen Resterkrankung genuitzt wird.

Zytogenetik

Chromosomae Verénderungen kénnen in anndhernd 80% der Patienten mit AML
nachgewisen werden (47). Dazu gehtren Deletionen (50-, 7g-), Inversionen (inv(3),
inv(16)) und spezifische Trand okationen (1(8;21) oder t(15;17)). An der Stelle des
chromosomalen Bruchs kommt es zur Deregulation von spezifischen Genen durch
Genfusion, was zur Leukémieentstehung betragt (59). Oft sind Gene betroffen, die auch
in der Entwicklung der normalen Hamatopoese eine Rolle spielen. Weitere genetische
Verdnderungen in der AML sind numerische Aberrationen wie +8 oder —7. Komplex
aberrante Karyotypen werden in 15% der Félle beobachtet.

Die unterschiedlichen chromosomaen Veranderungen konnen zum Tell den
verschiedenen AML- Subtypen zugeordnet werden:

Be der Promydozytenleukamie (AML-M3) findet sch in 90% die Trandokation
t(15;17). Dabel it das Gen flr den Alpharezeptor der Retinséure (RAR-?) von
Chromosom 17 auf Chromosom 15 transferiert, wo es das Fusionsgen PML/RAR-?
bildet. Es resultiert ein Stillstand der myeloischen Differenzierung auf der Stufe des
Promye ozyten. Dies wird verursacht durch den Verlust der Wildtyp RAR-? - Funktion
und durch die Fahigkelt des Fusonsproteins PML/RAR-? , DNA zu binden und
Komplexe zu bilden, die die Chromatinkonformetion derartig verandern, dass die
Transkription von Genen, die die myed oische Differenzierung kodieren, unterdrtickt
wird (22, 63).

Mit All-trans-Retinséure (ATRA) kann diese Hemmung spezifisch aufgehoben werden.
Somit besteht die Moglichkelt einer gezidlten Therapie.
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Die Trandokation t(8;21), die zur Produktion des Fusionsgenes AML1/ETO fihrt,
findet Schin 18% der Fdlevon AML-M2.

Die Inverson (16) findet sich gehauft bei der AML-M4 mit Eosnophilie

Die Trandokation t(1;22) ist assoziiert mit der AML-M7.

In zahlreichen Studien wurde die prognostische Bedeutung der verschiedenen
Zytogenetischen Aberrationen in der AML-Therapie untersucht (11, 60, 64, 70). Dabel
werden Ublicherwelse drel Prognosegruppen unterschieden: Zur Hochrisikogruppe mit
niedriger Remissiongrate und kurzer medianer Uberlebenszeit gehtren Patienten mit
Verdnderungen am langen Arm der Chromosomen 3, 5, 7 oder 11 sowie Patienten mit
komplex aberranten Karyotypen. Als prognostisch glingtig gelten die Trand okationen t
(15;17) und t(8;21) sowie die Inverdgon 16. Patienten mit einem normalen Karyotyp
oder mit anderen Aberrationen as den zuvor genannten zdhlen zur intermediéren
Prognosegruppe.

Im Rahmen von Studien werden derzeit risikoadaptierte Thergpiekonzepte geprift, bel
denen sch diese unterschiedlichen Prognosegruppen in ener unterschiedlich intensven
Therapie wiederspiegeln.

Molekularbiologie

Auch Veranderungen auf molekularbiologischer Ebene konnen Hinweise zur
Prognosesinschétzung geben:

Bel etwa 30% dler AML-Patienten kann eine Aktivierung der FIt3-
Rezeptortyrosinkinase durch interne Tandemduplikationen (ITD) der juxtamembrangren
Region gezeigt werden (46, 49, 78). Damit igt FHt3 das am haufigsen mutierte Gen in
der AML.

FIt3, dessen Gen auf Chromosom 13q12 lokdigert ist, wird auf frihen
hématopoetischen Vorlauferzellen exprimiert und vermittelt bedeutende Funktionen in
Proliferation, Differenzierung und Uberleben (42, 62). Auch AML-Zdlen exprimieren
Ht3 und kénnen durch den FHt3-Liganden FL zu gestelgerter Proliferation und
Uberleben angeregt werden (38).
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In Zdllinienmoddlen fiihren ITD-Mutationen von FHt3 (FIt3-1TD) zu
ligandenunabhéngiger Ht3- Aktivierung und Zdltransformetion (18, 25, 45, 68).

Das Vorliegen von Ht3-1TD ist assoziiert mit einer sgnifikant schiechteren Prognose
im Vergleich zu Patienten ohne diesen Defekt (43, 46, 58).

1.1.7 Therapie

Die Behandlung der AML besteht aus antileukamischer und supportiver Therapie.

Antileukamische Therapie

Zid i die Eradikation des maignen Zelklons und die Wiederherstellung der normaen
Hamatopoese. Dieses wird erreicht durch eine myel osuppressive Chemothergpie. Diese
sollte méglichat friih nach Diagnosestelung beginnen, um Komplikationen der AML
zuvorzukommen. Eine Chemotherapie der AML sollte im Rahmen von Studien

erfolgen.

Dieinitide Thergpie wird ds Induktionstherapie bezeichnet. Ihr Zid ist das Erreichen
ener kompletten Remisson (CR). Zur Definition der kompletten Remisson der AML
gehe Tabelle 2. Die Induktionstherapie basiert auf der Kombination von Cytarabin,
enem Pyrimidin-Anaogon, mit enem Anthrazyklin. Es bestehen verschiedene
Studienprotokolle, die zum Tell auch eine Doppelinduktion vorsehen.

Tabdle 2: Kriterien der CR in AML (nach (14))

Knochenmark < 5% Blasten
Zdlularitét > 20%

Peripheres Blut ? 1500 neutrophile Granulozyten /ul
? 100 000 Thrombozyten /ul
0% Blasten

Diese Kriterien miissen fir eéne Dauer von mindesten 4 Wochen erfillt sain.
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Im Rahmen der Priméarthergpie werden Remissionen in etwa 70 % der Patienten
erreicht, anhatende Remissionen von mehr ds finf Jahren und damit mégliche Hellung
inetwa30%.

Die nachfolgende Therapie wird a's Postremissionstherapie bezeichnet. Sie dient der
Elimination der Minimaen Resterkrankung (verbliebene maigne Zdlen unterhalb der
morphol ogischen Nachweisgrenze) und somit der Rezidivprévention bzw.
Remissonserhdtung (8).

Die Pogtremissongthergpie untertellt Sch in eine intendve Konsolidierungs-
chemotherapie und eine Erhatungstherapie.

Ein weiteres Thergpiedement in der Postremissiongphase fiir Patienten <60 Jahreist die
alogene Stammzell- oder Knochenmarktransplantation. Dabel wird durch hochdosierte
Chemothergpie und evtl. Ganzkdrperbestrahlung eine totale Mye oablation und somit
eine maximae Reduktion der Leukdmiezellen erreicht. Im Anschluss erfolgt die

Infusion der Stamm- bzw. Knochenmarkzellen eines HLA-kompatiblen Spenders, aus
denen das hamatopoetische System wiederhergestel It wird.

Eine Hauptkomplikation dieser Thergpieist die Graft-versus-host-Reaktion, bei der das
Spender-Immunsystem Empfangergewebe abst6l¥, was zu hoher Morbiditét und
Mortditét fuhrt, gleichzetig aber auch mit enem Graft-versus-leukemia- Effekt und so
mit ener verminderten Rezidivquote einhergeht (28). Weitere Komplikationen kénnen
sch aus der hohen Toxizitét der Konditionierungstherapie und aus der langen
Immunsuppressiven Phase nach der Transplantation ergeben.

Ein funfjahriges krankheitsfreies Uberleben von bis zu 50 % bei einer Rezidivhaufigkeit
von unter 20 % bel Trangplantation in erster CR mit einem HLA-kompatiblen
Familienspender macht die alogene Trangplantation zu einer effektiven Thergpie. Vor
der Planung ener Trangplantation sollte dieser Vorteil jedoch individuell gegen die

oben genannten Risiken abgewogen werden.

Der Stelenwert der autologen Stammzd Itransplantation, bel der in Vollremisson
gewonnene eilgene Stammzel len des Patienten nach einer Hochdos schemothergpie
reinfundiert werden, ist derzeit Gegenstand klinischer Studien.
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Die Mehrhet der Patienten mit AML erleidet ein Rezidiv nach der ersten
Vollremisson. Mit dem Zid, eine erneute Remission zu erreichen, erfolgt eine
Reinduktionstherapie, deren Erfolg stark von der Dauer der ersten Remission abhéangt.
Die zweite Remission dauert oft nur sehr kurz an mit Uberlebensraten von wenigen
Monaten. Hier konnten Studien ein verlangertes krankheitsfreies Uberleben sowohl fir

die dlogene as auch die autologe Stammzd Itransplantation zeigen.

Einen besonderen Stellenwert unter den Leuk&mien nimmt die Promye ozytenleukamie
(AML-M3) mit der Trandokation t (15;17) ein, daleukamische Blasten, die diese
Trandokation aufweisen, durch Retinoide zur terminden Differenzierung gebracht
werden konnen. Mit dl-trans-Retinsaure (ATRA) &8sst sich bel nahezu dlen Patienten
ene komplette Remisson induzieren (29), die dlerdings nicht dauerhaft ist. Deshab
wird zusiizlich eine anthrazyklinhatige Chemotherapie notwendig, die zeitgleich oder
nach Erreichen der Remisson erfolgt. In dieser Kombination konnte fir die Patienten
mit Promye ozytenleuk&mie eine deutliche Verbesserung des krankheitsfreien
Uberlebens erzielt werden.

Supportivtherapie

Zur Bekdmpfung von leukamie- und chemotherapiebedingten Komplikationen ist eine
intensive Supportivtherapie |ebenswichtig. Inshesondere wahrend der Phase der
chemotherapieinduzierten Knochenmarksaplasie mit Panzytopenie, die mehrere
Wochen andauern kann, besteht die Gefahr von |ebensgefahrlichen Komplikationen, in
erser Linie durch Blutungen und Infektionen. Besonders wichtige Ma3nahmen in
dieser Zeit Snd:

1. Subgitution von Blutzdlen
Eine Erythrozytensubtitution sollte durchgeftinrt werden bei andmiebedingter
Symptomatik, spétestens aber bel einem Abfall des Hb-Wertes auf < 8g/dl.
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Eine Thrombozytensubgtitution sollte bel Thrombozytenzahlen < 10 000/l bzw.
beim klinischen Nachwes von Blutungszeichen erfolgen.

2. Antiinfektiose Mal3nahmen
Infolge der leukamie- und therapiebedingten Neutropenie (neutrophile
Granulozyten < 500/pl) Uber mehrere Wochen snd AML-Patienten sehr
infektionsgefahrdet, vor dlem durch Pilzinfektionen und bakteridle Infektionen.
Zur antiinfektiésen Prophylaxe dient die Patientenisolierung in Einzd zimmern
mit Umkehrisolierung. Zur Vermeidung opportunistischer Infektionen erfolgt
e ne saektive Darmdekontamination, eine Pneumocydtis carinii- Prophylaxe und
eine Candida- Prophylaxe.
Infektionen in Neutropenie missen umgehend und konsegquent behandelt
werden. Schon der Infektionsverdacht auch ohne klinisch nachwe sharen Fokus
oder mikrobiologischen Erregernachwels erfordert den sofortigen Beginn einer
empirischen Bretbandantibiose mit sofortiger Umatdlung auf eine gezielte
Antibiotikatherapie nach vorliegendem Resistogramm.

3. Hydrierung
Die thergpie- und/oder leukamiebedingte Zytolyse fihrt zur Erhthung der
Harnsdurespiegel (Hyperurikamie) mit der Gefahr des Nierenversagens und der
Hyperkaidmie. Daher snd unter der Chemotherapie eine ausreichende
Hydrierung mit 3-4 | Fissgkeit pro Tag, sowie eine Harnadkaiserung und die
Gabe eines Urikogtatikums dringend notwendig, insbesondere bei initid deutlich

erhohten Leukozytenwerten.

1.1.8 Ausblick

Die akuten Leukamien gehdren zu den am besten erforschten und charakteriserten
Neoplasien. In den letzten Jahren wurden grof3e Fortschritte im Versténdnis der

Pathogenese der akuten Leukdmien gemacht. An der Leukdmieentstehung beteiligte
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Gene wurden und werden identifiziert, und das Wissen um Faktoren, die Wachstum und
Funktion der Leukamiezellen beeinflussen, Seigt permanent. Es stehen eine Rethe hoch
wirksamer Chemotherapeutika zur Therapie zur Verfigung, mit denen bel den meisten
Petienten eine erste Remission induziert werden kann.

Dennoch bleibt die AML fir die Mehrheit der Patienten eine unheilbare Erkrankung.
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1.2 G-Protein vermittelte Signatransduktion

121 G-Protene

G- Proteine (Guanin-Nukleotid- bindende Proteine) regulieren eine Vielzahl von

phys ologischen Prozessen. Sie kdnnen in zwel Gruppen untertellt werden: die kleinen
monomeren G-Proteine der Ras-Familie und die grof3en heterotrimeren G-Proteine, mit
denen sich diese Arbait befasst.

Heterotrimere G-Proteine Snd ubiquitér. Se stdlen die Grundlage dar fur die
Sgndtransduktion Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) (66).

Dazu gehdren unter anderem Rezeptoren fir Chemokine, Wachstumsfaktoren,
Neurotransmitter, Hormone, Phospholipide etc.

G-Proteine bestehen aus den drei Untereinheiten G?, G? und G?. Im inaktiven Zustand
befinden 9e sch as GDP-bindende Heterotrimere intrazdl lul&r an der Plasmamembran.
Die Aktivierung eines GPCR durch en extrazdluldres Sgnd fuihrt zur Assoziation des
Heterotrimers an den Rezeptor und durch Konformationsdnderung der ? - Untereinheit
zum Austausch des gebundenen GDPs gegen GTP. Daraufhin zerfdlt das G-Proteinin
?- und ??-Untereinheit, die beide an vidfdtige Effektoren binden und so eine
Signdkaskade in der Zdle aud6sen (6).

Dieintringsche GTPase-Aktivitét von G? fuhrt zur Hydrolyse des gebundenen GTP zu
GDP. Daraufhin assoziieren die drel Untereinheiten des Proteins wieder, und das
Rezeptorsignd ist beendet.

Bisher wurden 17 ? -, 5 ?- und 12 ?-Untereinheiten beschrieben, was tiber 800
Kombinationsmdglichkeiten zul&sst (16). Auf der Bas's von Aminosiuresequenz und
Funktion werden G-Proteine nach ihren G? -Untereinhaten in vier Gruppen aufgeteilt:
Gs, Gito, Gg und Gi2, zu der die hier untersuchten Proteine G? 1, und G? 13 gehoren (65).
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Historisch wurden G-Proteine d's Schdter fiir Hormonrezeptoren und Regulatoren von
Second-messenger Systemen betrachtet (20, 50, 66). Sie spielen aber auch eine Rolle
bei der zdluléren Proliferation:

Zehn der 17 bekannten G? - Untereinheiten konnten in enen Zusammenhang mit der
Kontrolle zdlul&rer Proliferation gebracht werden, darunter auch die hier untersuchten
Untereinheiten G? 12 und G? 13, deren aktivierte Mutationen as sehr stlarke Onkogenein
Fibroblasten wirken (33, 71, 76). G? 12 und G? 13 werden auch as gep-Onkogene
bezeichnet .

Auch die Frizzeled- Rezeptoren des Wnt- Signdings Snd G- Protein-gekoppelte
Rezeptoren. Wnt-Sgnding spiet unter anderem eine bedeutende Rolle bel der
Zdlproliferation. Es konnte gezeigt werden, dass Wnt- Sgnawege mit Entwicklung und
Progression von Tumoren assoziiert Sind (4, 55). Bel verschiedenen soliden
menschlichen Krebsarten wie z. B. dem kolorektaen Karzinom, dem Ovaridkarzinom,
dem hepatozd luldren Karzinom etc. liegt eine aberrante Aktivierung des Wnt-
Sgndweges vor (44).

Daten Uber die transformierende Wirkung von G? -Untereinheiten auf die Hamatopoese
liegen bidang nicht vor.

1.2.2 RGS-Proteine

Allgemeines

RGS-Proteine verfligen Uber eine ca. 120 Aminoséuren lange Region mit hoher
Homologie (35). Die biochemische Funktionsweise dieser Region liegt in der
Aktivierung der GTPase-Aktivitét von G? - Untereinheiten mit der Folge der
schndleren Hydrolyse von GTP zu GDP. Dies fihrt zu einer schnelleren Reassoziation
von G? ??-Komplexen und somit zu schnelleren Beendigung des Rezeptorsignas.
Dieser Einfluss auf die Kinetik G-Protein-abhéngiger Sgnde gab den Proteinen den
Namen ,,Regulators of G-Protein Sgnding* (RGS-Proteine).
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Das erge Mitglied dieser Proteinfamilie wurde 1982 mit der Beschreibung von S32in

Saccharomyces cerevisae entdeckt (13).
Das erge bel Saugetieren beschriebene RGS-Protein ist BL34/1R20 (RGS1). Es wurde
1993 auf Grund sainer erhdhten Expresson in ALL-Zdlen identifiziert (27).

Mittlerweile Snd 26 Mitglieder der Familie der RGS-Proteine bekannt, die aus
mindestens sechs verschiedenen Subfamilien besteht:

(A) RGS-GAIP, Ret-RGS1, RGSZ1, RGS17

(B) RGSL RGS2, RGS3, RGH4, RGSb, RGS8, RGS13, RGS16, RGS18
(C) RGS6, RGS7, RGS9, RGS11

(D) RGS12, RGSl4

(E)  Axin, Conductin

(F)  PLISRNO-GEF ppzRIOGEF | ARG

Die RGS-Proteine RGS10 und D-AKAP2 werden wegen ihrer andersartigen Struktur in

keine der genannten Subfamilien eingeordnet.

Die verschiedenen RGS-Prateine zeigen deutliche Unterschiede in ihrer Affinitét zu den
verschiedenen G? -Untereinheiten, wobei auch Uberlappungen exigtieren. Diein dieser
Arbeit untersuchten RGS-Proteine zeigen folgende Affinitét:

RGS2 reguliert G?; und G? 5 (32, 69), RGS16 reguliert G?, G? 9, G? und G? 4 (15, 77,
80) und p115~""CEF G2 1, und G? 13 (37).

Gewebeverteilung

Es konnte gezeigt werden, dass ene Vidzahl von RGS-Proteinen im Gehirn (21) und
im Herzmuskd (67) vorkommen.

Die Expresson von RGS-Proteinen in Zdlen der mydoischen Reihe igt bisher wenig
untersucht worden. In einer der Publikationen, die sch mit diesem Thema befass,
wurde die Expression von RGS2 mittels RT-PCR in gesunden und malignen Zdllen der
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Hamatopoese untersucht. Die Expression von RGS2 war dabel weder in CD 34-
positiven Vorléuferzellen, noch im Knochenmark von gesunden Spendern oder von
Petienten mit CML in chronischer Phase nachweisbar. Die mRNA fand sich jedoch in
einem Grof¥ell der Proben von Patienten mit AML, ALL und CML im Blastenschub
(75).

Quantitative Untersuchungen zur Expression von RGS2 und anderen RGS-Proteinenin
der normalen oder malignen Hamatopoese liegen bidang nicht vor.

Regulation

Verschiedene M églichkeiten der Regulation der Expression von RGS-Proteinen sind
bekannt:

Einige RGS-Proteine werden durch Signale von GPCR induziert, deren
Signdtransduktion sie dann hemmen. Dieses Prinzip der negativen Rickkopplung ist

fur S&t 2 und eine Rethe der RGS-Proteine in Saugetierzellen beschrieben (10, 17, 26).
Auch kann das Signd eines G? -Proteins (z.B. G? ) die Expression eines RGS-Proteins
(beispid sweise RGS2) induzieren, das dann das Signd eines anderen G-Proteins
inhibiert (z.B. G? o) (54).

Aber auch Signde, deren Steuerung nicht primér von GPCR ausgeht, beeinflussen die
Expresson von RGS-Proteinen. So ist beschrieben, dass p53, bekannt as
Tumorsuppressorgen und Mediator von Zdlzyklusarrest und Apoptose, die Expresson
von RGSI16 induziert. Die Uberexpression von RGSI16 inhibiert die G-Protein-
vermittete Aktivierung von MAP-Kinasen. MAP-Kinasen (= Mitogen-aktivierte-
Proteinkinasen) haben eine zentrale Bedeutung in der Steuerung von Proliferation und
Uberleben. Esist somit denkbar, dass die tumorsuppressive Wirkung von p53 durch die
p53-induzierte Expression von RGS16 Uber eine Hemmung der MAPK - Aktivierung
verstarkt wird (9).
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Zusatzliche Funktionen

Neben der ,, RGS-Domaine* verfligen enige RGS-Proteine Uber weitere Protein-
Interaktionsregionen. Dazu gehdrt auch das hier untersucht RGS-Protein p115™°EF,
das neben der RGS-Region auch eine sogenannte ,, dbl-homology domain® (DH-Region)
aufwe s, mit der eskleine GTPasen vom Ras- oder Rho-Typ binden kann.

Durch Bindung an G? 1, oder G? 13 mit sainer RGS-Region und an Rho-Proteine mit
seiner DH-Region wird p115~"C&F gktiv und fiihrt zur Aktivierung von Rho (23, 24).
G-Proteine der Rho-Familie spiden ene wichtige Rolle in zahireichen zdluléren
Prozessen wie z. B. Regulation von Genexpresson, Zdlwachstum, Zdltransformation
oder Induktion von Apoptose. Dartiberhinaus sind einige Mitglieder dieser
Proteinfamilie an Ras-vermittelter maigner ZdItransformation beteligt (81).

Ein weiteres Beipid ist die RGS-Region von Axin. Diese bindet neben G? -
Untereinheiten der G-Protein-gekoppelten Frizzled- Rezeptoren des Wnt- Sgnalweges
(s. 1.2.1) auch den Tumorsuppressor APC. Wnit-Stimulation fihrt zu einer Erhéhung
von ?-Catenin im Zytosol wahrend APC die Stabilitét von ?-Catenin vermindert. ?-
Catenin ist der intrazdlulére Vermittler des Wnt- Sgnaweges. Eine Aktivierung des
Wnt-Signawegesin verschiedenen Tumoren ist bekannt (s.1.2.1). Axin und seine RGS-
Region stehen somit im Zentrum eines wichtigen Transformationsprozesses (79).
RGS-Proteine erflillen dso neben ihrer katalytischen Aktivitét auch die Aufgabe eines
Bindegliedes zwischen heterotrimeren G-Proteinen und anderen Signalwegen.
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1.3  Aufgabengdlung

G-Protein vermittelte Signaltransduktionswege sind an grundlegenden Prozessen von
Proliferation und Uberleben beteiligt. Esist davon auszugehen, dass eine Storung oder
Enthemmung dieser Wege auch bel der Entstehung von Leukamien eine Rolle spielen.
Dennoch igt die Expression von G-Proteinen und RGS-Proteinen in leuk&mischen
Zdlen noch weitgehend unbekannt.

In dieser Arbeit soll die Expresson der G-Proteine G? 12 und G? 13 sowie der RGS-
Proteine RGS 2, RGS 16 und p115~"°-®5F im K nochenmark von Patienten mit AML
sowie in gesundem Knochenmark quantitetiv bestimmt werden. Zidl dieser Arbeit ist
die Beantwortung der folgende Fragen:

1. Gibt es Unterschiede im Genexpressionsniveau zwischen gesunden und
maignen hdmatopoetischen Zdlen?

2. Korrdiert die Hohe der Genexpression mit klinischen Patientendaten oder
bekannten Prognosefaktoren?

3. Beeinflusst das Genexpressonsniveau die Prognose der AML?
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2 M aterial und M ethoden

2.1 Gerdte, Kundstoffmateriaien, Chemikalien

2.1.1 Gede

Sterile Werkbank Hera Safe, Heraeus Sepatech, Deutschland
Begasungsbrutschrank Cytoperm, Heraeus Sepatech, Deutschland
Microcellcounter F-300 von Sysmex Medica Electronics, Deutschland
Zentrifuge 5417R von Eppendorf, Hamburg

Cryofuge M 7000, Heraeus Sepatech, Deutschland

Vortex VF2 von Janke und Kunkel, IKA-Labortechnik, Deutschland
UV-1202 Spectrophotometer von Shimadzu

Blockthermostat BT200, Kleinfeld Labortechnik, Deutschland

ABI PRISM 7700 Sequence Detector, PE Applied Biosystems, Foster City, USA
Primer Express Software, PE Applied Biosystems, Foster City, USA
Power Macintosh 4400

Pipetus-akku von Hirschmann, Deutschland

Eppendorf Research Pipetten, Hamburg

2.1.2 Kunggoffmateridien

Pipettenspitzen von ART Molecular BioProducts, San Diego, USA

Fa con Serologische Pipetten, Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, USA

Facon Blue Max Tubes (15 ml und 50 ml), Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
USA
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Zdlkulturflaschen Nuncdlon Surface, NUNC Brand Products, Danemark
Probengefde (0,5 ml, 1 ml und 2 ml) von Eppendorf, Hamburg
MicroAmp Optica Tubes, PE Applied Biosystems, USA

MicroAmp Optical Caps, PE Applied Biosystems, USA

MicroAmp Optica 96-Well Reaction Plate, PE Applied Biosystems, USA

2.1.3 Chemikdien

RPMI 1640 Medium, Biochrom AG, Berlin

Fetales Kdlberserum FCS, Biochrom AG, Berlin

Penicillin / Streptomycin, PAA Laboratories, Linz, Osterreich
L-Glutamin, Bio Whittaker Europe, Verviers, Belgien

DMSO, Sigma, St. Louis, USA

Ethanol 99,8%, Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe

TRIzol Reagent, GIBCO L.ife Technologies, Gaithersburg, USA
Chloroform, Merck KgaA, Darmstadt

Isopropanol, Apotheke der Universitétskliniken Minster
TagMan PCR Mastermix 2x, PE Applied Biosystems, USA
TagMan Primer und Sonden, PE Applied Biosystems, USA
MMLYV-RT 5x Reection Buffer, Promega, Madison, USA
MMLV-RT 200, Promega, Madison, USA

Oligo-d(T)-Primer, GIBCO BRL, Gaithersburg, USA

RNAs= OUT Ribonuklease Inhibitor, Invitrogen life technologies
dNTP 10mM, Invitrogen life technologies
Pyrokohlensdurediethylester (DEPC), Sigma, St. Louis, USA
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2.2 Zdllinie und Patientenproben

2.2.1 Zdlline

Zur Ergdlung von Standardkurven fir die quantitative Auswertung der TagMan PCR
wird die Zdllinie K-562 genutzt, eine humane Zelllinie aus dem Pleuraerguld einer
Patientin mit CML in terminder Blagtenkrise. Die Zdllinie wurde von Lozzio und
Lozzio 1975 etabliert (39). Sewird fir die vorliegende Arbet freundlicherweise zur
Verfigung gestdlt von dem KMT-Labor der Unklinik Minger.

Esist bekannt, dass K-562-Zdlen RGS 2 exprimieren (75).

Die Zdlliniewird in Kultur gebracht und vermehrt bis ausreichend ZdImaterid fur die
RNA-Isolierung vorliegt. Als Kulturmedium wird RPMI 1640 Medium verwendet.
Hinzugeflgt werden 10% FCS, 2% L-Glutamin und 1% Penicilli/Streptomycin.

Die K-562-Zdlen wachsen ds grof3e runde Einzelzdlen in Suspenson. Se werden bel
37°C in 5% CO», im Begasungsbrutschrank inkubiert und dle zwe bisdrei Tage 1.5
geteilt und neu ausgesit. Die Zdllkonzentration sollte bei 0,1 - 0,5 x 10° Zdlevml

liegen.

Zum Einfrieren der Zellen wird ein Medium aus 70 % RPMI 1640, 20 % FCS und 10 %
DM SO verwendet. Die Zdllen werden zunéchst 24 Stunden bel —70°C und anschlief3end
in flissgem Stickstoff gelagert bis zur weiteren Verarbeitung.

2.2.2 Patientenproben

Eswerden 78 Peatientenproben andysiert. Bei den Proben handdt es sich um
Knochenmarksaspirate von AML-Patienten, diein der 1992er Therapieoptimierungs-
sudie der AMLCG Studiengruppe in Deutschland behandelt wurden. Die
Knochenmarksaspirate wurden zum Zeitpunkt der Erstdiagnose gewonnen. Die
wesentlichen Patientenmerkmade sind in Tabelle 3 dargestelt.
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Tabdle 3: Patientenmerkmae
Patienten n="78
Geschlecht 36 mannlich / 42 weiblich
FAB MO 477 (51%)
M1 1577 (19,2 %)
M2  2U77 (26,9 %)
M3 477 (51%)
M4 2277 (28,2 %)
M5 977 (11,5 %)
M6  2/77 (2,6 %)
M7 077 (0%)
Komplexer Karyotyp 6/59  (11,9%)
I TD-Mutationen 15/78 (19,2%)
Ergebnis der Induktion unbekannt 19/78 (24,3 %)
CR 43/59 (72,9 %)
Tod durch AML 6/59 (10,1 %)
persistierende AML  7/59 (11,9 %)
Hypoplase 359  (51%)
Median Mittelwert ? SD Reichweite
Leukozytenzahl / pl 36200 83347 ? 163244 1100 - 1017000
Thrombozytenzahl / pl 47000 70534 ? 64133 1700 - 325000
Blasten im Knochenmark (%6) 895 78,7? 19,7 20-100
LDH (U / ml) 443 651 ? 500 88 - 2949
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Die vier Kontrollproben sammen von Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphomen chne
histologischen und zytologischen Nachwels einer Knochenmarksinfiltration. Die
Punktion erfolgte zu diagnostischen Zwecken.

Von dlen Patienten liegt eine schriftliche Einversténdniserklarung zur
Knochenmarkspunktion vor.

2.3 Isolierung der RNA

Die RNA der Zdllinie K-562 und die RNA des K nochenmarks werden mit TRIzol
isoliert, einer monophasischen Lésung von Phenol und Guanidin-Isothiocyanat.

1. Homogenisierung
Mit 1 ml TRIzol werden 5-10 x 10° Zdlen durch mehrfaches Pipettieren lysiert.
Anschlief3end werden die Proben 5 min bei Raumtemperatur belassen, um eine

vollstdndige Dissoziaion der Kernproteine zu ermdglichen.

2. Phasenseparation
Nach Hinzufligen von 0,2 ml Chloroform werden die Resktionsgefd3e 15 sec kréftig
mit der Hand geschiittelt und dann fir 3 min bel Raumtemperatur bel assen.
Anschlief3end werden die Proben 15 min bel 12 000 g be 4°C zentrifugiert. Es erfolgt
ene Auftrennung in ene untere rote Chloroform- Phenol- Phase, eine die denaturierten
Proteine enthadtende weildiche Zwischenphase und eine obere wassrige Phase, die die

Nukleinsduren enthdt.

3. Préazpitation der RNA
Die wéssrige Phase wird vors chtig abgehoben und in ein neues Reaktionsgefald
trandferiert. Esfolgt die Fallung der RNA mit 0,5 ml Isopropanol. Die Proben werden
10 min bei Raumtemperatur inkubiert und danach 10 min bei 12 000 g bel 4°C
zentrifugiert. Es bildet 9ch eine schtbare RNA-Ansammlung am Boden des
Resaktionsgefal3es.
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4. Waschen der RNA
Die folgenden Schritte finden auf Eis Satt.
Der Ubergtand wird entfernt. Die Nukleinsiuren werden mit 1 ml Ethanol 75%
sugpendiert und durch erneutes Zentrifugieren bei 7500 g bel 4°C wieder ausgefdllt.
Dieses Waschen wird zweima durchgeftihrt. Anschlief3end wird die RNA fir 10 min
luftgetrocknet.

5. Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration
RNA besitzt ein Absorptionsmaximum bel einer Wdlenldnge von 260 nm. Bel dieser
Wellenlénge entspricht eine optische Dichte (OD) von 1,0 definitionsgemél3 einer RNA-
Konzentration von 40 pg/ml. Daraus ergibt Sch fir die Berechnung der RNA-
Konzentration in den Proben folgende Forme!:
Eze0 X 40 X Verdinnungsfaktor = RNA (ug/ml)

Neben der Messung bel 260 nm erfolgt eine weitere Messung be einer Wellenlange von
280 nm. So kann Uber die Bildung des Quotienten Exgo/ Exgo die Reinheit der RNA
ermittelt werden: Werte grofier ds 2,0 weisen auf eine hohe Reinheit hin, wéhrend
Werte kleiner ds 1,8 fir eine Kontamination der Probe mit Proteinen sprechen.

Bis zur weiteren Verwendung werden die Proben bel —70°C gelagert.

24 Herstdlung der cDNA durch Reverse Transkription

Als Auggangamaterid dient die (wiein 2.3 beschrieben) zuvor isolierte RNA.
Mit dem Enzym Reverse Transkriptase, einer aus Retroviren sammenden RNA-
abhangigen DNA-Polymerase, wird ein DNA-Strang hergestelt, der zur RNA
komplementéar ist und a's cDNA (complementary DNA) bezeichnet wird.

Die hier verwendete Reverse Transkriptase entsammt dem Moloney murine leukemia-
Virus (MMLV) und wird aus transfizierten E. coli Bakterien gewonnen. Als Substrat
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der Reversen Transkriptase dienen die Desoxynukleos dtriphosphate dATP, dCTP,
dGTP und dTTP, die zusammen as dNTPs bezeichnet werden. Diese werden unter
Abspaltung von Pyrophosphat an das 3’ - Ende des neu geschriebenen Strangs
angehangt. Fur die Subgiraterkennung durch die Reverse Transkriptaseist die
Anwesenheit von Mg’ *-onen erforderlich. Als Primer dient ein Oligonukleotid, das nur
aus Thymidinnukleotiden besteht und so spezifisch mit dem fir mRNA
charakteristischen PolyA-Schwanz am 3 -Ende hybridisiert, nicht aber mit der rRNA
und tRNA.

Die genaue Versuchsanordnung erfolgt wie im Folgenden beschrieben:

Reaktionsansatz 1:

1 ug RNA in 15,7501 DEPC-Wasser
1 yl Random Primer
1 pl RNAse out

Der Reaktionsansatz wird fur finf Minuten bel 70°C inkubiert (Denaturierung der
MRNA), dann einige Sekunden auf Eis gelegt und schliefdich zehn Minuten be
Raumtemperatur bel assen.

Reaktionsansatz 2 wird dazugegeben:

5 pl M-MLV-5x-Reaction Buffer (250 mM Tris-HCI, 375 mM KCl, 15 mM MgCh, 50
mM DTT)

1,25 pl dNTP (10mM)

1y M-MLV-RT

Esfolgt eine Inkubation von einer Stunde bei 42°C und anschlielfendes Erhitzen auf
70°C Uber 15 Minuten. Schliefdich wird die so gewonnene cDNA auf ein Endvolumen
von 200ul mit DEPC-Wasser verdinnt.

Bis zur weiteren Verwendung wird die cDNA bel —20°C gelagert.
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25 TagMan PCR

2.5.1 Prinzip der Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Mit der Polymerase K ettenreaktion (PCR) kann ein zwischen zwel bekannten
Basensequenzen liegender DNA-Abschnitt durch sich wiederholende Zyklen annghernd
exponentid| amplifiziert werden.

Im ersten Schritt eines PCR-Zyklus fihrt eine Temperatur von 92°C zur Aufspaltung
der DNA-Doppedsdrange in Einzd strénge (Denaturierung). Anschlief3end kommt es bel
Temperaturen um 52-56°C zur Anlagerung von spezifischen Oligonukleotiden (Primer),
die komplement&r zu den 5 -Enden des zu amplifizierenden Bereiches auf den DNA-
Stréngen sind (Anneding). Die Primer dienen ds Ansatzadlen fur die Tag- Polymerase,
ene hitzestabile DNA-Polymerase, die aus dem Bakterium Thermus aquaticus isoliert
wird und im dritten Schritt bel 72°C den DNA-Abschnitt zwischen den Primern
gynthetisert (Extenson). Mit jedem Zyklus verdoppelt Sch so die Anzahl der Kopien
des zu amplifizierenden DNA-Abschnittes.

2.5.2 Prinzip der TagMan PCR

Durch die TagMan PCR ist gleichzeitig zu einer Amplifikation auch ein spezifischer
Nachweis des PCR-Produktes moglich. Aul¥erdem lésst die TagMan PCR zuverldssige
Ruckschitisse auf die Menge an eingesetzter cDNA zu.

Die TagMan PCR macht sich die 5'-3' - Exonuklease- Aktivitét der Tag-Polymerase zu
Nutze. Eine spezidlle Sonde, deren 5'-Ende mit einem fluoreszierenden Reporter-
Farbstoff markiert ist und deren 3'-Ende einen Quencher- Farbstoff trégt, hybridisert
wahrend der PCR zunéchst zwischen den Primern an den Matritzen-cDNA-Strang. Die
Fuoreszenz des Reporter-Farbstoffeswird dabei durch die réumliche Néhe zum
Quencher unterdriickt. In der Extensonsphase trifft dann die Tag-Polymerase auf die
Sonde, wodurch die 5'-3'-Exonuklease- Aktivitét der Tag-Polymerase aktiviert und die
Sonde geschnitten wird. Die réumliche Néhe zwischen Reporter und Quencher wird
unterbrochen, und es kommt zu einem Huoreszenzsignd, das mit dem ABI PRISM
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7700 Sequence Detector erfasst wird. Das detektierte Signd ist sequenzspezifisch, da
nicht vollstandig bindende Sonden vor der Aktivierung der Exonukleasesktivitét der
Tag-Polymerase vom DNA-Strang verdrangt werden, es aso nicht zu einem Signd
kommt.

Entsprechend der Anreicherung des PCR- Produktes nimmt die Fluoreszenz mit jedem
PCR-Zyklus zu. Der ABI PRISM 7700 Sequence Detector misst die Fluoreszenzsgnale
in Echtzeit und ergtellt fir jede Probe eine Amplifikationskurve, die die Signdintensitét
(?Rn) in Relaion zur Zykluszahl zeigt. Der sogenannte Threshold Cyde (Ct-Wert)
entspricht dabei der Zykluszahl, bei der erstmas ein exponentieller Angtieg der
Reporterfluoreszenz erfolgt. Der Ct-Wert ist abhangig von der eingesetzten
Startkopienzahl; in einem PCR- System mit 100% Effizienz fhrt eine Verdopplung der
Startkopienzahl zu einer Abnahme des Ct-Wertes um einen Zyklus.

Da die verwendete Polymerase AmpliTagq Gold eine signifikante Aktivitét schon be
Temperaturen von > 55°C zeigt, kdnnen bel dem TagMan PCR Programm die
Einzd schritte Annedling und Extenson zu einem Schritt zusammengefasst werden. Es
kann aso auf eine separate Extension bel 72°C (s. 2.5.1) verzichtet werden.

2.5.3 Quantifizierungsstrategien

In Verdinnungsreihen aus K562- Zdllinien cDNA (zweifache Verdiinnungsschritte Gber
funf Verdinnungsstufen, siehe auch Abbildung 1) wird die Expresson der Zid sequenz
und der endogenen Referenz GAPDH gemessen. Daraus werden Standardkurven fir die
Zidsegquenz und fir die endogene Referenz GAPDH ergdt. Fiir jede einzelne Probe
wird Uber den jewelligen Ct-Wert die diesem Wert entsprechende Menge an
Zidsequenz bzw. an endogener Referenz berechnet. Dann werden die Zid sequenzwerte
durch Divison auf die endogene Referenz normdisert. Die Ergebnisse driicken somit

en redives Expressonsniveau aus.
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Abbildung 1: Beispid fir ene Verdinnungsrethe in einfacher Ausfiihrung

2.5.4 Verwendete PCR-Primer und Sonden

Die PCR-Primer und Sonden werden mit der Primer Express Software von Perkin
Elmer/Applied Biosystems (Foster City, USA) ausgesucht.
Bei der Auswahl der Primer sollte berticksichtigt werden:

Primer:

Lange 18-30 Basen

G+C-Gehdt: ca. 20-80%

Maglichst keine Poly(T)-Bereiche (ungpezifische Bindungen)
Moglichst keine paindromischen Sequenzabschnitte

Keine 3 -Komplementaritét (Primer- Dimer- Geféhrdung)
Amplicon-Lange: optima ca. 75-150 bp

GAPDH forw.: 5 GAA GGT GAA GGT CGGAGT C3
GAPDH rev.: 5 GAA GAT GGT GAT GGGATTTC 3
RGS2 forw.: 5 CAGGCA GTGGCCACAAGAGCGAZ3T

RGS2 rev. STTT GTA AGA AGT AGC TCA AACGGG 3
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RGS16 forw.: 5 ATGTGCCGCACCCTGGC3Z
RGS16 rev.: 5 GTGAAGAAA GATCCCCAGACGT?3J

pl115R°CEF forw.: 5 TGC CGG GAA ATT CTA CACCA 3
pl15~MCEF rey: 5 ATA GTC CTT GAG CCT CAG CAG G3

G? 12 forw.: 5 AGA CGGAACCGCAGCAAG3Z
G?12rev.: 5 ACGAAGCGGACGTTCTCG3

G? 13 forw.: 5 CCCTTATACCACCACTTCACCACSZ
G?13rev.: 5 TCCTTCACGTCGCGGAAA T

Eine TagMan PCR-Sonde besitzt die folgenden Charakteristika:

- 5 -Reporter- Farbstoff (FAM oder VIC)
- 3-Quencher-Farbstoff (TAMRA)
- 3'-OH-blockierendes Phosphat

Der fluoreszierende Reporter- Farbstoff FAM (6-Carboxy-Fluorescein) ist kovaent an
das 5’ -Ende der Sonde geknuipft. Der Quencher-Farbstoff TAMRA (6-Carboxy-
Tetramethylrhodamin) wird Uber ein Linker- Arm-Nukleotid an das 3'-Ende der Sonde
gebunden. Schlieldich wird die Sonde noch phosphoryliert, um eine Extension des 3'-

Endes wahrend der PCR zu verme den.

Bel der Sondenauswahl sollte beriicksichtigt werden:
- Das’5'-Ende der Sonde sollte nah beim 3'-Ende des Primers liegen (<60
Basen).
- Die Sondenlénge sollte 20-30 Basen betragen.
- GC-Gehdt: 40-60%, keine Poly-Gs
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- Am5-Ende der Sonde sollte kein G liegen (Gefahr des Autoquenchings).
- Esslite keine Komplementaritdt zu den Primern bestehen.

Sonden: GAPDH: 5 CAA GCT TCC CGT TCT CAGCC 3
RGS2: 5 AGA AGC GAG AAA AGA TGA AAC GGA CCC
T3
RGS16: 5 CCT TCC CCA CCA CCT GCCTGG 3
pl1157°-GEF 5 TCA ACC AAG CCG TGC GTGACA TG 3
G?12: 5 CTT CCA CCA CTT CACCACCGCCA 3
G?13; 5 CTA TCA ACA CGG AGA ACA TCC GCC 3

Die Kombinationen von Primern und Sonden werden so gewahlt, dass eine Exon Exorr

Grenze Uberbrtickt wird, um die Vervidfatigung von genomischer DNA zu vermeiden.

2.5.5 Vorgehen

Als Auggangsmaterid dient die zuvor mittels Reverser Transkription hergestelte
cDNA.

Der Reaktionsansatz fur die TagMan PCR setzt sich aus den folgenden Bestandteilen

Zusammen:

Komponenten Volumen
TagMan Mastermix 2x 25ul
Forw Primer (10 uM) 0,225 ul
Rev Primer (10 uM) 0,125ul
Sonde (10 uM) 025 ul
DEPC-Wasser 74l

20u
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Dazugegeben werden 5 pl cDNA. Das entspricht der cDNA aus 25 ng RNA.

Die PCR wird in dem ABI PRISM 7700 Sequence Detector nach folgendem Programm
durchgeftihrt:

1. UNG-Verdau 50°C fir 2 min
2. AmpliTag Gold-Aktivierung 95°C fur 10 min
3. Denaturierung der DNA 95°C fir 15 sec
4. Primeranlagerung und DNA-Synthese 60°C fir 1 min

(Anneding und Extension)

Die Schritte 3. und 4. werden entsprechend der PCR-Zyklenzahl 40 ma wiederhalt.

Alle Patientenproben werden stets S multan gemessen. Eine 96 well-Platte trégt dso 78
Patientenproben, 4 Kontrollproben mit gesundem Knochenmark, 10 K-562- Proben mit
der Verdiinnungsreihe, die doppdt (2 x 5) gemessen wird, und 2 Leerproben.

Alle Messungen werden mindestens zweifach durchgeftihrt. Fir die weiteren

Berechnungen wird der Mittewert der belden Messungen verwendet.

2.6 Statistische Datenandyse

Die gatigtische Datenandyse erfolgt mit dem Programm SPSS 1.0 fir Windows.
Zum Vergleich zweier Gruppen mit ungleicher Varianz dient der Mann-Whitney-U-
Tedt (quantitetive Variablen). Mittelwerte der einzelnen Gruppen werden mit der One-
way-Anayses of Variance (ANOVA) verglichen. Vergleiche zwischen den
verschiedenen Variablen werden mit der bivariaten Korrelation nach Pearson
durchgefiihrt.
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Die K gplan-Meier-Uberlebenskurven fiir die Endpunkte Riickfal, Tod und Letzter
Kontakt werden durch den Log-Rank-Test verglichen. Patienten mit einer dlogenen
K nochenmarktransplantation werden zu deren Zeitpunkt zensiert.

Die Tests werden zweisaitig durchgeftinrt. P-Werte < 0,05 werden as signifikant

engeduft.
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3 Ergebnisse
3.1 Allgemeines

In bel Erstdiagnose gewonnenen Knochenmarkproben von Petienten mit Akuter
Myeloischer Leukdmie wurde die Expression von G-Proteinen und RGS-Proteinen
untersucht. Die wichtigen Patientencharakteristika sind der Tabelle 3 (2.2.2) zu
entnehmen. Nach der RNA-Isolierung und Reversen Transkription erfolgte die Messung
der Genexpressionshthe mittels quantitativer Red-time RT-PCR.

Die 78 Patientenproben wurden zusammen mit den vier gesunden Kontrollen und ener
Standardkurve aus Zweifachbestimmungen von finf seridlen Verdiinnungsstufen der
Zdllinie K-562 auf einer 96-wdl-Platte gemessen. Alle Proben wurden somit
gleichzeitig andysert. Jede Messung erfolgte mindestens zweimal. Der Vergleich der
Ergebnisse aus den Doppel bestimmungen zeigte einen hohen Grad an
Reproduzierbarkeit (Sehe Abbildung 2).

Insgesamt wurden sechs Gene gemessen: Das Housekeeping-Gen GAPDH, die G-
Proteine G? 1o und G? 13 und die RGS-Proteine RGS2, RGS16 und p1157M-CEF,

Be den im Folgenden dargestellten Messergebnissen handelt es sch um reative Werte
in Bezug zur Genexpression der Zdlinie K-562, wie in Kapitd 2.5.3 beschrieben. Alle
Messergebnisse wurden zudem auf GAPDH normaisiert, um Unterschiede in der
Menge der der einzelnen Patientenprobe zugrundeliegenden cDNA auszugleichen.
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Abbildung 2: Ct-Werte zweier unabhéngiger Andysen der GAPDH-Expression

3.2 Vergleich der Genexpression zwischen AML-Patienten und Gesunden

Zunéchgt sollte die Frage beantwortet werden, ob ein Unterschied im Expressonsniveau
zwischen den AML-Petienten und den Kontrollen mit gesundem Knochenmark bestett.
DafUr wurden die Messwerte der beiden Gruppen mit dem Mann-Whitney-U-Test fir
quantitative Werte mit ungleicher Varianz verglichen. Ein signifikanter Unterschied

wurde bel einem Sgnifikanzniveau von p ? 0,05 angenommen.

Fur die Expression der Gene RGS2, G? 12 und G? 13 konnte ein sSgnifikanter
Unterschied zwischen den AML-Patienten und den gesunden Kontrollen gezeigt
werden. RGS16 und p1157"°-5F unterschieden sich nicht signifikant in den beiden

Gruppen.
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321 RGS2

Die Expresson von RGS2 war in den Patientenproben niedriger asin den gesunden
Kontrollen (Sehe Tabelle 4 und Abbildung 3).
Dieser Unterschied war auf einem Niveau von p = 0,023 sgnifikant.

Tabelle 4:

AML Gesund
N 78 4
Mittelwert 69,00 156,77
Median 36,59 118,43

400

2004

200

100

RGS2-Expression

gesund AML

Abbildung 3: Vergleich der Expresson von RGS2 im Knochenmark von AML-
Patienten und gesunden Kontrollen.
Der Boxplot zeigt die Interquartilbereiche mit 50 % der Werte, den
Median und die htchgter/niedrigsten Werte ohne Ausreil3er und
Extremwerte
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322 G?12

Die Expression von G? 12 war in den Patientenproben im Vergleich zum gesunden
Knochenmark erhoht (Sehe Tabdle 5 und Abbildung 4). Dieser Unterschied ist

sgnifikant auf einem Niveau von p = 0,002.

Tabelle5:

AML Gesund
N 78 4
Mittelwert 20,83 5,78
Median 15,56 5,89
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Abbildung 4: Vergleich der Expresson von G? 12 im Knochenmark von Petienten mit
AML und in gesundem Knochenmark.
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323 G?13

Die Expression von G? 13 war in den Patientenproben im Vergleich zum gesunden
Knochenmark erhtht (Sehe Tabelle 6 und Abbildung 5). Dieser Unterschied war
ggnifikant auf eéinem Niveau von p = 0,008.

Tabelle 6:

AML Gesund
N 78 4
Mittelwert 10,81 4,89
Median 8,38 4,80

0
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gesund AML

Abbildung 5: Vergleich der Expresson von G? 13 im Knochenmark von Patienten mit
AML und in gesundem Knochenmark.




Ergebnisse 37

3.3 Genexpresson und FAB-Typ

Es sollte untersucht werden, ob das Expressionsniveau der G-Proteine und RGS-
Proteine mit dem FAB-Typ korreliert. Dafr wurden die Messwerte der verschiedenen
Gruppen mit dem Mann-Whitney-U-Test flr quantitative Werte mit ungleicher Varianz
verglichen. Ein sgnifikanter Unterschied wurde bei einem Signifikanzniveau von p ?
0,05 angenommen. Der FAB-Typ war fir 77 der 78 Patienten bekannt.

Fur dle drei RGS-Proteine und fir Galphal2 konnten statistisch sgnifikante
Korrelationen gezeigt werden. Die G? 13-Expression korrdlierte nicht mit dem FAB-

Typ.

331 RGS2

Abbildung 6 zeigt einen Uberblick tiber die RGS2- Expression in den verschiedenen
FAB-Typen.
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Abbildung 6: RGS2-Expresson in Abhéngigkeit vom FAB-Typ.
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Bem Vergleich der einzdnen FAB-Typen konnte fur die AML-M4 eine sgnifikente
Erhéhung (p = 0,027) der RGS2-Expression gezeigt werden (Sehe Abbildung 7). Von
den 22 Patienten mit AML-M4 hatten drel Patienten eine AML-M4eo. Diese drei
Patienten mit AML-M4eo unterschieden sich in der RGS2- Expression nicht von den
{ibrigen Patienten mit AML-M4.

Verglich man die RGS2- Expression fir die monozytoid differenzierten AML-M4 und
AML-M5 zusammengenommen mit den Ubrigen Patienten ergab sich ebenfdlsan
sgnifikanter Unterschied. Die Expresson in AML-M4 und —M5 zusammen war auf
einem Signifikanzniveau von p = 0,023 erhéht (Sehe auch Abbildung 8).

Die Unterschiede im Bereich der anderen FAB-Typen waren nicht Sgnifikant. Auch die
niedrige Expresson in der AML-M3 war mit p = 0,088 nicht gnifikant erniedrigt.

400

2004

100
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Abbildung 7: RGS2-Expresson von Petienten mit AML-M4im Veglech zudlen
anderen Patienten.
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Abbildung 8 RGS2-Expresson von Petienten mit AML-M4 und M5 im Verglech zu

dlen anderen Patienten.
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3.3.2 RGSI16

Abbildung 9 zeigt einen Uberblick tiber die RGS16-Expression in den verschiedenen
FAB-Typen.Bem Vergleich der verschiedenen FAB-Typen zeigte Sch eine Sgnifikante
Erhthung der Expression von RGS16 in der AML-M3 (p = 0,047; siehe auch
Abbildung 10). Die anderen FAB-Typen unterschieden sch im Expressonsniveau nicht
sgnifikant.
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Abbildung 9: RGS16-Expresson in Abhéngigket vom FAB-Typ
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Abbildung 10: RGS16-Expression von Petienten mit AML-M3



Ergebnisse 41

3.3.3 pl1sRho-GEr

Abbildung 11 zeigt zunéchst einen Uberblick tiber die p115~"*CEF- Expression in den
verschiedenen FAB- Typen.
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Abbildung 11: p115-Expression in Abhangigkeit vom FAB-Typ.

Im Vergleich der einzelnen FAB-Typen unterenander fand sich die Expression von
p115~"°-CEF qgnifikant erhoht (p = 0,045) bei Patienten mit unreifzelliger Leukamie
(AML-MO oder -M1; sehe auch Abbildung 12).

Die anderen FAB-Typen unterschieden sich nicht signifikant in der p1157M-GEF-

Expresson



Ergebnisse 42

150

100 —_—

S0 o

pl18-Expression

N= 58 18
alle anderen AML-MO und -h9

Abbildung 12: p115-Expresson in unreifzdliger Leukémieim Vergleich zu dlen
anderen Petienten.

334 G?12

Abbildung 13 zeigt einen Uberblick tiber die Expression von G? 12 in den
verschiedenen FAB-Typen.

Beim Vergleich der enzelnen FAB- Typen konnte fir die unreifzelligen Leukémien
(AML-MO und -M1) eine signifikante Erhthung (p = 0,032) der G? 12-Expression
gezeigt werden (sSehe auch Abbildung 14).

Die anderen FAB- Typen unterschieden sch nicht sgnifikant in der G? 12-Expresson.
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Abbildung 13: G? 12-Expresson in Abhangigkeit vom FAB-Typ
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Abbildung 14: G? 12-Expresson von Pdtienten mit unreifzdliger Leukamie
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34 Genexpresson und I TD-Mutationen

Mit dem Mann-Whitney-U-Test fur quantitative Werte mit ungleicher Varianz wurde
untersucht, ob das Expressionsniveau der G-Proteine und RGS-Proteine sich signifikant
unterschied bei Patienten mit I TD-Mutationen von Ht3 und Patienten mit Ht3-Wildtyp.
Be 15 der 78 Patienten liegen I TD-Mutationen vor.

Es konnte gezeigt werden, dass die Expresson von RGS2 in Petienten mit ITD-
Mutationen signifikant erniedrigt war (p = 0,044; sehe Abbildung 15). Die Expresson
von G? 13 war ebenfdls deutlich erniedrigt, mit p = 0,055 aber aul}erhab des statistisch
ggnifikanten Niveaus (Sehe Abbildung 16). Die Expresson der anderen Gene
unterschied sich zwischen den beiden Gruppen nicht.
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Abbildung 15: Vergleich der RGS2- Expresson zwischen Petienten mit ITD-
Mutationen von Ht3 und FIt3-Wildtyp.
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Abbildung 16: Vergleich der G? 13-Expresson zwischen Patienten mit ITD-
Mutationen und Ft3-Wildtyp.
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35 Korrdation der Genexpresson mit songtigen Patientenmerkmaen

Mit dem Mann-Whitney-U-Test fir quantitative Werte mit ungleicher Varianz und mit
der bivariaten Korreation nach Pearson wurde untersucht, ob das Expressionsniveau
der G-Proteine und RGS-Proteine mit den folgenden Petientendaten korrelierte:

- BExtramedull&re Manifestation

- Initide Leukozytenzahl

- Initide Blagenzahl im Blut

- Initide Blastenzahl im Knochenmark

- IntideLDH

- Infektionshéufigkeit

- Ergebnisnach Kurs 1

- Zdlularitét seben Tage nach Kurs 1

- Blagten im Knochenmark sieben Tage nach Kurs 1
- Ergebnis nach Kurs 2

- Zdlularitét Seben Tage nach Kurs 2

- Blagten im Knochenmark sieben Tage nach Kurs 2
- Induktionsergebnis

- Zytogenetik

Fur diese Daten konnte keine Korrelation mit der Expression der untersuchten Gene
aufgezeigt werden.
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3.6 Genexpresson und Prognose

Es sollte untersucht werden, ob das Expressionsniveau der G-Proteine und RGS-
Proteine mit dem rezidivfreien Uberleben oder dem Gesamtiiberleben der AML-
Petienten assoziiert ist.

Die Patientenproben wurden fir jedes Gen in zwei Gruppen geteilt: eine Gruppe mit
hoher Expression und eine Gruppe mit niedriger Expresson. Die Gruppen wurden nach
dem Mittelwert der jeweiligen Genexpression getrennt. Es wurden Kaplan-Meier-
Diagramme erstdlt, die mit dem Log-Rank- Test auf einen sgnifikanten Unterschied
verglichen wurden. Ein solcher wurde bei einem Signifikanzniveau von p ? 0,05

angenommen.

Fur die RGS-Proteine RGS2 und RGS16 ergaben sich sgnifikante Unterschiede. Die
Expressionshthe der anderen Gene ging nicht mit einem gatistisch sgnifikanten
Unterschied der Prognose einher.

36.1 RGS2

Der Mittelwert der RGS2-Expression lag bei 69,00. Es fanden sich 56 Patienten in der
Gruppe mit niedriger Expression und 22 Petienten in der Gruppe mit hoher Expression.
Das durchschnittliche Gesamtuiberleben betrug in der Gruppe mit niedriger RGS2-
Expression 533 Tage und in der Gruppe mit hoher Expression 284 Tage (sehe Abb.
17). Mit dem Log-Rank-Test ergab sch fur diesen Unterschied ein Signifikanzniveau
von

p = 0,036.

Fiir das rezidivfreie Uberleben (430 Tage/ 334 Tage) ergab sich fiir die Gruppe mit der
niedrigen Expresson ebenfadls ein Vortel, der dlerdings nicht datistisch sgnifikant

war.
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Abbildung 17: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven fiir das Gesamtiiberlebenin
Abhangigkeit von der Hohe der RGS2- Expression
Die griine Kurve zeigt die Petienten mit niedriger RGS2- Expression, die
rote Kurve die mit hoher RGS2- Expresson

3.6.2 RGSI16

Der Mittelwert der RGS16-Expression lag bel 7,25. Es befanden sich 57 Patienten in
der Gruppe mit niedriger Expression und 19 Patienten in der Gruppe mit hoher
Expression.

Das durchschnittliche rezidivfreie Uberleben betrug in der Gruppe mit niedriger

RGS16- Expresson 521 Tage und in der Gruppe mit hoher Expression 201 Tage (Sehe
Abb. 18). Mit dem Log-Rank-Test ergab sich fir diesen Unterschied ein
Sgnifikanzniveau von p = 0,0009.

Fir das Gesamtiiberl eben bestand mit 512 Tagen gegeniiber 323 Tagen fur die Gruppe
mit niedriger Expresson ebenfdls ein Vortell, der dlerdings nicht satistisch sgnifikant
war (sehe Abb. 19).
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Abbildung 18 und 19: K aplan-Meier-Uberlebenskurven fiir das rezidivfreie Uberleben
(oben) und das Gesamtiiberleben (unten) in Abhangigkeit von der Hohe
der RGS16-Expresson
Die grinen Kurven zeigen die Patienten mit niedriger RGS16-
Expression, die roten Kurven die mit hoher RGS16-Expression
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4 Diskussion

G- Protein-vermittelte Signatransduktionswege sind an grundlegenden Prozessen von
Proliferation und Uberleben beteiligt.

Die G-Protein-Untereinheiten G? 1, und G? 13, die auch as gep-Onkogene bezechnet
werden, wurden in Zusammenhang mit Welchtelltumoren und Ewing Sarkomen
gebracht (12, 76). Ihre aktivierten Mutationen wirken as sehr starke Onkogenein
Fibroblasten (33, 71). Uber das RGS-Protein p1157"EF und das kiirzlich beschriebene
LARG (Leukemia-associated Rho-GEF) (19) sehen sein Verbindung mit den kleinen
G-Proteinen der Rho-Familie, die ds potente Onkogene bekannt sind.

RGS-Proteine regulieren die G-Protein-vermitte ten Signalwege negativ. Sie bewirken
die Beendigung enes Rezeptorsignas durch Beschleunigung der intrindschen GTPase
Aktivitét der G-Proteine, die Sch somit schndller wieder in ihrem GDP-gebundenen
inaktiven Zugtand befinden. RGS-Proteine konnen auch as Bindeglieder zwischen
heterotrimeren G- Proteinen und anderen Signalwegen wie die der Rho-Familie
(p1157"°"CEF) und des Wnt- Signdlings (Axin) wirken (23, 24, 34, 79).

Es wurde beschrieben, dass RGS2 eine wichtige Rolle bel der Differenzierung von
Adipozyten spidt (51). Fir RGS2- defiziente Mause konnte eine verminderte T-Zdl-
Proliferation und ene reduzierte antivirde Immunitét gezeigt werden (52). Eine
Arbatsgruppe beschreibt, dass RGS2 im Knochenmark von Petienten mit akuten
Hamoblastosen, nicht hingegen im gesunden Knochenmark exprimiert wird (75).

Die RGS16- und p115~"CEF - Expression in myeloischen Zdlen ist bidang nicht

untersucht worden.

Die vorliegende Arbeit sollte mit Hilfe der TagMan PCR quantitative Daten zur
Expression der G-Proteine G? 12 und G? 13 sowie der RGS-Proteine RGS2, RGS16 und
p115°"%CEF im gesunden K nochenmark und im Knochenmark von Patienten mit Akuter
Myeloischer Leukamie liefern. Es sollte geklé&rt werden, ob Unterschiedeim

Express onsniveau zwischen den Patienten und den gesunden Kontrollen bestehen.
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Dartiber hinaus wurde untersucht, ob die Hohe der Genexpression mit reevanten

Petientenmerkmalen und mit der Prognose korrdiert.

41 Vergleich der Genexpression zwischen Patienten mit AML und gesunden

Kontrollen

Von den hier untersuchten Genen liegen einzig fir RGS2 publizierte Daten zur
Expression im Knochenmark von Gesunden und von Petienten mit Hamaoblastosen vor.
Es wurde beschrieben, dass RGS2 nicht im gesunden Knochenmark und nicht im
Knochenmark von Patienten im chronischen Stadium einer CML exprimiert wird, wohl
aber im Knochenmark von Patienten mit AML, ALL und CML in Blastenkrise (75).
Diese Ergebnisse wurden mittels RT-PCR gewonnen.

Im Gegensatz dazu kann in dieser Arbeit gezeigt werden, dass auch im gesunden
Knochenmark RGS2 exprimiert wird. Darliber hinausist die Expresson von RGS2im
Knochenmark von Petienten mit AML sgnifikant (p = 0,023) niedriger dsim gesunden
Knochenmark.

Diese gegensitzlichen Ergebnisse snd methodisch gut begriindbar und illugtrieren in
beaindruckender Wel se die methodischen Probleme der Genexpressionsandyse mittels
Endpunkt RT-PCR. Da die Amplifikation eines Produkts in der Endpunkt-PCR von
ener Vidzahl verschiedener experimentdler Bedingungen abhangt, |8 Sch aus der
Menge des Endproduktes nach Amplifikation nur mit grof3en Einschrénkungen auf die
RNA Ausgangsmenge schlief3en. In der zitierten Arbeit wird jedoch genau dies
versucht.

Hingegen ig die Redtime RT-PCR eine quantitative Methode, da se die Mdglichkelt
erdffnet, die Amplifikation im linearen Bereich der Produktzunahme zu messen, der
direkt von der Menge des Ausgangsmeateria's abhangt.

Neben der deutlich geeigneteren Methode konnte in der vorliegenden Arbeit auch
erheblich mehr Materia untersucht werden. In der zitierten Arbeit wurden 30 AML-
Proben untersucht, in der vorliegenden Arbeit 78 AML-Proben. Die groféere Probenzahl
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sowie die quantitative Methode der Real- Time RT-PCR geben den eigenen Arbeiten
erheblich mehr Gewicht, as der zitierten Publikation

Es wurde beschrieben, dass RGS2 zu Beginn der Differenzierung von Adipozyten stark
exprimiert wird und dass RGS2 diese Differenzierung fordert (31, 51). Ubertragt man
diese Beobachtungen auf die Myelopoese, ist es denkbar, dass sich der
Differenzierungsstopp von Leukamiezdlen in einer verminderten RGS2-Expresson
wiederspiegelt, wie Sein dieser Arbet gezeigt wird. Auch konnte die herunterregulierte
RGS2- Expresson ursichlich an diesem Differenzierungsstopp betelligt sein. In diesem
Zusammenhang ist auch die Beobachtung interessant, dass die RGS2-Expression in den
Leukdmien der FAB-Typen AML-M4 und AML-M5 sgnifikant hther it im Vergleich
mit dlen anderen FAB-Typen. Bel diesen Leukamietypen snd mehr as 20 % (M4)
bzw. mehr as 80 % (M5) der Zdlen im Knochenmark monozytoid differenziert. Somit
ist denkbar, dass RGS2 bei der Auddifferenzierung zum Monozyten ene Rolle spidlt.

Fur die G-Proteine G? 12 und G? 13, die beide zu der G;2-Unterfamilie von G-Proteinen
gehdren, kann eine dgnifikante Erhthung der Genexpresson im Knochenmark von
Patienten mit AML im Vergleich zum gesunden Knochenmark gezeigt werden. Zu der
Expresson der beiden Proteine in der Hamatopoese und speziell in der maignen
Hamatopoese lagen bidang keine Daten vor.

Esist beschrieben, dass aktivierte Mutationen von G? 12 und G? 13 a's sehr potente
Onkogenein Fibroblasten wirken (33, 71). G? 12 und G? 13 stehen tber p1157"CEFjn
Verbindung zu den monomeren G-Proteinen der Rho-Familie (19, 23, 37, 40). Proteine
der Rho- Familie nehmen eine Schliissdfunktion bel der Vermittlung der
transformierenden Aktivitéten einer Reilhe von Onkogenenwie z.B. Rasein (81). G? 12
und G? 13, die selber a's gep- Onkogene bezeichnet werden (76), sehen somit in
Verbindung zu diversen anderen Onkogenen. Es erscheint wahrscheinlich, dass e auch
an der Trandformation und Proliferation von Leukamiezellen beteiligt snd.

In unseren Patientenproben ist die Expression von G? 12 und G? 13 sgnifikant erhoht,
die Expression von p115~"°-CEF, das d's Verbindungsglied zwischen den G-Proteinen
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und Rho fungiert, unterscheidet Sch aber nicht zwischen den Patienten und den
gesunden Kontrollen. Ein weiteres, erst kiirzlich beschriebenes Verbindungsglied
zwischen G? 12/ G? 13 und Rho it LARG (Leukemia- Associated Rho Guanine
Nucleotide Exchange Factor; (7). LARG ig as Fusionspartner des Mixed- Lineage-
Leukdmieproteins (MLL) in einem Patienten mit AML beschrieben worden (36). Die
Messung der Expresson von LARG im Knochenmark von AML-Patientenim

Vergleich zu gesunden Kontrollen kdnnte weitere interessante Ergebnisse liefern.
Die gleichzatige Erniedrigung der RGS2- Expression und Erhdhung der G? 1,- und

G? 13- Expresson deutet auf einen Zusammenhang hin. Bisher konnte nicht gezeigt
werden, dass RGS2 auch G-Proteine der G;,-Unterfamilie negetiv reguliert (7).

4.2 Genexpresson und FAB-Typ

Fur dle drei RGS-Proteine sowie fur G? 12 ergeben sich sgnifikante Unterschiede ihres
Expressionsniveaus in den verschiedenen FAB- Typen:

Fur RGS16 konnen wir eine Sgnifikante Erhdhung der Expression in Patienten mit

ener Promydozytenleukamie (AML-M3) zeigen. Dieser Leukamietyp nimmt aufgrund
seiner gpezidlen Biologie, der Méglichkelt einer gezidten Thergpie und der guten
Prognose eine Sonderstellung unter den Leukamien ein (Sehe Kapite 1.1.6).

Die mydoische Differenzierung der Leukdmiezdlen stoppt bei der AML-M3 auf der
Stufe des Promyelozyten. Dieser Stillstand kann durch die Thergpie mit All-trans-
Retinsiure selektiv aufgehoben werden.

Die Beobachtung, dass im Knochenmark von Patienten mit einer AML-M3 zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose die RGS16-Expresson sgnifikant erhoht i<,

sollte Anlass zu weiteren Untersuchungen geben. Besonders interessant erscheint dabe,
wie sch ene Theragpie der AML-M3 mit ATRA und die konsekutive
Audifferenzierung der Leukamiezellen auf die Expresson von RGS16 auswirken.
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Weiter konnten wir zeigen, dass die Expression von p1157" 5 und G? 12im
Knochenmark von Petienten mit unreifzelligen Leukdmien (AML-MO und AML-M1)
ggnifikant erhoht ist. Diese Leuk&mien zeichnen sich durch ein VVorherrschen von
minima bis wenig differenzierten Mye oblasten im Knochenmark aus. Insbesondere die
Prognose der AML-MO ist schlecht.

Die RGS2-Expresson igt in den monozytoid differenzierten Leukamien der FAB-Typen
AML-M4 und AML-M5 ggnifikant hther im Vergleich mit dlen anderen FAB-Typen.
Bel diesen Leukémietypen sind mehr as 20 % (M4) bzw. mehr ds 80 % (M5) der
Zdlen im Knochenmark monozytoid differenziert. Zur Diskussion Sehe Kapite 4.1.

43 Genexpresson und | TD-Mutationen

Bei 15 der 78 Patienten liegen I TD-Mutationen von Ft3 vor. Das entspricht einer
Haufigkeit von 19,23 % und liegt somit im Bereich der in der Literatur beschriebenen
Haufigkeit von 20 % (49, 78). ITD-Mutationen von Ht3 gehen enher mit einer
sgnifikant schlechteren Prognose (43, 58) siehe auch 1.1.4).

In dieser Arbeit kann eine sgnifikante Erniedrigung der RGS2-Expression bei der
Petientengruppe mit I TD-Mutationen von FIt3 gezeigt werden. Ebenfdls erniedrigt ist

in dieser Gruppe die G? 13-Expression, dlerdingsist dieser Unterschied mit p = 0,055
knapp aul¥erhdb des festgd egten Signifikanzniveaus.

FIt3 vermittelt bedeutende Funktionen in Proliferation, Differenzierung und Uberleben
(5, 42, 62). In Zdlen mit ITD-Mutationen von Ht3 erfolgt eine ligandenunabhéngige
FIt3-Aktivierung (18, 25, 45, 68).

Die Beobachtung, dassin diesen Zdlen die RGS2- Expresson herunterreguliert i, kann
asHinwels darauf gewertet werden, dass die RGS2-vermittelten Funktionen im Bereich
der Regulation von Praliferation und Differenzierung in Leukdmiezdlen mit ITD-
Mutationen auch ohne RGS2 ablaufen konnen.
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4.4 Genexpresson und Prognose

Zur Andyse der prognostischen Bedeutung der untersuchten G-Proteine und RGS-
Proteine wurden die Proben nach dem Mittelwert der Genexpressionshéhe in zwel
Gruppen unterteilt: ene mit hoher und eine mit niedriger Expresson. Anschliel3end
wurden Kaplan-Meier-Kurven ersdlt, die mit dem Log-Rank-Test verglichen wurden.

Es zeigte Sch, dass eine hohe RGS2- Expresson mit enem sgnifikant kirzeren
Gesamtiiberleben asoziiert ist. Es kann dabel aber kein Sgnifikanter Unterschied in der
Remissionsdauer gezeigt werden, die in der Gruppe mit niedriger RGS2- Expression
durchschnittlich 477 Tage und in der Gruppe mit hoher Expresson 334 Tage betrégt.
Das heifd aso, dass Patienten mit hoher RGS2- Expresson nicht sgnifikant haufiger
oder schndller ein Rezidiv erleiden a's Patienten mit niedriger Expression, dennoch aber
eine sgnifikant schiechtere Prognose haben. Der prognostische Unterschied betrifft also
den Zeitpunkt nach dem ersten Rezidiv. Ursache konnte somit ein unterschiedliches
Angprechen auf eine Rezidivtheragpie sein. Wir konnten ausschlief3en, dassessich
hierbel um einen Trend handdt, der durch eine ungleiche Vertellung der Haufigkeit von
K nochenmarkstransplantationen zwischen den beiden Gruppen zustande kommt.

Eine hohe RGS2- Expression geht dso mit einer schlechteren Prognose einher.
Glechzeitig it aer in den mit ener unglingtigen Prognose behafteten Patienten mit

I TD-Mutationen von Ht3 die RGS2- Expression signifikant erniedrigt. Diese
Beobachtung muss keinen Widerspruch beinhdten. Denkber i, dass die hohe RGS2-
Expresson in den Petienten mit der schlechten Prognose en Hinwels auf hier génzlich
fehlregulierte Sgnawege i, was unabhéngig von songigen Faktoren zu einem
ungungtigen Verlauf fuhrt.

Ebenfdls ein dgnifikanter Unterschied zeigt sich zwischen den Patienten mit hoher und
niedriger Expression von RGSL6:

Patienten mit hoher RGS16- Expresson zeigen en sgnifikant kirzeres rezidivireies
Uberleben a's Patienten mit niedriger RGS16-Expression. Das Gesamtiiberleben it in
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der Gruppe mit hoher Expression vermindert (323 Tage gegentiber 512 Tage),
dlerdings nicht auf einem gatigtisch sgnifikanten Niveau. In diesem Zusammenhang
sollte auch die Beobachtung der erhdhten RGS16 Expression in Patienten mit AML-
M3, diejaeine gute Prognose hat, diskutiert werden. Hohe RGS16- Expression kann
dso enersaitswieim Fal der AML-M3 mit einer guten Prognose einhergehen,
betrachtet man die Gesamtheit aler Leukamiepatienten ist Se aber mit eéinem
sgnifikant verringerten rezidivfreien Uberleben behaftet. Auch in diesem
Zusammenhang erscheint es interessant, die RGS16- Expresson in ATRA-behanddten
APL-Zdlen zu untersuchen.

Esist bekannt, dass das p53- Tumorsuppressorgen die Expresson von RGS16 induziert
(9). Mutationen von p53 bel der AML gehen mit einer schlechten Prognose einher (48,
72). Eine p53-Uberexpression in der AML geht mit einer hohen Rate an
intramedull&rem Zdlltod bei erhdhter Chemosengtivitét des Knochenmarks und
verlangerter Knochenmarkssuppression einher, gleichzeitig aber auch mit dem
Vorliegen von leukamischen Blasten mit erhohter Chemoresistenz (53). Die

Express onshthe von p53 in den vorliegenden Patientenproben wurde nicht bestimmt.
Esware interessant zu zeigen, ob die erhdhte RGS16- Expression in den Patienten mit
schlechter Prognose mit einer gleichzeitigen Erhdhung der p53- Expression einhergeht,
und somit moglicherweise ursdchlich auf diese zurtickzufiihren ist.
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5 Zusammenfassunqg

Das Zid der vorliegenden Arbeit bestand darin, néhere Informationen zur Regulation
von G-Protein-vermittelter Sgnatbertragung in der Akuten Myeloischen Leukdmie zu
erlangen.

Dazu wurde mittels quantitativer Redl- Time-PCR die Expression der G-Proteine G? 12
und G? 13 sowie der RGS-Proteine RGS2, RGS16 und p115™"°-C&F im K nochenmark
von Patienten mit Akuter Mye oischer Leukamie gemessen. Die Hohe der
Genexpression in den Petientenproben wurde mit der in gesunden Kontrollen
verglichen. Es wurde untersucht, ob die Hohe der Genexpression mit bekannten
Patientendaten und mit der Prognose korrdiert.

Baim Vergleich mit gesundem Knochenmark zeigte sich in den Petientenproben eine
ggnifikant niedrigere RGS2- Expresson und eine signifikant erhdhte G? 12- und G? 13-
Expresson.

Fur vier Gene konnte eine Korrelation der Genexpressson mit dem FAB-Typ gezeigt
werden: RGS2 war ggnifikart erhoht in den monozytoid differenzierten Leuk&mien
AML-M4 und -M5, RGSI6 zeigte eine sgnifikante Erhdhung in der AML-M3 und
p115°"°CEF nd G? 12 waren signifikant erhoht in den unreifzelligen Leukémien AML-
MO und-M1.

Beim Vergleich der Genexpresson zwischen Petienten mit und ohne I TD-Mutationen
von Ht3 konnte fr die Gruppe mit Mutationen eine sgnifikant erniedrigte RGS2-
Expresson gezeigt werden.

Fur die Hohe der RGS2- und der RGS16- Expression ergaben sich sgnifikante
Unterschiede in der Prognose der Petienten: Patienten mit hoher RGS2- Expression
zeigten en vermindertes Gesamtuiberleben, Petienten mit hoher RGS16-Expresson ein
vermindertes rezidivfreies Uberl eben.

Diese Ergebnisse zeigen, dass G-Proteine und RGS-Proteine, Uber deren Rollein der
Hamatopoese bidang wenig bekannt war, in Leukamien vidfdtig reguliert snd. Das
wels darauf hin, dass Se auch in der maignen Hamatopoese wichtige Funktionen
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innehaben. Inshesondere die RGS-Proteine RGS2 und RGS16 erscheinen interessant,

und ihre Rolle bel der Pathogenese von Leukéamien sollte Gegenstand welterer
Untersuchungen sain.
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