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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Multiples Myelom

1.1.1 Definition

Das Multiple Myelom (MM) z&hlt zu den haufigsten hdmatopoetischen Neoplasien des
fortgeschrittenen Lebensdters (Landis u. a, 1999). Es ist als B-Zell-Erkrankung durch klonae
Expansion termina differenzierter Plasmazellen im Knochenmark, Expression monoklonaler
Immunglobuline und osteolytische Knochendestruktionen gekennzeichnet (Goldschmidt u. a., 2003).
Die Erkrankung bleibt bidang trotz Anwendung von Hochdosischemotherapie mit nachfolgender
autologer und/oder alogener Blutstammzelltransplantation und neuer zielgerichteter biologisch

basierter Verfahren nicht heilbar.

1.1.2 Pathogenese des Multiplen Myeloms: Modell der schrittweisen Transformation

In der Pathogenese des MM geht man von einer schrittwei sen neoplastischen Transformation
aus, die einersaits durch Translokationen im Bereich der Immunglobulin-Schwerketten(IgH)-Region
auf dem Chromosom 14, andererseits durch Hyperploidien/Trisomien mit nachfolgender Etablierung
eines Plasmazellklons und anschlief3ender Aktivierung autonomer Proliferation bzw. Inhibition des
programmierten Zelltods (Apoptose) charakterisiert ist (Abb. 1; Bergsagel und Kuehl, 2003).

?m

Germinal VN e, Intra- Extra-
center _ £ MGUS \—> n elumag —p medullary —p  medullary —»
B cell Y ¥ myeloma myeloma

11913
Primire IgH 6p21
Translokations 4p16
16023
20q1 Aktivierdene Mutationen ) _
del Chr.13 N-RAS, K-RAS-Uberexpression c-myc-Uberexpression
p16 Abnormalita FGFR3-Mutation p53 und p18 Abnormalitéten
3,5,7,9,11,15,19,21
Trisomien
(Hyperdiploidie)

Abbildung 1: Modell der schrittweisen malignen Transformation (modifiziert nach Bergsagel und Kuehl, 2003)
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1.1.3 Molekulare Klassifikation des Multiplen Myeloms

Die ldentifizierung friher genetischer Translokationsereignisse hat zu einer neuen

molekularen Klassifizierung des Multiplen Myeloms beigetragen, die zum einen die mit der

Trand okation assoziierten Gentiberexpressionen, zum anderen die assoziierte Cyclin D-Dysregulation
und den Ploidiegrad berticksichtigt (Tab. 1; Kuehl und Bergsagel, 2002; Bergsagel und Kuehl, 2003,

Barillé-Nion u. a., 2003).

Tabelle 1 Molekulare Translokation/Cyclin D-Dysregulations (TC)-Klassifikation des Multiplen Myeloms
anhand einer hierarchischen Clusteranalyse der entsprechenden Trandokationspartner des Chromosom 14(g32)

und des dysregulierten Cyclin D.

Primare Geneam CyclinD- % MM
Translokation Bruchpunkt Form Ploidiegrad
TC1 11913 cenDI D1 nicht hyperploid 15
6p21 cenD3 D3 nicht hyperploid 3
TC2 Keine Keine D1 hyperploid 37
hyperploid
TC3 Keine Keine D2 = 22
nicht hyperploid
nicht hyperploid
TC4 4p16 fefr3/mmset D2 > 16
hyperploid
TCS 16¢g23 c-maf D2 nicht hyperploid 5
20911 mafB D2 nicht hyperploid 2

adaptiert nach Bergsagel, 2003

Eine prognostisch ungtinstige Bedeutung fir den Erkrankungsverlauf ergibt sich insbesondere durch

die Translokation t(4;14)(p16.4;g32) mit onkogen transformierender Uberexpression des Fibroblasten-
Wachstumsfaktor-Rezeptor 3 (FGFR3) (Li u. a.,, 2001; Chesi u. a., 2001) und durch eine Translokation
t(14;16)(932;023) mit assoziierter Uberexpression von ¢-MAF (Hurt u. a., 2004; Kienast und Berdel,

2004).
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1.2 Das Knochenmarkmikromilieu

Interaktionen zwischen Myelomzellen, Extrazelluldrer Matrix und  sogenannten
akzessorischen Zellen des Knochenmarks (Stromazellen, Osteoblasten, Osteoklasten) fordern die
Proliferation, Migration und Adh&sion von Myelomzellen. Diese Umgebung bildet auch die
Grundlage der Resistenz gegentiber konventionellen Chemotherapeutika und der osteolytischen
Knochendestruktion im Verlauf der Myelomprogression.

So perpetuiert die Adhasion von Myelomzellen an Knochenmarkstromazellen - vermittelt durch
Interaktionen vom Leukozyten Funktions-assoziierten Antigen-1 (LFA1) und dem Integrin VLA-4 auf
der Myelomzelloberflache sowie vom Vaskuléren Zell Adhdsions-Molekil 1 (VCAM-1) und dem
Interzelluldren Adhasions-Molekil 1 (ICAM-1) auf der Seite des Knochenmarkstromas - die autokrine
und parakrine Zytokinsekretion aus beiden Kompartimenten.

Interleukin-6 (IL-6) vermittelt parakrin die Proliferation und das Uberleben von Myelomzellen
durch Aktivierung des RasRaf-MAPK- und Jak/STAT-Weges. IL-6 induziert in MM-Zellen
weiterhin die Sekretion angiogener Zytokine wie dem Vaskuldren Endothelialen Wachstums-Faktor
(VEGF) und dem basischen Fibroblasten Wachstums-Faktor (bFGF). VEGF stimuliert neben der
Knochenmarkneoangiogenese Uber einen autokrinen Mechanismus direkt Wachstum und Migration
von Myelomzellen. VEGF und bFGF induzieren in wechselseitiger Interaktion wiederum die
Sekretion von IL-6 in Stromazellen (parakrine 1L-6-VEGF-/bFGF-Kreislauf) (Chauhan u. a.,, 1996;
Ogata u. a., 1997; Dankbar u. a., 2000; Gupta u. a., 2001; Hideshima u. a., 2001c; Podar u. a., 2001;
Bisping u. a, 2003). TNF-a, neben IL-1p einer der potentesten Induktoren des nuklearen
Transkriptionsfaktors kB (NFkB), verstérkt die Expression von Adhasionsmolekilen und die
Zytokinsekretion durch die Aktivierung von NFkB (Hideshima u. a., 2001b). Insulin Wachstums-
Faktor 1 (IGF1), von Stromazellen sezerniert, inhibiert die Myelomzellapoptose durch eine
Aktivierung des Ras- und PI3K -Signalweges (Mitsiades u. a., 2002). Aufderdem wird auf diesem Weg
die Adhésion und die Migration von MM-Zellen induziert (Tai u. a., 2003).
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Abbildung 2: Interaktionen zwischen Myelomzellen, Knochenmarkstromazellen (,, bone marrow stroma cells” -
BMS cells) und Extrazelluldrer Matrix (ECM) - Mechanismen von Chemotherapieresistenz (Lin u. a., 2002;
Hideshima u. a., 2002, Podar u. a., 2004; Bisping u. a., 2006; Meads u. a., 2008).

Myelomzellen schaffen sich durch anti-apoptotisch wirksame parakrine Zytokin-Interaktionen giinstige
Mikromilieubedingungen. Eine zentrale Bedeutung ist der Ausschiittung von VEGF und FGF aus Myelomzellen
beizumessen, was zu einer gesteigerten IL-6 Sekretion aus Stromazellen fiihrt. Durch eine IL-6-abhdngige IL-6-
Rezeptor/gp130-Stimulation wird die Heraufregulation von Bcl2-11 induziert, was zur Apoptose-Resistenz
beitrdgt. Im Sinne einer Verstirkerschleife induziert die Sekretion von Chemokin Ligand 12 (,stromal cell-
derived factor 1*, SDF-1) das Anheften von Myelomzellen (die den SDF-1 Rezeptor CXCR-4 exprimieren) an
Knochenmarkstroma. Neben loslichen Faktoren vermitteln Interaktionen zwischen Oberflichenrezeptoren (af3-
Integrinen und VCAM-1) direkt die sogenannte Mikromilieu-vermittelte Chemotherapieresistenz von
Myelomzellen (modifiziert nach Meads, 2008).

Das vielschichtige Netzwerk der Interaktionen unterstreicht zahlreiche Moglichkeiten der Aktivierung
zentraler proliferativ und anti-apoptotisch wirksamer Signalwege im MM. lhre Vielschichtigkeit
erfordert fur ene anti-myelomatdse Therapiestartegie ein effizientes Inhibieren zentraler
Signalknotenpunkte durch:

a) zielgerichtete Hemmung von Signalen nahe am Rezeptor (sogenannte ,, upstream-Targets*)

b) Inhibition mehrerer relevanter Signalwege (sogenanntes,, pleiotropes Targeting*)
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1.3 Zielgerichtete Beeinflussung anti-apoptotischer Signale in Myelomzellen
Im Folgenden werden zentrale Uberlebenssignale von Myelomzellen und exemplarische

Wirkmechanismen anti-myelomattser Strategien dargestelIt.

Eine erste Strategie ist die Anwendung von , klassischen” Chemotherapeutika. Der Einsatz
von Melphalan (DNA-Alkylanz) verursacht die Alkylierung von Guaninen. In den betroffenen Zellen
werden dadurch die Replikation und Zellteilung/-vermehrung gestort bzw. verhindert. Bei Anwendung
in der Krebstherapie zielt man damit auf die Hemmung einer abnormen Vermehrung der Tumorzellen.
Im klinischen Gebrauch wird Melphalan heute in der Erstlinientherapie dterer Patienten mit
Multiplem Myedom in Kombination mit einem synthetischen Corticosteriod (Prednison) und dem
Proteasom-Inhibitor Bortezomib oder dem Angiogenese-Hemmer Thalidomid angewendet. Dariiber
hinaus kommt Melphalan bel jlngeren Patienten mit Multiplem Myelom im Rahmen von
Hochdosi stherapien zum Einsatz.

Eine Blockade parakriner und autokriner Effekte von IL-6 durch Anwendung von
Glucocorticoiden ist ein Beispiel fir eine mehr oder minder selektive Rezeptor-Hemmung. Durch
Bindung dieser Molekile (z.B. Dexamethason) an die Glucocorticoid-Rezeptoren (GR) wird die
Transkription von IL-6 unterdriickt. Dies fihrt erstens zur Unterbrechung der parakrinen VEGF-1L-6-
und bFGF-IL -6-Interaktionen aufgrund der unmittelbaren Suppression der Sekretion von IL-6 aus
Knochenmarkstromazellen, einem der Hauptwachstumsfaktoren fir MM -Zellen, und dadurch zur
Inhibition der Migration und verminderter Adhdsion der MM-Zellen an das Knochenmarkstroma;
2weitens zur direkten Apoptose-Induktion durch Suppression zentraler MAPK- und P70S6K -
Signalwege (Ray u. a, 1990; Hardin u. a, 1994; Chauhan u. a, 1997). In vitro kann die
Dexamethason-induzierbare Apoptose bei Anwesenheit von exogenen IL-6 durch Aktivierung des
PI3K-AKT-Signalweges verhindert werden.

Der Transkriptionsfaktor NFkB ist aktiviert beim MM (vgl. Kap. 1.2). Nach TNF-a-
abhangiger Phosphorylierung und nachfolgender Ubiquitinierung von kB, dem zytoplasmatischen
Inhibitor von NF«B (P50/P65), erfolgt die Degradation von IkB durch das 26S-Proteasom. Hierdurch
kann NF«B in den Zellkern einwandern. Es kommt nachfolgend zur transkriptionellen Induktion von
Zytokinen, von Adhasionsmolekilen und zur Inhibition vom programmierten Zelltod (Apoptose).
26S-Proteasom-spezifische Inhibitoren wie Bortezomib (PS-341) verhindern durch Inhibition der
Degradation von 1kB die Aktivierung und nukledre Trandokation von NF«B. Proteasom-Inhibitoren
zeichnen sich durch einen relativ unspezifischen Ansatz biologisch basierter ,zielgerichteter”
Hemmung von Uberlebensmechanismen des MM aus (Inhibierung von Protein-Degradation),
erreichen aber durch die Blockade pleiotroper NFkB-Effekte (Zytokin-Sekretion, Adhésion,
Apoptose-Regulation) eine hohe therapeutische Effizienz (Adams u. a,, 1999; Hideshima u. a., 2001a
+ 2002 + 2003; LeBlanc u. a., 2002).
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Die Signaltransduktion mittels MAP-Kinasen beeinflusst eine enorme Bandbreite zellulérer
Prozesse, wie die Transkription, die Organisation des Zytoskeletts, die metabolische Homdostase, das
Zellwachstum und die Apoptose. MAP-Kinase-Signalwege spielen eine grofRe Rolle in der
Pathogenese von Malignomen, Diabetes, Ischamie, Arthritis und septischem Schock (Platanias, 2003).
Sie sind in der Evolution der eukaryotischen Zellen hoch konserviert. Den Kern dieser Signalwege
bilden sogenannte Kern-Signal-Module (,,Core signaling modules*). Diese bestehen aus mehreren
hierarchisch angeordneten Kinasen der MAPK-Superfamilie, die jeweils die nachgeschaltete Kinase
durch Phosphorylierung enzymatisch aktivieren. So sind die prototypischen ERK1/2 Kinasen
Substrate der MAPK-ERK-Kinasen (MEKs) und werden durch diese aktiviert. MEKs wiederum
werden ihrerseits durch MEK-Kinasen (MEKKSs) aktiviert. Innerhalb der Hierarchie erfillen MEKKs
die Funktion einer MAP-Kinase Kinase Kinase (MAP3Ks), etc. Von den mindestens funf in
Saugerzellen exprimierten MAPK-Modulen wurden bislang drei MAPK-Familien sehr detailliert

charakterisiert;

die ERKSs,
die Stress-aktivierte Protein-Kinasen (SAPKSs, aias ¢c-Jun-N-terminal e Kinasen oder INK's)
die P38 Kinasen

Mechanismen der Aktivierung von ERK und dessen Funktion im Ras-Signalweg und damit der
Tyrosinrezeptor-Signaltbertragung sind gut charakterisert. SAPKs und P38 Kinasen werden
vorzugsweise durch Umwelteinfllisse (z.B. ionisierende Strahlung, Hitze-Schock, oxidativer Stress),
Entzindungsmediatoren (z.B. TNF, Interleukin-1, CD40L), und durch vaskuldre Prozesse aktiviert
(z.B. Angiotensin 1L, Endothelin). SAPKs und p38s aktivieren verschiedene Transkriptionsfaktoren,
besonders das Aktivator-Protein-1 (AP-1) (Tibbles und Woodgett, 1999).

Eine Mdglichkeit der Untersuchung und Beeinflussung der Weiterleitung von extrazellularen Stimuli
ist die spezifische Hemmung involvierter Kaskaden-Proteine. Zur Blockierung der Signalweiterleitung
durch die MEK1 wurde der Inhibitor PD98059 eingesetzt. PD98059 bindet an die
unphosphorylierte/inaktive Form der MEK1 und verhindert die Phosphorylierung nachgeschalteter
Signalproteine (z.B. ERK 1/2). Damit werden das Zellwachstum und die -differenzierung gestort.

Diese Beispiele veranschaulichen die Bedeutung der oben genannten Signalwege fir
Tumortransformation und -Uberleben und die therapeutische Nutzung einer gezielten

Signalinterferenz.
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14 Hamatopoetische Progenitor Kinase (HPK1, MAP4K1)

1.4.1 Struktur und Funktion von HPK1
D DVD

T ——

PR 1 234

Abbildung 3: Schema zum Aufbau und Struktur von HPKI (PR = Prolin-reiche Region; DDVD = Caspase 3-
Spaltsequenz) (modifiziert nach Schulze- Luehrmann u. a., 2002)

Die murine und humane Hamatopoetische Progenitor Kinase (HPK 1, alias MAP4K 1) wurde
1996 in zwei Arbeitsgruppen aus cDNA-Bibliotheken isoliert und charakterisiert (Kiefer u. a., 1996;
Hu u. a, 1996). Die Gen- und Protein-Sequenzen von murinem und humanem HPK1 sind nahezu
homol og.
Das 97kDa Protein unterteilt sich in 2 Doménen. Die N-terminale Doméane besitzt die Kinase-
Funktionseinheit; am C-Terminus befindet sich die regulatorische Doméne, welche in die Citron-
Homologie-Domane (CHD) und in eine Sequenz mit vier Prolin-reichen Regionen (PR) unterteilt
werden kann. Zwischen der ersten und der zweiten PR befindet sich eine Caspase-3-Spaltsequenz
(-DDVD-) (Abb. 3).

Q0 mitogen TNF @

MAP3K
. Tyr i I PXPP-
’|

MEK

SHZ!SH3
adapter

Abbildung 4: Hypothetisches Modell fiir Regulation und Funktion der Germinal Center Kinasen (GCKs).

Fiir GCKs (wie HPKI) wird eine Membrantranslokation durch Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK),
Zytokinrezeptoren, Immunorezeptoren oder Rezeptorkomponenten der TNF-Rezeptor (TNFR) Familie wie TRAF
und TRADD postuliert. In der Folge wird die Kinaseaktivitit der GCKs stimuliert. GCKs kénnen direkt mit
MAP3K interagieren und diese phosphorylieren. Die Natur dieser Phosphorylierungsereignisse ist noch nicht
ausfiihrlich untersucht, allerdings steht auf3er Zweifel, dass die Aktivierung der nachgeschalteten MAP-Kinasen
Kaskade strikt von der Kinase- Aktivitit der GCKs abhdngig ist (modifiziert nach Kyriakis, 1999).
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HPK1 gehdrt zur Gruppe der Germinal Center Kinasen (GCKs), die gemeinsam mit den
p2l-aktivierten Kinasen (PAK) die Familie der Ste20 (Sterile 20 Protein) Kinasen bilden (Kyriakis,
1999; Dan u. a., 2001). Sie ist in hamatopoetischen Zellen und perinatal im ZNS exprimiert. HPK1
vermag auf der Ebene einer MAP Kinase Kinase Kinase Kinase (MAP4K) die stress-aktivierten
Proteinkinasen (SAPKs) sehr selektiv zu aktivieren. HPK1 wiederum wird nach Stimulation von
Antigenrezeptoren in T- und B-Lymphozyten in unmittelbarer Umgebung der Rezeptoren aktiviert
(Abb. 4; Liou u. a., 2000; Tsuji u. a., 2001).

TCR/CD3

S
SAPK NF«B |

Abbildung 5: Ubersichtsschema iiber die Wechselwirkungen verschiedener Proteine nach Einwirkung
extramembranaler Stimuli bei T-Zellen (mit freundlicher Genehmigung von Prof’ Kiefer (MPI Miinster))

In der munsteraner Arbeitsgruppe von Kiefer und Mitarbeitern wurde der exakte Mechanismus der
Aktivierung von HPK1 nach Immunorezeptor-Stimulation bei T-Zellen entschlisselt, wobei die
Trandokation zur Zellmembran ein initiales Ereignis der Aktivierung darstellt. Entscheidend fir die
Rekrutierung zur Membran sind Adaptorproteine der Grb2- und Slp76-Familie, die direkte
Wechselwirkungen mit HPK1 eingehen. Grb2-Adaptoren erkennen mit ihren C-terminalen SH3-
Domanen Prolin-reiche Sequenzmotive der zentralen Region von HPK 1. An der Membran wird HPK 1
zum Substrat von Tyrosin-Kinasen der Src/Syk-Familie und an Tyrosin 379 phosphoryliert. Dieser
neu geschaffene Phosphotyrosinrest wird durch die C-terminale SH2-Domane von Slp76-Adaptoren
gebunden, was zu einer deutlichen Verstéarkung der Membran-Trandokation fuhrt und fir die
nachfolgende enzymatische Aktivierung von unerlésdicher Bedeutung ist. Obgleich die
Phosphorylierung an Tyrosin 379 nicht direkt die Aktivierung der HPK 1-Kinasedoméne zur Folge hat,
so ist sie doch eine unverzichtbare V orbedingung.

Die egentliche enzymatische Aktivierung geschieht durch Phosphorylierung von Threonin 165 und
Serin 171 in der Aktivierungsschlaufe der HPK 1-Kinasedoméane. Dabei stellt die Phosphorylierung
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von Serin 171 eine Vorbedingung fur die zur vollen Aktivierung nétige Auto-Phosphorylierung von
Threonin 165 dar (Kiefer u. a., 1996; Liou u. a., 2000).

1.4.2 HPK1: gewebespezifische Expression - allgemein

Die mRNA-Expression von HPK1 wurde mittels Microarray-Analysen in zahlreichen
humanen, adulten Geweben untersucht (Abb. 6). Die HPK1-Expression zeigt eine reativ hohe
Gewebespezifitdt (Gesamtblut, Milz, Thymus, T- und B-Zell-K ompartiment).
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Abbildung 6: HPKI-Transkript-Expression in verschiedenen Geweben (Affymetrix U95 Chip) Quelle:
http://genome.ucsc.edu

Auch in einer weiteren HPK 1-Expressionsanalyse, mit besserer Auflésung im Bereich der
Lymphozytensubpopul ationen und genauer abgebildeten lymphomatdsen und leukémischen Entitéten,
konnte eine sehr spezifische hohe Expression von HPK1 in CD4"- und CD8’-Lymphozyten, NK-
Zellen, Monozyten, dendritischen Zellen, lymphaoblastischen Leukamien und Burkitt-Lymphomen
nachgewiesen werden. Im endotheliden und erythroiden Kompartiment wurde hingegen eine
schwache Expression aufgezeigt (Abb. 7). Die Expression von HPK 1 in Multiplen Myelomen wird in
dieser Gewebsauswahl nicht erfasst.
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Abbildung 7: HPKI-Transkript-Expression in verschiedenen Geweben und Zellkompartimenten (Affymetrix
U133 A und GNF1H Chips) Quelle: http://genome.ucsc.edu

143 Charakterisierung und Regulation von HPK1, SAPK und NF«B in T-Zellen

SAPK-Signale sind bislang in T-Zellen vielfach mit der Induktion von Apoptose in
Zusammenhang gebracht worden, wahrend NFkB ein anti-apoptotisches Signal darstellt. So
demonstrierten Schulze-Luehrmann und Mitarbeiter durch Uberexpression in murinen CD4'-T-
Lymphozyten und EL4-Thymomzellen, dass HPK 1 durch Aktivierung des INK -Weges und Inhibition
der NFxB-Signal-Kaskade in T-Zellen Apoptose induziert (Schulze-Luehrmann u. a., 2002). Von
Arnold und Mitarbeitern wurde gezeigt, dass der NF«kB-Signalweg in hamatopoetischen Zelllinien,
namentlich Jurkat T-Zellen und in myeloischen FDC-P1 Progenitorzellen, durch HPK1 oberhalb des
IkB-Komplexes aktiviert wird. Wahrend zur Aktivierung von SAPK/INK nur die isolierte
Kinasedoméane ausreicht, ist zur Aktivierung von NFkB Gesamt-HPK1 mit aktiver Kinasedoméne
notwendig. Im Rahmen von Apoptose erfolgt eine Caspasertvermittelte Spaltung von HPK1 in einen
Proteinabschnitt, der die Kinasedomane beinhaltet, sowie einen C-terminalen Anteil, der im Gegensatz
zur Gesamt-HPK 1 NF«kB inhibiert (Arnold u. a, 2001).
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Abbildung 8: Ubersichtsschema iiber die verschiedenen Proteinfunktionen des intakten, N- und C-terminalen
HPK] (mit freundlicher Genehmigung von Prof. Kiefer (MPI Miinster))

Im Jahr 2004 wurde durch Zhou und Mitarbeiter mit der Protein Phosphatase 4 (PP4) ein
positiver Regulator von HPK 1 in Jurkat T-Zellen identifiziert. PP4 fihrt in T-Zellen zur Stabilisierung
und Kinaseaktivierung von wildtyp-HPK 1 durch PP4-abhangige Inhibition von HPK 1-Ubiquitinierung
und -Degradation (Zhou u. a., 2004).

Kurzlich konnte durch Patzak und Mitarbeiter @ne neue negativ-regulierende Funktion von
HPK1 bel der Aktivierung des Leukozyten Funktions-assoziierten Antigen-1 (LFA-1) gezeigt werden.
HPK1 schwécht die Aktivierung des Rasverwandten Protein-1 (Rap-1) und reduziert dadurch die
LFA-1-Aktivierung. Infolgedessen wird die Zelladhasion an ICAM-1 und die Zellausbreitung nach T-
Zéell-Rezeptor(TCR)-Stimulus gehemmt (Patzak u. a., 2010).

1.4.4 Charakterisierung und Regulation von HPK1 in B-Zellen

V erschiedene Gruppen untersuchten die HPK 1-Expression in B-Zellen und ihre Aktivierung
durch Antigen-Rezeptor-Stimulation. Es wurde gezeigt, dass B-Zell-Rezeptor-Signale durch ein
komplexes Zusammenspiel von Co-Rezeptoren, Toll-ike-Rezeptoren, Integrinen und Zytokin-
Rezeptoren in Abhangigkeit vom Differenzierungsgrad der B-Zelle moduliert werden (Geisberger u.
a., 2003). Eine enge Assoziation besteht zwischen der HPK 1 und Oberfl&chenrezeptoren in B-Zellen,
wobei durch Phagendisplay-Untersuchungen eine Interaktion der HPK1 mit dem zytoplasmatischen
Anteil des membranstandigen 1gG (mIgG) und IgE (mIgE) gezeigt werden konnte. Fir migM, das auf
unreifen B-Zellen exprimiert wird, ist eine Apoptose-induzierende Wirkung gezeigt worden. In reifen
B-Zellen, die sowohl migM as auch migD exprimieren, ist die IgD-getriggerte Apoptoseinhibition
dominant gegentiber Apoptose ausldsenden IgM-Signalen (Geisberger u. a., 2002).

Die HPK1 besitzt als Aktivator der SAPK - und NFkB-Signalwege vielfaltige regulatorische
Funktionen. In B-Zellen wurde gezeigt, dass eine HPK 1-abhéngige Aktivierung der IKKp (Ix Kinase
B) zur Degradation von kB und nachfolgender Aktivierung von NFkB fuhrt (Tsuji u. a., 2001).
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Interessanterweise wird in apoptotischen Zellen HPK1 durch Caspasen gespalten, das dabei
entstehende C-terminale Fragment supprimiert den NFkB-Weg wahrend der N-Terminus weiterhin
einen potenten SAPK-Aktivator darstellt (vergleichbar dem Wirkmechanismus nach TCR-Stimuli).

Entsprechend der Entdeckung einer neuen Funktion von HPK1 bel der Adhadsion von T-
Zéellen nach TCR-Stimulus (vgl. Kap. 1.4.3) wurde durch Konigsberger und Mitarbeiter eine
Regulation der B-Zell-Adhésion durch HPK 1 beschrieben (Konigsberger u. a., 2010).

1.4.5 HPK1 und Multiples Myelom

Im Myelomtransformationsmodell von Bergsagel sind initiale Schlusselereignisse der
malignen Transformation von B-Zellen noch unzureichend charakterisiert (Bergsagel und Kuehl,
2003). In den Keimzentren der Lymphknoten (, Germinal Center*) finden die B-Zell-Differenzierung,
-Selektion und Immunglobulin-Klassen-Wechsel statt. Diese elementaren Prozesse werden unter
anderem durch Rezeptoren der TNFR-Familie gesteuert, die auch GCKs aktivieren (Matsumoto u. a.,
1996). In der Folge werden SAPKs von GCKs wie der HPK 1 selektiv aktiviert (Pombo u. a., 1995).
Weitergehende Untersuchungen zur Rolle von HPK 1 in der Pathogenese des MM liegen bisher nicht
vor. Erstmalig zeigte Tiedemann und Mitarbeiter Anfang 2010 eine mogliche essenzielle Funktion von
HPK1 im Myelom. Durch Verwendung der RNAi-Technologie wurden in Myelomzelllinien
zahlreiche Kinasen in ihrer Expression selektiv herunterreguliert. Bel der anschlief3enden Analyse der
reduziert-exprimierten Kinasen konnte HPK1 (MAP4K 1) as eine Kinase, die nach Herunterregulation
in INA6-Zellen einen letalen Myelomzell-Phanotyp zeigt, nachgewiesen werden (Abb. 9; Tiedemann
u. a, 2010).
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Abbildung 9: Untersuchungen ftiberlebenswichtiger, anfilliger Kinasen in Myelomzellen (modifiziert nach
Tiedemann u. a., 2010)
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Eine Beteiligung von SAPK's an der malignen Transformation wird derzeit in zunehmendem
Malde untersucht. So konnte in chronischen myeloischen Leukamien gezeigt werden, dass die
BCR/ABL-Kinase Ras, ERK und SAPK aktiviert (Cortez u. a., 1997). In Mamma-Karzinomen ist ein
Zusammenhang zwischen Uberexprimiertem HER2/neu-Rezeptor und der Aktivierung von ERK und
SAPK beschrieben (O'Hagan und Hassell, 1998). Ferner konnte in Bronchiakarzinomzellen durch
Blockade der SAP Kinase eine Inhibition der EGFabhangigen Proliferation nachgewiesen werden
(Bost u. a., 1997). Eine Arbeitsgruppe demonstrierte in verschiedenen Tumoren mit mutiertem und
hyperaktiviertem EGFRvIII eine Reversion des malignen Phanotyps durch Inhibition von SAPK
(Antonyak u. a., 1998). In Kaposi-Sarkomen aktivieren IL-6, VEGF und bFGF die SAP Kinase (Liu u.
a.,, 1997).
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2 Fragestellungen und Ziele der Arbeit

Das Multiple Myelom ist eine bidang — bis auf wenige Ausnahmen - nicht heilbare
hé&matopoetischen Neoplasie. Neben der Entwicklung neuer medikamenttser Strategien in den letzten
Jahren kommt der lIdentifizierung neuer Zielstrukturen eine grundlegende Bedeutung fir neue
innovative Therapieansétze zu.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es einerseits, einen Beitrag zum besseren Versténdnis
relevanter Signawege beim Multiplen Myelom (MM) zu leisten, wobei der Schwerpunkt auf der
Regulation der Weiterleitung extrazellulérer Signale durch die MAPA4K und deren mégliche selektive
Modulation liegt.

Einleitend wird hierzu die mRNA- und Proteinexpression von HPK1 (MAP4K1) in ex vivo
und in vitro-Proben untersucht. Eine veranderte HPK1-Expression in Myelomzellen im Vergleich zu
anderen hamatologischen Zellentitéten legt einen moglichen Einfluss von HPK1 in der Pathogenese
des MM nahe. Des Weiteren soll diese MAP4K als potenziell therapeutisch nutzbare Zielstruktur
nédher charakterisiert werden.

Im zweiten Teil der Arbeit werden Effekte selektiver HPK1-Modulationen auf die MAPK -
Kaskade, weitere assoziierte Uberlebenssignale und nachfolgende Veranderungen des Myelom-
Phanotyps analysiert. In Untersuchungen mit murinen MPC-11-Zellen werden HPK1-abhangige
Effekte auf die Proliferationsaktivitat und Apoptosesensitivitét geprift (durch Kinase-aktive HPK 1-
Uberexpression und durch selektiven HPK 1-knock-down mittels RNAI). Unter Beriicksichtigung, dass
Gesamt-HPK 1 und Teile des Proteins differenzielle Effekte auf die Apoptose-Induktion zeigen, wird
eine Kinase-defiziente Form von HPK 1 (K46E) in die Untersuchung einbezogen (Kiefer u. a., 1996;
Arnold u. a, 2001).

Auf Grundlage bekannter parakriner Interaktionen zwischen Myelomzellen und dem
K nochenmarkmikromilieu werden Myelomzellen mit modulierter HPK 1-Expression in einem murinen
Modell auf Tumorwachstum und -progression untersucht (Charakterisierung des MM-Phéanotyps in
vivo). Bel Bestétigung eines Einflusses modulierter HPK1-Expresson auf den Phanotyp der
Myelomzellen in vivo erganzen molekularbiologische Methoden zur Untersuchung des Kinoms und
Transkriptoms diese Arbeit.

Letztlich soll die potenzielle Eignung von HPK1 als Zielstruktur kunftiger anti-
myelomatdser Strategien beim MM eval uiert werden.



Ergebnisse 15

3 Ergebnisse

3.1 HPK1 im Multiplen Myelom

3.1.1 Untersuchungen zur mRNA- und Proteinexpression von HPK1 in humanen und
murinen Myelomzellen

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression, Regulation und Funktion der
Hamatopoetischen Progenitor Kinase 1 (HPK1, alias MAP4K1) im Multiplen Myelom (MM)
untersucht.

Erste Daten von mRNA aus CD138"-sortierten Knochenmark(KM)-Myelomzellen zeigten
eine deutlich verringerte HPK1-Expression (im Vergleich zum Referenzgen 18S rRNA) in nicht
behandelten Multiplen Myelomen (Material bei Diagnosestellung gewonnen; Abb. 10). Untersuchte
Myelome unter/nach Therapie (Abb. 10) zeigten im CD138" KM-Myelomzellkompartiment hohere
HPK 1-Expressionen, die in der Hohe vergleichbar ist mit der Expression in CD19°/CD20/CD5"
koexprimierenden Zellen einer B-Zell Chronischen Lymphatischen Leukdmie (B-CLL; Abb. 10). Alle
untersuchten B-Zell-Neoplasien zeigten geringere HPK1-Expressionen im Vergleich zu den
untersuchten peripheren B-Lymphozyten (PBBL; Abb. 10).

Wie in Abschnitt 1.4.2 beschrieben, wurden aulRerhab der eigenen Arbeitsgruppe Nicht-B-
Zell-Neoplasien mittels Microarrays auf HPK1-Transkript-Expression untersucht. In den eigenen
Experimenten wurden in den Proben aus der Gruppe der Nicht-B-Zell-Neoplasien (andere
Tumorentitdten; z.B. Ewing- und Osteosarkomen, Medullo- und Glioblastomen, Adenokarzinome
vom Pankreas und Colon) die geringsten HPK1-Expressionen nachgewiesen und kénnen je nach
Sensitivitdt der angewandten Methode in der Nahe der unteren Nachweisgrenze der verwendeten
Untersuchungsmethode liegen und as Negativkontrollen gewertet werden (andere Tumorentitdten;
Abb. 10A).

Die in Abbildung 10A dargestellte geringere HPK 1-Expression in mRNA-Proben aus dem
CD138"-Kompartiment unbehandelter Myelome zeigten sich auch bei der Untersuchung der HPK 1-
Proteinexpression dieser Proben gegeniiber der Kontrollproben peripherer B-Lymphozyten (Abb.
10B).
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Abbildung 10: A. mRNA- Expression von HPKI (vs. 18S rRNA) mittels quantitativer RT-PCR in PBBLs ( W )),
CDI38" MM-Zellen aus dem KM unbehandelter Patienten mit Multiplem Myelom ( M ), behandeltem Myelom
(CDI138"-MM-Zellen aus KM-Aspiraten ( ™)), CD19'/CD20"/CD5" B-CLL-Zellen ( * ) und Zellen anderer
Tumorentitéiten ( [ ).

B. Darstellung einer densitometrischen Auswertung eines Western-Blotes zur Protein-Expression von HPK]I
( vs. B-Aktin in peripheren CDI19" B-Lymphozyten (PBBL ( M )) und CDI138" MM-Zellen aus dem KM
unbehandelter Patienten mit Multiplem Myelom (W ).
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Fir die Analysen zur Charakterisierung der HPK1-Expression wurden in dieser Arbeit

humane und murine Myelomzelllinien verwendet. Der Vorteil gegeniiber Primérmaterial ist die mittel -
bzw. langfristige Bestandigkeit der kultivierten Zellen, wodurch eine Patienten-unabhangige in vitro-
Analyse mdglich ist.
Die HPK1-Expression verschiedenar MM-Zéelllinien zeigte unterschiedlich stark exprimierte HPK 1-
MRNA bzw. -Proteinniveau (Abb. 11 A + B). Fir eine zu untersuchende Korrelation zwischen den
HPK 1-Expression und dem Karyotyp der Zelllinien wurde die HPK 1-mRNA - und -Protein-expression
der humane Myelomzelllinie U266 auf den relativen Wert 1,0 festgelegt. U266 besitzt keine
numerischen oder strukturellen Chromosomen-Aberrationen und eignet sich daher as Referenz-
Zélllinien. Es konnte in den vorliegenden Untersuchungen keine Korrelation zwischen dem
spezifischen Karyotyp jeder Myelomzelllinie und der Expressionsstérke von HPK 1 ermittelt werden.
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Abbildung 11: HPKI-mRNA- (A) und -Protein-Expression (B) in murinen bzw. humanen Myelomzelllinien
(Expression von HPK1 in U266 auf 1,0 normiert), (drei unabhdngige Versuche)
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3.2 Charakterisierung der funktionellen Eigenschaften von Myelomzellen nach HPKI1-

Uberexpression

Diein Abbildung 10 abgebildete geringere Expression von HPK 1 im CD138"-K ompartiment
unbehandelter Myelome lasst einen weiter zu untersuchenden Effekt der reduzierten Expression von
HPK1 bel der Pathogenese des Multiplen Myeloms vermuten.

Zur Differenzierung von HPK1-abhéngigen Effekten an Myelomzellen wurde murines
HPK1 in murinen MPC-11-Z€llen zunédchst Uberexprimiert. Wie im Abschnitt 1.4.3 beschrieben, ist
HPK1 nicht nur als gesamtes Protein funktionell; beide voneinander getrennte DOmanen haben
spezifische Effekte auf HPK1-nachfolgende Signalwege mit unterschiedlichen phanotypischen
Ausprégungen. Dafiir wurde eine Kinase-aktive und eine Kinase-defiziente Variante von HPK1 in die
Myelomzelllinie MPC-11 transfiziert (nachfolgend HPK1"®" und HPK1"9"®%E)  (Aminosiure-
Austausch von Lysin an Position 46 in Glutaminsiure; K46E) genannt). Die Vektoren stammen von
unserem Kooperationspartner Prof. Kiefer (MPI Minster) (Kiefer u. a,, 1996; Liou u. a., 2000) und
kodieren fur die murine HPK1 as Fusionsprotein mit einem C-terminalen-tandem HA-Epitop-Tag.
Der Zelllinie HPK1"-MPC-11 wurde mit dem Leervektor, pcDEF, transfiziert und diente in den
Versuchen mit Uberexprimierter HPK 1 als Kontrollzelllinie.
Die Zelllysate der beiden HPK1 Uberexprimierenden Myelomzelllinien zeigten im Western-Blot eine
deutlich Uberreprasentierte zusétzliche HPK1-Bande (durch HA-Tag oberhalb 97kDa; Abb. 12) und in
der durchflusszytometrischen Analyse konnte in den transfizierten Zellen eine deutliches HA-FITC-
Fluoreszenzsignal, des HPK 1:HA -Fusi onsproteins, nachgewiesen werden (Abb. 13).

> N
\
Q‘& ‘28‘& QSQ' Abbildung 12: Immunoblot von
Lysaten von HPKI" und MPC-11 mit
tiberexprimiertem HPKI mit gegen

o7 “ s — mHPKLHA - okt oerichicte Antikérper
— B mHPK1 (B-Aktin als Ladekontrolle;

_________________________ Molekulargewichte in kDa)

16 — AN W W— (}-Altin

]
- m———— Wt-MPC-11 (0hne HA-Antikorper)
e Wt-MPC-11 (unspez. Antikoérper-Bindung)
— HPK1""®*"_MPC-11

HPK1""MPC-11
Abbildung 13: Histogramm der

Analyse von Zellproben von wt-MPC-
11, HPKI"™- und HPKI""™ .
MPC-11 mittels Durchflusszytometrie
mit  gegen  Hdmaglutinin  (HA)
gerichtetem, FITC-konjugiertem
Antikorper
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3.2.1 Phiinotypische Verinderungen von MPC-11 mit iiberexprimierter HPK1 (HPK1"¢" &
HPK1"#"® ) jm Vergleich zu HPK1™
Tumorzellen sind charakterisiert durch ein atypisches Proliferationsverhalten und eine Anti-
Tumor-Therapie versucht u.a. diese pathologische Proliferation zu reduzieren. Zur Charakterisierung
der Effekte einer Uberexpression von HPK 1 in MPC-11 wurde die Proliferationsrate mittels der *[H]-
Thymidin-Aufnahme der Myelomzellen gemessen.
Bei dieser Untersuchung zeigte sich in den HPK 1"9"¢4%8)_7¢l|en keine Veranderung des proliferativen
Phanotyps gegeniiber der Kontrollzelllinie HPK 1. Dagegen wurde eine reduzierte Proliferationsrate
von HPK 1"9"im Vergleich zu HPK 1" unter gleichen Zellkulturbedingungen (relative 3[H]-Thymidin-
Aufnahme: 55% vs. 100%; HPK1"" vs. HPK1™: entsprechend einer 45%igen Abnahme der
Proliferation bei HPK 1"9"; Abb. 14) nachgewiesen.

_ | Abbildung 14: Schema der relativen Proliferationsrate von MPC-11
E 1,5 mit Kinase-defizienter HPKI- (HPKIh’fgh(K46E (W )) sowie Kinase-
E aktiver HPK1-Uberexpression (HPKI1"¢" ( B )) vs. HPKI-wildtyp-
= Expression (HPKI" (-1 )).
é 1.0 4 — **p < 0,01 (drei unabhdngige Versuche)
=]
é %%
205
[
=)
0,0

unbehandelte Zellen
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3.2.2 Verinderung der Proliferationsaktivitit und Apoptosesensitivitit von Myelomzellen
gegeniiber anti-myelomatoésen Substanzen durch iiberexprimierte HPK1
a) bei der Proliferation

Neben einer Charakterisierung der HPK1-Expression im Multiplen Myelom und dessen
funktionellen Einfluss auf eine Myelomzelle ist die Identifikation der Hamatopoetischen Progenitor
Kinase als eine mogliche Zielstruktur fir die Therapie des Myeloms Teil dieser Arbeit.

Als néchster Schritt wurde die Proliferationshemmung der Myelomzellen mit
Uberexprimierter HPK1 nach Zugabe verschiedener biologischer und chemischer Wirkstoffe
untersucht. Diese Hemmung wurde in HPK1"9"®468) ynd HPK1"" ebenso wie in der HPK1" in
Anwesenheit der Substanzen PD98059 (MEKI1-Inhibitor), Dexamethason (Inhibitor von
Glucocorticoid-Rezeptoren[GR]), Bortezomib  (Proteasom-Inhibitor) und Melphaan (DNA-
interkalierende Substanz) gemessen. Zur Darstellung der Proliferationsdnderung wurden die
Proliferationsraten der Zelllinien-Proben ohne Substanz (w/o-Proben in Abb. 15) auf den relativen
Wert 1,0 festgelegt und die behandelten Proben relativ zu dieser Probe berechnet und abgebil det.

Nach Zugabe von 10uM Dexamethason konnte eine reduzierte Proliferationrate der HPK 1"
MPC-11 nachgewiesen werden (1,0 vs. 0,34; w/o vs. 10uM Dexamethason, Abb. 15). Dagegen blieb
sie bel den beiden HPK1-tberexprimierenden Zelllinien unter gleichen Dexamethason-Bedingungen
nahezu unverandert (Abb. 15). Das Zytostatikum Melphalan (10uM) zeigte in alen untersuchten
Myelomzelllinien eine Reduktion der Proliferationsrate von bis zu 91% (Abb. 15). Unter Zugabe des
MEK 1-Inhibitors (PD98059, 20uM) bzw. des Proteasom-Inhibitors (Bortezomib, 2nM) zeigte sich
keine veranderte Proliferationsrate bei den HPK 1"9"®4%E. HpK 1"9". und HPK 1**-Zellen (Abb. 15).

Abbildung 15: Verdnderung der
relativen Proliferationsrate durch
Zugabe spezifischer Inhibitoren
bzw.  anti-myelomatoser — Sub-
stanzen in MPC-11 mit Kinase-
defizienter HPKI-(HPK "¢ .
W ) sowie Kinase-aktiver HPKI-
Uberexpression (HPK1"": B ) ys.
HPK 1 -wildtyp- Expression

— —
=) wn
I I

ratio
[ 3[H] Thy Aufnahme / w/o |

(HPKI"; ().
* p < 0,05 (drei unabhingige
0,0 Versuche)
& ; > . > ;
é\o‘Q §§ @‘pq‘%@q o&io é\e@)@l&‘bq %Q@ °¢$° é\e.&b@i‘y' e,%@q é&o
N sV G\ A% X sV
F O S FOE TP
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b) bei der Apoptose

Als mdgliche Zidstruktur in der Myelom-Therapie wird im Folgenden geprift, ob das zu
untersuchende Molekll (HPK 1) einen Einfluss auf die Apoptose-Induktion aufweist.

Zum Nachweis eines solchen Effektes auf die Myelomzelle wurden die Zelllinien mit der
erhdhten HPK1-Expression in einem Dosistitrationsversuch mit den Substanzen aus dem
Proliferationsversuch behandelt und mit dem Verhalten der HPK 1*'-MPC-11 verglichen.

Bei der Untersuchung der Apoptose-Induktion zeigte sich in HPK 1"9"®4%8) nach Zugabe von
Dexamethason im gesamten Dosigtitrationsbereich zwischen 2,5uM und 30uM eine geringere
Zunahme an apoptotischen Zellen im Vergleich zu den HPK1"-MPC-11 (Abb. 16; Tab. 2). AuRerdem
ist der Unterschied in der Zunahme an apoptotischen Zellen gegeniiber der HPK 1" bei einer Zugabe
von 5uM, 10puM und 20uM statistisch signifikant (5uM: p < 0,05; 10uM: p < 0,01; 20uM: p < 0,05).

Bei den HPK1""-Myelomzellen wurde ebenso ein Unterschied in der Apoptosehaufigkeit
nach einer Zugabe von 10uM bis 30uM Dexamethason nachgewiesen (Abb. 16; Tab. 2). Bei einer
Konzentration von 10uM Dexamethason konnte ein statistisch signifikanter Unterschied in der
Zunahme an apoptotischen Myelomzellen zwischen HPK1"®" und HPK1"' aufgezeigt werden
(p<0,05).

Tabelle 2: Verdnderung der Apoptosehdufigkeit nach Zugabe von Dexamethason in
unterschiedlichen Konzentrationen; drei unabhangige V ersuche mit jeweils Doppel bestimmung

Dexamethason- Verdnderung der Apoptosehaufigkeit in % (+ Standardabwei chung)
Konzentration in uM HPK 1M HPK 1Man(K46E) HPK 1Mdh
25 17,8 (+5,3) 57(+x1,7) 14,9 (+ 4,0
5,0 23,7 (+0,3) 9,5 (+4,0)* 18,2 (+ 0,5)
10,0 314 (+ 1,8) 9,8 (+0,1)** 18,9 (+ 0,6)*
20,0 38,4(+31) 18,6 (+5,7)* 23,2(+43)
30,0 42,7 (+7,7) 23,6(+3,1) 25,2(+2,6)

*p< 0,05 ** p< 0,01

Nach Zugabe von 30uM Melphalan zeigten die HPK 1955 _Myelomzellen eine statistisch
signifikant reduzierte Apoptosehéufigkeit gegeniiber der HPK1“-MPC-11 (13,5% vs. 21,3%;
HPK 1"9"46E) ys HPK1™; p < 0,05; Abb. 16; Tab. 3). Dagegen konnten bei HPK1""-Zellen nach
einer Zugabe von 30puM Melphaan eine hdhere Apoptosehdufigkeit nachgewiesen werden (32,4% vs.
21,3%; HPK1"" vs, HPK 1" p < 0,05; Abb. 16; Tab. 3).
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Tabelle 3: Veranderung der Apoptosehaufigkeit nach Zugabe von Melphalan in unterschiedlichen
Konzentrationen; drei unabhangige V ersuche mit jeweils Doppel bestimmung

Melphalan Verénderung der Apoptosehaufigkeit in % (+ Standardabwei chung)
Konzentration in pM HPK 1M HPK 1Man(K46E) HPK 1Mo
25 16,7 (+1,9) 129(+14) 13,6 (+1,5)
5,0 19,9 (+4,7) 14,6 (+ 4,8) 13,5(+1,3)
10,0 19,3 (+2,9) 131 (+3,3) 18,9 (+0,3)
20,0 22,4 (+3,4) 143(+£5.2) 14,9 (+ 10,7)
30,0 21,3(+12) 13,5(+0,7)* 32,4(+0,5)*
*p<0,05

Des Weiteren wurde eine verringerte Apoptoserate nach Zugabe des MEK1-Inhibitors
(PD98059) in den HPK 1"9" “E_Myelomzellen nachgewiesen. Die Reduktion von 6,4% bzw. 8,4%
gegeniiber einer Apoptose-Zunahme von 4,5% bzw. 10,5% bei 40uM bzw. 50uM PD98059-Zugabe
weist einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen HPK 1"9"%8)_ ynd HPK 1*-Myelomzellen
nach (40uM: p < 0,01; 50uM: p < 0,05; Abb. 16; Tab. 4).

Die HPK 1""-Myelomzelllinie zeigte keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zu den
HPK1"-MPC-11 (Abb. 16; Tab. 4).

Tabelle 4: Veranderung der Apoptosehaufigkeit nach Zugabe von PD98059 in unterschiedlichen
Konzentrationen; drei unabhéngige Versuche mit jeweils Doppel bestimmung

PD98059- Verénderung der Apoptosehaufigkeit in % (+ Standardabwei chung)
Konzentration in pM HPK 1 HPK 1hiah(<46E) HPK 1high
10,0 09 (£13) -2,2(+0,2) 0,8 (+20)
20,1 0,5 (+0,9) 4,3 (£2,7) 39(+0,7)
30,0 2,9 (£ 0,6) -53(£3,1) 54(+£0,3)
40,0 45 (+11) -6,4 (+ 0,5)** 4,4(+0,3)
50,0 10,5(+3,5) -8,4 (+0,9)* 10,0 (+3,9)

*p<0,05 ** p< 0,01

Nach der Zugabe des Proteasom-Inhibitors (Bortezomib) zeigten alle MPC-11-
Myelomzellen ab einer Konzentration von 6nM einen starken Anstieg der Apoptosehaufigkeit (Abb.
16; Tab. 5). Dabei zeigte sich aber kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden HPK1-

Uberexprimierenden Zelllinien und der HPK 1"*-Myelomzelllinie.
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Tabelle 5: Veranderung der Apotosehadufigkeit nach Zugabe von Bortezomib in unterschiedlichen
Konzentrationen; drei unabhangige Versuche mit jeweils Doppel bestimmung

Bortezomib- Verénderung der Apoptosehaufigkeit in % (+ Standardabwei chung)
Konzentration in nM HPK 1M HPK 1Man(K46E) HPK 1Mo
1,0 5,6 (+0,2) 08(+71) 51 (+3,8)
2,0 39(+51) 0,7 (+3,7) 2,0(+39)
40 45(+7,9) 0,4(+0,5) 0,6 (+21)
6,0 57,6 (+ 10,0) 42,5(+0,8) 58,5(+11)
8,0 652 (+3,1) 69,8 (+ 0,4) 63,9 (+1,0)

Zusammenfassend lasst sich zeigen, dass die Uberexpresson von HPK1 ein
unterschiedliches phanotypisches Verhalten der Myelomzellen bel Inkubation mit anti -myelomattser
Substanzen bewirkt. Wahrend bei HPK1" nach Zugabe des Glococorticoid-Rezeptor-Inhibitors
(Dexamethason) die Proliferation gehemmt und die Apoptose deutlich erhdht wurde, zeigten beide
Uberexprimierenden Zelllinien keine Proliferation-Inhibition und eine reduzierte Apoptose-Sensitivitét
gegeniiber Dexamethason. HPK1"-Myelomzellen zeigten bei niedriger Dexamethason-
Konzentration eine HPK 1"-ghnliche Apoptosehaufigkeit und mit steigender Konzentration erhdhte
sich der Unterschied in der Dexamethason-induzierten Apoptose beider Zelllinien. Dagegen konnte
bei den HPK 1"9"“65)_7¢l|en bereits bei einer niedrigen Dexamethason-K onzentration eine geringerte
Apoptose-Induktion im Vergleich zu HPK 1'"'-MPC-11 nachgewiesen werden.

Nach Zugabe von Melphalan wurde in alen drei Zelllinien die Proliferation anndhernd zu
100% gehemmt. Bei der Apoptose-Induktion zeigte sich ein unterschiedlich starkes Ansprechen bei
der hichsten Konzentration. Wahrend die HPK 1""““®) eine geringere Steigerung der Apoptose-
haufigkeit aufzeigte, wurde bei den HPK1""-Myelomzellen eine héhere Apoptosehaufigkeit
nachgewiesen (im Vergleich zur HPK1"'-Zelllinie).

Des Weiteren wurde eine verringerte Apoptoserate nach Zugabe von PD98059 in den
Myelomzellen mit der Kinase-defizienten HPK1-Uberexpression nachgewiesen (Reduktion der

Apoptoserate von bis zu 8% bei HPK 1"oK4eE)

, gegeniiber einer Steigerung von mehr als 10% bei
HPK 1"-MPC-11), aber einen Einfluss auf die Proliferation konnte nicht gezeigt werden.

Durch Zugabe des Proteasom-Inhibitors (Bortezomib) wurde in den HPK1"®" und
HPK 1" 4E) keine veranderte Proliferationshemmung bzw. Apoptosehaufigkeit gegeniiber HPK 1*'-

Myelomzellen nachgewiesen.
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323 Einfluss iiberexprimierter HPK1 auf das Tumorwachstum im syngenen, murinen

MPC-11/BALB/c-Modell

Zur Untersuchung des Effektes einer HPK1-Uberexpression auf die Tumorprogression
wurden die Bildung und das Wachstum eines subkutanen Tumors durch applizierte Myelomzellen in
einem syngenen BALB/c-Tiermodell verfolgt.

Fir die Gewahrleistung einer stabilen Transfektion der verwendeten Zelllinien und einer
gleichbleibenden HPK 1-Uberexpression im gesamten Tierversuchzeitraum (maximal 28 Tage nach
Zellapplikation) wurden die Zelllinien mehrere Wochen ohne Selektionsmedium kultiviert. Der
prozentuale Anteil an Zellen mit einem positiven HA-FITC-Fluoreszenzsignal reduzierte sich
innerhalb der 30-tagigen Untersuchung in den HPK1"9"“® ym bis zu 22% (Abb. 17). Bei den
HPK 1"%"-Zellen wurde ein Verlust von 3% HA -positive Zellen nachgewiesen (Abb. 17).

2]

:E §100- Abbildung  17:  grafische  Darstellung  der
§- = prozentualen Anteile HA-positiver, transfizierter
L= 50 - Myelomzellen _

é [3 (HPKIhzgh(K46E) (.)} HPKIhzgh (.))

0 9 15 23 30 0 9 16 23 30
Tage nach Absetzen des Selektionsmediums

Bei in vivo-Untersuchungen zum Effekt der Uberexpression von HPK 1 auf das Tumorwachstum
subkutan applizierter Myelomzellen konnte ein erhdhtes Tumorvolumen bei Myelomzellen mit
Kinase-aktiven HPK 1 schon 5 Tage nach Auftreten des ersten Tumors (@ 10 Tage nach Applikation)
ermittelt werden (Steigerung auf 219% am Tag 5 bzw. auf 194% am Tag 7 vs. 100% bei HPK 1",
Abb. 18).

25 Abbildung  18:  Wachstums-

verlauf subkutan applizierter
Myelomzellen (1x106 Myelom-
zellen pro Tier).

Verstirktes ~ Tumorwachstum
von MPC-11 durch intakte
HPKI1-Uberexpression
(HPK1"¢" ( ® )) aber keine
Verinderung ~ des  Tumor-
wachstums durch Uber-
expression von Kinase-
defizientem HPKI in murinen
Myelomzellen — (HPK1""**%
(®); HPKI™ ( 1))

**p < 0,01, *p < 0,05 (drei
‘ unabhdngige Versuche; 6 Tiere
g Pro Kohorte)

Tumorvolumen [ x103 mm3 |

Tage nach Tumorauftreten
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Ein verédndertes Tumorwachstum nach Applikation von Myelomzellen mit einer
Uberexpression des Kinase-defizienten HPK 1 konnte nicht gezeigt werden (Abb. 18).

Zur Kontrolle der in vitro-Daten des Stahilitétstestes (Abb. 17) wurden nach dem in vivo-
Versuch 2 Tumoren pro Kohorte resuspendiert und mittels Western-Blot auf die Uberexpression von
HPK1 und den Nachweis des HPK 1:HA-Fusionsproteins analysiert.

Bei der Western-Blot-Analyse der insgesamt sechs Tumoren wurde eine unterschiedlich
starke HPK 1-Proteinexpression in den 3 Gruppern/Kohorten ermittelt. Die HPK1"'-Zellproben beider
entsprechender Tumoren zeigten nahezu kein detektierbares HPK1-Signal (Abb. 19). In den
Zelllysaten der HPK1"9"®*5_Tymoren konnte ein schwaches HPK1(Uberexpressions)-Signal
nachgewiesen werden (Abb. 19). Das HPK1-Signa der HPK1""-Tumoren zeigte eine deutliche
HPK 1-Uberexpression (Abb. 19).

e(\ e’{» Abbildung  19: Immunoblot von
N " 6& é& ‘\ ‘F\, Lysaten von resuspendierten Tumoren
S S o o &0 &0 subkutan applizierter Myelomzellen
0@ 0@ QP *}b > & mit  gegen  HPKI  gerichtete
@\f* @\S @}‘k & Q@" ‘&o}?' Antikérper; je 2 Tumoren von
@ @ @ @ @ @ HPKI"- (Bahn 1 & 2), HIZIEI’"W“E/
(Bahn 3 & 4) und HPKI"®" (Bahn 5
F& &Fss&s &6)
| (HPK1-Bande  (durch  HA-Tag)
97 | g oy MHPK1 oberhalb  97kDa;  B-Aktin  als
_________________________ Ladekontrolle; Molekulargewichte in
D
46 — — e B-Aktin Kb

Zusatzlich wurden die resuspendierten Tumoren mit Hilfe der Durchflusszytometrie auf
Nachweisbarkeit des HA-Tags anaysiert. Zur methodischen Kontrolle der Durchflusszytometer-
Analyse wurden aulerdem Zellen der subkutan applizierten Myelomzellen aus der in vitro-Zellkultur
untersucht. Bel diesen Proben konnte gezeigt werden, dass CD138-positive Myelomzellen mit bzw.
ohne HA-Fusionsprotein voneinander unterscheidbar und das die engesetzten Fluorochrom-
konjugierten Antikorper nutzbar waren (Abb. 20).

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie konnten bei der Analyse der resupendierten Tumoren
folgende Zell populationen unterschieden werden:

i) CD138"/HA-Myelomzellen (ohne Fusionsprotein),

i) CD138"/HA*-Myelomzellen (mit HPK 1:HA-Fusionsprotein) und

iii) CD138/HA -Zellen (entsprechend andere Zellarten im und um den Tumor)

Bei der Untersuchung der 2 Tumoren der HPK 1*-Myelomzellen konnte vorrangig CD138-
positive und HA-negative Myelomzellen gezeigt werden (Abb. 21; links). Die Tumoren der
HPK 1" 4E)_7ellen wiesen neben einer deutlichen CD138'/HA™-Zellpopulation nur eine kleine
CD138'/HA*-Population auf (Abb. 21; mitte). Dagegen wurden bei den Tumoren der HPK1"9"-
Myelomzellen eine klar Uberreprasentative CD138"/HA™-Zellpopulation nachgewiesen (Abb. 21;

rechts).
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Abbildung 20: beispielhafte Darstellung der Durchflusszytometer-Analyse von Zelllinien, welche in je 6 Mduse
subkutan appliziert wurden; analysiert wurden der Myelommarker CDI138 und der Transfektionsmarker

Hdamaglutinin  (HA) mittels entspechender Fluorochrom-konjugierter Antikorper; dargestellt sind die
Messpunkte in SSC/FSC- (links) und in HA-FITC/CD138-APC-Abtragung (mitte und rechts); (Ak = Antikérper)
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Abbildung 21: beispielhafte Darstellung der Durchflusszytometer-Analyse von resuspendierten Tumoren;
analysiert wurden der Myelommarker CDI38 und der Transfektionsmarker Hdmaglutinin (HA) mittels
entspechender Fluorochrom-konjugierter Antikorper
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Bei der Untersuchung des Einflusses uberexprimierter HPK1 konnte ein verstérktes
Tumorwachtum von subkutan applizierter HPK1"%"-Myelomzellen nachgewiesen werden. Die
transfizierten Zellen zeigten im in vitro-Vorversuch tber 4 Wochen eine stabile Expression und die
Tumoren wiesen nach dem 4-woéchigen in vivo-Versuch Uberwiegend Myelomzellen mit einem
Uberexprimierten, HA-positiven HPK1-Protein auf. Die HPK1"9"®“8.Myelomzellen zeigten bei
Zéellkulturbedingungen ohne Selektionsdruck (ohne Antibiotikum) einen Verlust von einem flnftel der
HA-positiven Zellen. Nach dem in vivo-Versuch konnten nur wenige Zellen mit diesem Signal
identifiziert werden und es konnte auch kein Unterschied in der Progression der Tumoren in vivo

gegeniiber den HPK 1"-Tumoren ermittelt werden.
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324 Effekte iiberexprimierter HPK1 auf intrazelluldre Signalwege in Myelomzellen

Zur Charakterisierung der phanotypisch ermittelten Unterschiede zwischen HPK 1" und der
beiden HPK1-Uberexprimierenden Myelomzelllinien wurden Untersuchungen auf zellbiologisch-
biochemischer Ebene vorgenommen. Dafir wurden die aktiven und die Gesamt-Proteinspiegel von
Kinasen, speziell MAP Kinasen, untersucht. Dabei konnten deutlich veranderte Expressions- bzw.
Aktivitatslevel verschiedener Kinasen (u.a. der MAPK-Kaskade) in den HPK1"9"-Zellen gegentiber
der HPK 1" ermittelt werden (Abb. 22 + 23).

oo o
HPK1™ i
- 'Y L
MPC-11 > e
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HPK1high- L v
MPC-11
[ 2]
T N L L 1]
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MPC-11 e . Abbildung  22:  beispielhafte
P Darstellung  der verwendeten
- Phospho-Arrays der Firma R&D
Systems; Proteome Profiler™
Human Phospho-MAPK- (oben)
&% o0 ee & Proteome Profiler™ Human
s Phospho-Kinase-Array-Kit
HPK1high- oe . A i (unten);
MPC-11

hybridisiert wurde Zelllysate von
HPK 1" und HPK1"¢"
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Nach der Uberexpresson der Kinase-aktiven HPK1-Variante wurden ein verstérktes

Vorkommen der phosphorylierten, aktiven Formen der c-Jun N-terminal Kinase-1 (pJNK1) und der
P38a. Kinase (pP38a) nachgewiesen (Abb. 23A). Ein verstérktes Signal bel pP38a. konnte auch bei
der HPK 1"9"X4%8)_7 || |inie aufgezeigt werden (Abb. 23B).
Dagegen wurden weniger phosphorylierte, aktive Proteine der Ribosomal S6 Kinase-1 (pRSK1), der
Glykogen Synthase Kinase-3a. und -3 (pGSK-3o/p) und der Lymphozyten-spezifische Protein-
Tyrosin Kinase (pLCK) in HPK1"" nachgewiesen (Abb. 23A). In den HPK1"9"K%E)_7z¢l||ysaten
wurde ein verringertes Signal der Extrazellular Signal-regulierte Kinase-l (pERK1), des Signal-
Umwandler und -Aktivator der Transkription, Variante 2, 3, 5a und 5b, (pSTATZ2, 3, 5a/b) und von
Paxillin (pPxn) ermittelt (Abb. 23B). Alle Vergleiche wurden gegen die Signale der einzelnen Proteine
aus der Anayse von HPK 1" gebildet.

Einige Kinasen wurden ebenfalls mittels Western-Blot analysiert. Dabei wurden neben der
Bestétigung der Phospho-Array-Ergebnisse, differenzielle Aktivitats- bzw. Gesamtprotein-Signae
weiterer Kinasen nachgewiesen. So konnte eine héhere Gesamtproteinmenge der Mitogen-aktivierten
Kinase Kinase Kinase-l (MEKK1) und ein hoheres Aktivitdtslevel der TGF B-aktivierten Kinase-1
(pPTAK1), der Mitogen-aktivierten Protein Kinase Kinase-1 und —Kinase-2 (alias ERK Kinase-1/2;
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pMEK1/2), der P70 S6 Kinase a (pP70S6Ka) und der Mitogen-aktivierten Protein Kinase-aktivierten
Protein Kinase2 (PMAPKAPK2) in HPK1"" aufgezeigt werden (Abb. 23C). Diese verdnderten

Signale wurden in HPK 19458 njcht nachgewiesen.

Bedingt durch eine Uberexpression von HPK1 in Myelomzellen entstanden veranderte
Zustande innerhalb der nachgeschaltete Signaltransduktionswege. So zeigte sich bei HPK1"9" eine
verdnderte Signalweiterleitung in verschiedensten Signalwegen, u.a. im P38- und JNK-Signalweg.
Durch den Verlust der Kinaseaktivitét von HPK1 in HPK 1" 48 wurde dagegen ein abweichendes
Aktivierungs-Profil nachgewiesen. In Myelomzellen mit einer Uberexpression des Kinase-defizienten
HPK1-Form konnte ein differenzielles Aktivierungsniveau von z.B. Proteinen des JAK/STAT - und

ERK-Signalweges gezeigt werden.

3.2.5 Effekte iiberexprimierter HPK1 auf das Transkriptom der Myelomzellen

Zur Unterstitzung der ermittelten Daten der phanotypischen und proteinbiochemischen
Analysen (siehe 3.2.1 bis 3.2.4) wurden die Transkriptome der HPK1"9" HPK 1"9"K45) ynd HPK 1™
mittels ,, Genechip Mouse 1.0 &*-Microarrays untersucht. Die Analysen der extrahierten RNAS
wurden am Interdisziplinaren Zentrum fir Klinische Forschung (IZKF), Technologieplattform und
Serviceeinheit "Integrierte Funktionelle Genomik” (IFG), Abteillung Genexpressionsanalytik
durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mit freundlicher Unterstitzung von PD Dr. Korsching vom
Institut fur Bioinformatik des Universitétsklinikums Munster.

Wie im Kapitel 5.2.15 beschrieben sind mit jedem Array 35556 Transkript-Cluster
analysiert worden. Durch die statistische Auswertung von 6 unabhéngigen RNA-Proben jeder Zelllinie
und der anschliefenden Vergleichsanalyse von HPK 1" bzw. HPK 1"9"®%5) mit der Kontrollzelllinie
HPK 1" wurden differenziell exprimierte Transkript-Cluster identifiziert.

Bei der Untersuchung der HPK 1"9"-Zellen wurden 2041 Transkript-Cluster mit einer differenziellen
Expression im Vergleich zu HPK 1"'-Myelomzel len ermittelt (Abb.24A).

Zur |dentifikation der durch die differenziellen Transkript-Cluster am stérksten vertretenen
Signalwege wurden die Gensymbole mit dem Online-Portal Pantherdb.org analysiert. Dabei wurden
von den 2041 differenziell exprimierten Transkript-Cluster der HPK 1"9" 1366 Gene (mehrere Cluster
pro Gen mdglich) mit 661 Signalwegs Treffern identifiziert (pro Gen mehrere Treffer moglich). Die

am haufigsten vertretenen Signalwege waren (Genzuordnung siehe Tab. 19 — Anhang):

i) Chemokin und Cytokin vermittelte Entziindungsreaktionen (P0O0031) mit 37 Treffern
ii) der Wnt-Signalweg (P00057) mit 27 Treffern
iii) Signalwege der Angiogenese (PO0005) mit 26 Treffern
iv) PDGF- bzw. Integrin-Signalwege (PO0017 bzw. PO0034) jeweils mit 17 Treffern

V) Apoptose- bzw. T-Zell-Aktivierungs Signalwege (PO0006 bzw. PO0053) jeweils mit 15 Treffern
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Beim Vergleich von HPK1"9"¥%5 ynd HPK1™ konnten 343 differenziell exprimierte
Transkript-Cluster ermittelt werden (Abb. 24B) und mit Hilfe des Online-Portals wurden 254 Gene
identifiziert und 138 Signalwegs-Treffern zugeordnet. Die 5 Signalwege mit der hochsten Anzahl an
Treffern waren (Genzuordnung siehe Tab. 20 — Anhang):

i) Apoptose- bzw. PDGF-Signalwege jeweils mit 8 Treffern

i) Chemokin und Cytokin vermittelte Entziindungsreaktionen mit 7 Treffern

iii) der FGF bzw. EGFR- bzw. Integrin- bzw. TGF-B- bzw. Wnt- jeweils mit 5 Treffern
Signalwege (PO0021 bzw. PO0018 bzw. P00034 bzw. PO0052 bzw. PO0057)

iv) Signalwege der Angoigenese bzw. B-Zell-Aktivierung jeweils mit 4 Treffern
(POO005 bzw. PO0010)

v) Endothelin- bzw. T-Zell-Aktivierungs- bzw. Toll-Rezeptor- bzw. jeweils mit 3 Treffern

VEGF- bzw. p53-Signalwege (P00019 bzw. PO0053 bzw. PO0054 bzw. PO0056 bzw. PO0059)

343
«:: gemeinsame Transkript- Cluster von HPK1M2h- gemeinsame Transkript- Cluster von HPK1high(K46E)-
" und HPK1"- MPC-11 (nicht differenziell) " und HPK1"- MPC-11 (nicht differenziell)
differenzielle Transkript- Cluster von HPK1ieh- gy differenzielle Transkript- Cluster von HPK1high(K46E)-
vs. HPK1Vt- MPC-11 vs. HPK1vt- MPC-11

Abbildung 24: schematische Darstellung der Vergleichsanalyse von HPKI1"" (4) und HPK1"¢" %5 (B) mit
HPKI"; hervorgehoben ist der Anteil der differenziell exprimierten Transkript-Cluster am Gesamt-Transkript-
Cluster-Ausmayf3 der Microarrays

Mittels der Microarrays konnten auch die Transkript-Expressionen der untersuchten Proteine
ausKapitel 3.2.4 ermittelt werden. Durch die Uberexpression von HPK 1 zeigten die Gene jnkI und 2,
p38a, p70s6ka, stat?, stat3, stat5a und 5b, gsk-3a und -38, Ick, erkl, rskl, takl, mekl und 2,
mapkapk2 und pxn keine unterschiedlichen Transkript-Expressionen im Vergleich zu den
Expressionen in den HPK 1"'-Myelomzellen (Abb. 25 + 26).

Ausnahmen sind die Gene von Apkl und mekkl. Diese Gene waren as Transkript (Abb. 25) und
Protein (Abb. 23) in HPK 1"%" {iberexprimiert (hpk!: log ratio = 1,14; p < 3,5x10°; mekkI: log, ratio =
1,07; p<0,002).

In HPK 1"9"%“%) war nur das Gen von hpkI tiberexprimiert (log ratio = 1,14; p < 1,6x10“* Abb. 26);
das Gen von mekkl war nicht differenziell exprimiert (identisch mit der unverdnderten Protein-
expression im Western-Blot (Kap. 5.2.4); Abb. 26).
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a a: log, ratio 1,144; p<3,435x10%

b: log, ratio 1,072; p<0,002
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Abbildung 25: Transkript-Expressionen von ausgewdhlten Kinasen in HPKI1"¢" (B ) ynd HPKI" ( 1) mittels
,» Genechip Mouse 1.0 st “-Microarrays analysiert;

a: Differenz log, ratio = 1,144, p < 3,435x107; b: Differenz log , ratio = 1,072; p < 0,002,

(jeweils 5 unabhdingige mRNA-Proben pro Zelllinie)

15 7
14 1 [ c: log, ratio 1,141; p<1,589x10-4
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Abbildung 26: Transkript-Expressionen von ausgewdhlten Kinasen in HPKI1"$" %5 « B ) und HPKI" ( -1 )

mittels ,, Genechip Mouse 1.0 st‘“-Microarrays analysiert;
c¢: Differenz log, ratio = 1,141, p < 1,589x10°";
(jeweils 5 unabhdngige mRNA-Proben pro Zelllinie)

Insgesamt unterstiitzen diese Ergebnisse der Transkriptom-Anayse die Daten der Western-
Blot-Untersuchungen (Kap. 3.2.4) und koénnen fur die Phosphoprotein-Analysen als Kontrolle des

jeweiligen Gesamtproteinniveaus (sogenannte ,, Pan® -Kontrolle) fungieren.
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Basierend auf Literaturrecherchen zu HPK 1 und seiner regulatorischen Aktivitat wurden die

Expressionsdaten folgender Gene in den HPK 1"%" und HPK 1"9"X“%5) gl s besonders relevant erachtet.

Tabelle 6: wichtige differenzielle Gene der Transkriptom-Analysen

Veranderung der Transkript-Expression

Gensymbol (Differenz log, ratio*; p-Wert)
HPK1""vs HPK1"  HPK1""*%8 ys HPK1™
askl 1,057 (p < 0,002) 1,059 (p < 0,015)
gadd45y 1,080 (p < 0,002) -
p21 1,179 (p < 0,015) -
mel-1 1,037 (p < 0,002) -
bel-211 - 1,042 (p < 0,02)

* positive Werte bedeuten eine Uberexpression in der entsprechenden HPK 1-
Transfektanten

Die Uberexpression von Kinase-aktiver HPK 1 verursachte in den Myelomzellen eine Uberexpression
von askl (alias map3k5), gadd45y (Wachstumsarrest und DNA-Schaden induziertes Gen 45 gamma),
mcl-1 (myeloi sche Leukamie Sequenz 1) und p2! (dias cipl) (Tab. 6).

Neben einer erhhten Transkript-Expression von ask! (gemein mit HPK1"%") war das Transkript von
bel-211 (,bcl-2 like 1¢) in HPK1""™®4® im Vergleich zu HPK1™ Uberexprimiert (Tab. 6).
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3.3 Charakterisierung von Effekten selektiv herunterregulierter HPK1 in Myelomzellen
(HPK1-knock-down mittels RNAi)
Eine weitere Mdglichkeit der Modulation der HPK1-Expression ist die Reduktion der
Expression mittels RNA-Interferenz (RNAI).
Dafir wurden drei verschiedene RNAi-Konstrukte auf ihre Funktionalitét/knock-down-Effektivitét
getestet. Alle drei RNAI-Konstrukte zeigten eine reduzierte HPK1-Expression mit unterschiedlicher
knock-down-Effektivitdt. Die Negativkontrolle (Zellen mit AllStars-Negative-Control SiIRNA
behandelt, Fa. Qiagen) zeigte wie erwartet keine Expressionsverringerung (Abb. 27) und diente als
HPK1" in den Versuchen mit reduzierter HPK1-Expression as Kontrolle. Fir die weiteren
Untersuchungen wurde die SIRNA #3 ausgewahlt, well sie die HPK 1-Expression tber einem Zeitraum
von 72h am schnellsten und effektivsten hemmte. Die daraus entstandene transfizierte Zelllinie wurde

als HPK 1™ bezeichnet.
&
PO N .@19«\
FEEES

Abbildung 27: Immunoblot von Lysaten

07 __ el mew o - mHPK1 aus HPKI" und HPKI-knock-down-
_________________________ MPC-11 (HPK]IOW) mit gegen HPKI

gerichtetem Antikorper.
46 — w B-Aktin (B-Aktin als Ladekontrolle;
- Molekulargewicht in kDa)

3.3.1 Phénotypische Verinderungen von MPC-11 mit reduziert exprimierter HPK1

(HPK1"") im Vergleich zu HPK1™

Entsprechend der Proliferationsuntersuchungen nach HPK1-Uberexpression (Kap. 3.2.1)
wurde auch die HPK 1'*Y-Myel omzelllen phénotypisch charakterisiert.

Die HPK 1'™-Myelomzelllinie zeigte kein verandertes Proliferationsverhalten gegeniiber der
HPK 1" (Abb. 28).

< 15 1
£
o
B
==
3T
2
205
i Abbildung 28: Schema der relativen Proliferationsrate in MPC-11 mit
ME reduzierter HPKI-Expression (HPKI" ( ® )) vs. HPKI-wildtyp-
— Expression (HPKI™ ( 1 )).
0 unbehandelte (drei unabhdngige Versuche)

Zellen
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3.3.2 Verinderung der Proliferationsaktivitit und Apoptosesensitivitit von Myelomzellen
gegeniiber anti-myelomatosen Substanzen durch selektiv reduzierte HPK1 (HPK1-
knock-down mittels RNAi)

a) bei der Proliferation
Es wurden in MPC-11-Myelomzellen Effekte reduzierter HPK1-Expression auf die

Hemmung der Proliferation (§H]-Thymidin-Aufnahme) analysiert. Die Untersuchungen wurden in

HPK 1 ebenso wie in der HPK1" in Anwesenheit von Dexamethason, Méephalan, PD98059 und

Bortezomib durchgefiihrt.

Zur Darstellung der Proliferationsdnderung wurden die Proliferationsraten der Zelllinien-
Proben ohne Substanz (w/o-Proben in Abb. 29) auf den relativen Wert 1,0 festgelegt und die
behandelten Proben relativ zu dieser Probe berechnet und abgebil det.

Bei Untersuchungen der Effekte reduziert-exprimierter HPK 1 in MPC-11-Myelomzellen auf
die Proliferation konnte nach Zugabe von Dexamethason (10uM) und PD98059 (20uM) ene
verringerte Aufnahme von 3[H] -Thymidin gegenuiber HPK 1" gezeigt werden (Abb. 29). Diese
Unterschiede sind nicht satistisch signifikant. Melphalan (10uM) zeigte in alen untersuchten
Myelomzelllinien eine Reduktion der Proliferationsrate von tber 99%. Der Proteasom-nhibitor
Bortezomib (2nM) verursachte keine Proliferationshemmung (Abb. 29).

0
2157
]
£
=
s 1

£

£ < Abbildung  29:  Verdnderung  der  relativen
EO’S Proliferationsrate  durch  Zugabe  spezifischer
— Inhibitoren bzw. anti-myelomatdser Substanzen in
==} MPC-11 mit reduzierter HPK I-Expression (HPKI1""
N 0 (W )) vs. HPK1-wildtyp-Expression (HPKI" ( -1)).

Ein statistisch signifikanter Effekt der reduzierten HPK1-Expression auf die Proliferation
der Myelomzellen im Vergleich zu HPK1"'-Myelomzellen konnte nach Zugabe der vier Anti-

Myelom-Therapeutika nicht nachgewiesen werden.
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b) bei der Apoptose

Zum Nachweis eines Einflusses einer reduzierten HPK1-Expression auf die Apoptose-
Induktion der Myelomzelle wurde die HPK1'™-Zelllinie in einem Dosistitrationsversuch mit den
Substanzen aus dem Proliferationsversuch behandelt und mit dem Verhalten der wildtypisch HPK1-
exprimierenden Myelomzelllinie verglichen.

Bei der Untersuchung der Apoptose-Induktion zeigte sich bei HPK1™ nach Zugabe von
Dexamethason im gesamten Dosigtitrationsbereich zwischen 2,5uM und 30uM kein Unterschied beim
prozentualen Anstieg der Apoptosehéufigkeit im Vergleich zu den HPK1"-Myelomzellen (Abb. 30;
Tab. 7).

Tabelle 7: Verdanderung der Apoptosehdufigkeit nach Zugabe von
Dexamethason in unterschiedlichen Konzentrationen; drel unabhéangige
Versuche mit jeweils Doppel bestimmung

Dexamethason- Veranderung der Apoptosehaufigkeit in %
K tration in UM (+ Standardabweichung)
onzentration in HPK ™ HPK 1%
25 12,5 (= 0,3) 10,5(+0,5)
5,0 12,9 (+21) 81(+14)
10,0 14,2 (+0,5) 10,9 (+0,2)
20,0 11,8 (+0,2) 12,3(+0,7)
30,0 17,4 (+4,5) 13,1 (+21)

Nach Zugabe von Melphalan zeigten die Myelomzellen mit einer reduzierten HPK1-
Expression keine veranderte Apoptosehéufigkeit gegeniiber der HPK1"-Zellen (Abb. 30; Tab. 8).

Tabelle 8: Veranderung der Apoptosehaufigkeit nach Zugabe von Melphalan
in unterschiedlichen Konzentrationen; drei unabhéngige Versuche mit jeweils
Doppel bestimmung

Melphalan- Verénderung der Apoptosehaufigkeit in %
Konzentration in pM (+ Standardabwetchung)

H HPK 1" HPK 1

2,5 12,5 (+4,0) 14,4 (+ 4,1)

5,0 15,7 (+ 1,0 16,6 (+ 0,1)

10,0 179 (+1,3) 16,1 (+2,7)

20,0 30,1 (+0,6) 22,6 (+1,5)

30,0 36,6 (+0,5) 27,6 (+0,2)
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Des Weiteren wurde keine verédnderte Apoptoserate nach Zugabe des MEK 1-Inhibitors
(PD98059) in den HPK 1™ im Vergleich zu HPK 1" nachgewiesen (Abb. 3C; Tab. 9).

Tabelle9: Verénderung der Apoptosehdufigkeit nach Zugabe von PD98059 in
unterschiedlichen Konzentrationen;, drel unabhéngige Versuche mit jeweils
Doppel bestimmung

PD98059- Veranderung der Apoptosehaufigkeit in %

K tration in LM (+ Standardabweichung)
onzentration in HPK 1™ HPK 1o
10,0 1,8 (+0,0) 1,8(+0,8)
20,1 0,7 (+0,0) 1,0(x0,2)
30,0 4,0 (+1,8) 2,5(+0,9)
50,0 33(+0,1) 2,0(+0,6)

Nach Inkubation mit dem Proteasom-Inhibitor (Bortezomib) zeigten ale MPC-11-
Myelomzellen ab einer Konzentration von 4nM einen deutlichen Anstieg der Apoptosehaufigkeit
(Abb. 30; Tab. 10). Dabei zeigte sich aber kein signifikanter Unterschied zwischen der HPK 1™ und
der HPK 1.,

Tabelle 10: Verdnderung der Apoptosehdufigkeit nach Zugabe von
Bortezomib in unterschiedlichen Konzentrationen; drei unabhangige Versuche
mit jeweils Doppel bestimmung

Bortezomib- Verénderung der Apoptosehaufigkeit in %
L (+ Standardabweichung)
Konzentration in nM wt low
HPK1 HPK1

1,0 -1,8 (+0,7) 0,8 (+2,0)

2,0 -1,6 (+0,6) 34(+24)

4,0 18,8 (+1,2) 16,0 (+0,5)

6,0 56,7 (+4,4) 57,0 (+2,4)

8,0 68,3 (+0,9) 66,2 (+1,1)

Bel Untersuchungen von MPC-11-Myelomzellen mit reduzierter HPK1-Expression
(HPK 1'°W) konnten keine statistisch signifikante Unterschiede in der Apoptosehéufigkeit nach Zugabe
der verschiedenen Apoptose-Induktoren gegeniiber HPK 1" mit , scrambled*-siRNA nachgewiesen

werden (Abb. 30).
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333 Effekte vermindert exprimierter HPK1 auf intrazelluliire Signalwege in Myelomzellen
Ebenso wie die HPK 1-Uberexpressions-Transfektanten wurden die HPK1'™"-Zellen mittels
proteinbiochemischer Methoden untersucht.
Dabei konnten ein sehr &hnliches Expressions- bzw. Aktivitétsmuster verschiedener Kinasen
in HPK1'® und HPK 1"* ermittelt werden (Abb. 31+ 32).

, L T I T [
HPKI™- e oo .
MPC-11 LA . " .. .
. Abbildung  31:  beispielhafie
Darstellung des verwendeten
Phospho-Arrays der Firma R&D
- L. Systems;  Proteome ProﬁlerTM
L o e 4 TEE - g .
HPK1'ov- > OO oo .o Hyman Phospho-MAPK-Array
MPC-11 ve . Kit,
hybridisiert wurde Zelllysate von
e HPKI"™ und HPK1""
A2 B
L & Abbildung 32: A. densitometrische Auswertung
1,0 S N der Phospho-Arrays (oben) und Gegeniiber-
; stellung der Dot-Paare (unten) der Lelllysate von
& & llung der Dot-Paare (unten) der Zelll
0,8 - X R HPKI (® ) und HPKI™ ( 1) und
07— - HPKI1 B. Immunoblot von Zelllysaten von HPKI™ und
0,6 HPKI"" mit gegen totale und phosphorylierte
78— wwm === DTAKI1 Proteine gerichtete Antikorper
0.4 7 42= =~ .. pERKI1 (B-Aktin als Ladekontrolle; Molekulargewichte in
I kDa
02 - 54, = s w== PINK2, Nk ] )
0,0 70~ S = L, P70S6Ka
pCREB 49- « + pMAPKAPK2
B0 46-SERE -Actin
L

Unterschiede im Aktivitatslevel zwischen HPK1'™ und HPK1" wurde bei der cAMP
Response Element Binding Protein-Kinase (pCREB) und bei der TGF B-aktivierten Kinase-1
(PTAK1) nachgewiesen (Abb. 32 A + B). Die Phospho-Proteine pJNK1/2, pERK1, pP70S6K . und
PMAPKAPK2 zeigten kein differenziell reguliertes Aktivitatsniveau in HPK1'™-Myelomzellen im
Vergleich zu HPK 1" (Abb. 32B).



Ergebnisse 41

3.34 Effekte reduzierter HPK1-Expression auf das Transkriptom der Myelomzellen

Entsprechend der Analysen der HPK 1-Uberexpressions-Zelllinien wurde auch HPK1'®" auf
Veranderungen des Transkriptoms untersucht.

Diese Untersuchungen wurden wiederum mit Unterstitzung der Abteilung fir
Genexpressionanaytik (IZKFIFG) und dem Institut fir Bioinformatik durchgefihrt.

Bei der Vergleichsanalyse von HPK 1'® und HPK 1" wurde 1 von 35556 Transkript-Cluster
as differenziell exprimiert identifiziert. Das zugehorige Gen gehort zur ATPase, Klasse 11, Typ 9A
(log, ratio = 1,06; p < 0,018).

Aufgrund der Daten aus den genetischen und proteinbiochemischen Untersuchungen, sowie
der fehlenden signifikanten Unterschiede bei der Proliferationshemmung und der Apoptose-Induktion
von HPK 1 wurde auf die in vivo-Versuche zum Einfluss von reduzierter HPK 1-Expression auf das
Tumorwachstum in einem syngenen, murinen MPC-11/BALB/c-Modéll in der vorliegenden Arbeit

verzichtet.
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4 Diskussion

Bel der Entwicklung neuer zielgerichteter Therapiestrategien kommt der Identifizierung

neuer Ziestrukturen eine grundlegende Bedeutung zu (Chauhan u. a, 1997; Dankbar u. a., 2000;
Hideshima u. a, 2001c; Bisping u. a, 2003). Besonders hervorzuhebende Signalkaskaden beim
Multiplen Myelom sind der JAK-STATS3-, der Ras-Raf-ERK -, der INK/SAPK- und der PISK-AKT-
Signalweg (Puthier u. a, 1999; Tu u. a, 2000; Hu u. a, 2003; Lentzsch u. a., 2004). Neue
therapeutische  Strategien mit  Inhibitoren oder Antikbrpern sind  darauf — ausgerichtet,
Schltissdlregulatoren in anti-apoptotischen Signalwegen selektiv auszuschalten, mit dem Ziel i) eine
priméare Induktion von Apoptose in Myelomzellen hervorzurufen, ii) die Sensitivitét gegentber
konventionellen Chemotherapeutika wiederherzustellen oder iii) das Knochenmarkmikromilieu so zu
veréndern, dass einerseits parakrin vermittelte anti-apoptotische Signale (IL-6, IGF, VEGF) blockiert,
andererseits die Adhasion zwischen Knochenmarkstroma und Myelomzellen verhindert wird
(Villunger u. a., 1996; Bruno u. a., 2004).
Bislang sind entsprechende frihe, aktivierende oder von der Selbstregulation (feed back) entkoppelte
Signalereignisse in der Entstehung des Multiplen Myeloms unzureichend untersucht. Gut
charakterisiert sind dagegen proliferative Signale in differenzierten B-Lymphozyten durch
Interaktionen zwischen B-Zell-Rezeptor (CD79) und membransténdigen oder zur Plasmamembran
rekrutierten Kinasen. Biochemisch als auch in B-Zellen konnte gezeigt werden, dass die Aktivitét der
Hamatopoetischen Progenitor Kinase 1 (HPK 1) durch B-Zell-Rezeptor-vermittelte Signale unmittelbar
reguliert wird (Sauer u. a.,, 2001; Tsuji u. a., 2001; Han u. a., 2003). Die mégliche pathogenetische
Rolle von HPK1 in der Entstehung von B-Zell-Neoplasien (wie dem Multiplen Myelom) und
insbesondere ihre Interaktion mit Oberfl&chenrezeptoren der malignen B-Zellen sind bisang nicht
untersucht.

Die cDNA de murinen HPK1 wurde durch subtraktive Hybridisierung aus
Knochenmarkszellen in der Arbeitsgruppe von Prof. Kiefer (MPI, Minster) isoliert. Nachdem die
initiale Charakterisierung HPK1 a's selektiven SAPK- und NF«B-Aktivator identifiziert hatte, konnte
eine Regulation von HPK1 durch Immunorezeptoren gezeigt werden. Interessanterweise wird in
apoptotischen Zellen HPK1 durch Caspasen gespalten. Das dabei entstehende C-terminale Fragment
supprimiert den NF«B-Weg wahrend der N-Terminus weiterhin einen potenten INK/SAPK-Aktivator
darstdlt. Ferner wurde im Labor von Prof. Kiefer der exakte Mechanismus der Aktivierung von HPK 1

nach Immunorezeptor -Stimulation entschliisselt (Kiefer u. a., 1996; Liou u. a., 2000).
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In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die mRNA- und Protein-Expression der
Hamatopoetischen Progenitor Kinase 1 im Multiplen Myelom untersucht und mit anderen
hamatol ogischen bzw. malignen Zelltypen verglichen. HPK1 zeigte auf mRNA- und Protein-Ebene
eine reduzierte Expression gegeniiber nicht malignen, hdmatologischen Zellen (PBBL, Abb. 10). Auch
in Zellen anderer maligner hamatologischer B-Zell-Entitéten (B-CLL) und in Myelomen wahrend
bzw. nach Therapie ist die HPK1-Expresson hoher as in Myelomzellen nach Diagnosenstellung
(Abb. 10). Diese Expressionsverhalten spricht fir eine Funktion von HPK1 als Tumorsupressorgen.
Durch die Reexpression von HPK 1 kann eine Reduzierung oder Aufhebung des malignen Phanotyps
der Tumorzellen erwartet werden.

Fir ene Uberexpr on von HPK 1 wurden murine Zelllinien mit murinem, Kinase-aktivem
(HPK 1-high) bzw. Kinase-defizientem (Aminosdureaustausch K46E; HPK1-K46E), HPK1 generiert.
Zur Kontrolle wurde eine murine Zelllinie mit dem Vektor ohne zusétzliche, kodierende Sequenz
(, Leervektor) transfiziert (HPK1-wt). Die HPK 1-Transfektanten, intakt bzw. mutiert, synthetisieren
ein HA-getaggtes HPK1-Fusionsprotein (Abb. 12 + 13). Durch den HA-Tag wurde die
durchflusszytometrsiche Analyse dieser Zdlllinien erleichtert.

4.1 Zellulire Effekte auf die Uberexpression von HPK1 beim Multiplen Myelom

Die Transfektion von Kinase-aktivem HPK 1 verursachte zahlreiche mol ekul ar - biochemische
und zellbiologische Veranderungen in der Myelomzelle.
Als Mitglied der MAP Kinase-Kaskade erhohte die Uberexpression von Kinase-aktivem HPK1 die
Transkript- und Protein-Expression von MEKK1 (alias MAP3K1, Abb. 23 + 25), sowie die
Transkript-Expression von ask! (alias map3k5, Tab. 6). Auf3erdem &nderte sich die Haufigkeit von
phosphorylierten Proteinen (Abb. 23) in HPK1-high- gegentiber HPK1-wt-Myelomzellen. Dabei
wurde die jeweilige MRNA-Expression der Phospho-Proteine nicht erhoht (Abb. 25). Auch Proteine
anderer Signalwege (z.B. Wnt- oder PI3K/AKT-Signalweg) wurden durch die erhohte Expression von
HPK1inihrer Aktivitét bzw. ihrer Transkript-Expression beeinflusst.

HPK1 reguliert die MAPK-Familien

Die 3 betroffenen MAPK-Familien sind i) die SAPK/INK- , ii) die P38- und iii) die ERK-Familie.

Die Aktivierung von JNK1 wurde bereits durch Kiefer bzw. Hu und Mitarbeiter 1996 beschrieben
(Kiefer u. a, 1996; Hu u. a, 1996). In der Literatur werden zahlreiche Mdoglichkeiten dieser
Aktivierung aufgefihrt und kénnen durch Einzelergebnisse in dieser Arbeit auch fur das Myelom
bestétigt werden. Whitmarsh und Kelkar beschreiben in ihren Arbeiten eine Aktivierung von JNK1
durch HPK1 nach Initiierung einer raumlichen Nahe von HPK1, MLK3 und JNK1. Vermittelt wird
diese Nahe durch die Bindung der 3 Proteine an das Gerustprotein JIP (,JNK interacting-protein®)
(Whitmarsh u. a., 1998; Kelkar u. a., 2000).
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Eine weitere Moglichkeit der Aktivierung von JNK1 besteht durch die Uberexpression von MEKK 1
bzw. durch die Hyperaktivierung von TAK1 (adias MAP3K7, Abb. 23) (Zhou u. a., 1999). Diese
Befunde konnten durch die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit in den HPK 1-high-Myelomzellen
bestétigt werden.

Auch die zweite MAPK -Familie (P38-Familie) wurde in Myelomzellen durch die Uberexpression von
Kinase-aktivem HPK1 in ihrer Expression an aktiviertem Protein reguliert (Abb. 23; Kiefer u. a,,
1996; Hu u. a., 1996).

V on mehreren unabhangigen Arbeitsgruppen wurde die Aktivierung von MAPKAPK 2 durch die P38-
Kinase beschrieben und auch in der vorliegenden Arbeit konnte neben einer Steigerung der aktiven
P38a.-Proteinexpression eine Erhdhung von phosphoryliertem MAPKAPK?2 detektiert werden (Abb.
23; Freshney u. a, 1994; Rouse u. a., 1994). Eine weitere fir diese Arbeit wichtige Beziehung von
P38, ist bereits seit 1998 nach einer Verdffentlichung von Kiltz und Mitarbeitern bekannt; P38 wird
durch GADDA45y aktiviert (Abb. 33; Kiltz u. a, 1998; Bulavin u. a., 2003; Cretu u. a., 2009). Gadd45y
(Wachstumsarrest und DNA -Schaden induziertes Gen 45 gamma) konnte in der vorliegenden Arbeit
als Uberexprimiertes Transkript in HPK1-high-Zellen detektiert werden (Tab. 6). Damit steigert das
Uberexprimierte HPK 1 die Expression von GADD45y, welches wiederum die Aktivitat von JNK und
P38a. fordert (Abb. 33; Cretu u. a., 2009).

Eine Regulierung der Expression bzw. Aktivitdt von ERK (die 3. MAPK-Familie) durch die
Uberexpression von Kinase-aktivem HPK1 konnte in dieser Arbeit nicht gezeigt werden. Eine

Ursache kdnnte der geringe Einfluss des MEK/MAPK -Signalweges in murinen Myelomzellen sein.

/ @\ DNA Repair

His es emethylation &
\ pigenetic gene activation

G2/M Arrest «

p21
v

G1 Arrest / :
p38

Senescence Apoptosis/survival — Apoptosis/survival

Abbildung 33: grafische Ubersicht iiber eine Auswahl von Interaktionspartner und den daraus resultierenden
zelluldren Funktionen der GADD45-Familie (Cretu u. a., 2009)
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HPK I-Einfluss auf andere Signalwege

Der Wnt-Signalweg ist ein Transduktionswege, der erst in jingster Zeit entdeckt und untersucht
wurde. Die Uberexpression von Kinase-aktivem HPK 1 verursachte eine reduzierte Phosphorylierung
von GSK-3a/B (Abb. 23). Eine Phosphorylierung von Serin 9 (pS9; a-Form) bzw. Serin 21 (pS21; -
Form) inaktiviert die Glykogen-Synthase Kinase 3 (Stambolic und Woodgett, 1994; Cross u. a., 1995;
Srivastava und Pandey, 1998). Der in dieser Arbeit eingesetzte MAPK-Array detektierte die relative
Haufigkeit der inaktivierten GSK-3a/B (Tab. 18 — Anhang). Die aufgezeigte, reduzierte Expression
von inaktivem pS9/pS21-GSK-3 (Abb. 23) ermdglicht dieser GSK andere Proteine zu phosphorylieren
und sie dadurch zu inaktivieren bzw. ihre Degradation einzuleiten. Beispiele fur GSK-3 inaktivierte
Proteine sind B-Catenin und c-Myc (Polakis, 2000; Cantley, 2002; Kikuchi u. a, 2006). Eine
Inaktivierung und Degradation von B-Catenin fihrt unter anderem zur reduzierten DNA-Bindung des
lympoiden Verstérker-Faktors (,lymphoid enhancer factor, LEF) und dadurch zur geringeren
Transkription von c-myc und Cyclin D1 (He u. a,, 1998; Shtutman u. a., 1999; Tetsu und McCormick,
1999). LEF kann neben B-Catenin auch durch Prostaglandin Exinduzierte Wachstumsstimulation
aktiviert werden.

Prostaglandin E; ist auch ein Aktivator von HPK1. Im Gegensatz dazu inhibiert HPK1 aber eine
PGE;-induzierte Promotor-Aktivitst von AP-1. Eine Uberexpression von HPK1 verursacht
dementsprechend eine reduzierte AP-1-Promotor-Aktivitét und hemmt eine PGE,-vermittelte LEF-
Bindungs-Aktivitéat. Dadurch ist HPK 1 ein negativer Regulator von B-Zell-Rezeptor-vermittelten, AP-
1-abhdngigen Gentranskription (Sawasdikosol u. a.,, 2003 + 2007). Diese Funktion scheint auch in
Myel omzellen zu bestehen.

Kinase-defiziente HPK1 und der verdnderte Effekt auf die Signaltransduktion

Wie bereits im Ergebnisteil beschrieben, wurde in der vorliegenden Arbeit eine murine
Myelomzelllinie mit einer Uberexpression von Kinase-defizientem HPK 1 generiert.

Die Signalwege, die durch die Uberexpression von HPK 1-K46E beeinflusst werden, unterscheiden
sich von den Beobachtungen der Kinase-aktiven HPK 1-Form.

Die MAPK-Familie der JINKs wurde weder in der Intensitdt der Transkript-Expression, noch in der
Haufigkeit der aktiven, phosphorylierten Proteine reguliert (Abb. 26 + 23). Dagegen war die
Aktivierung von Proteinen der P38- und ERK -Familie veréndert, ohne einen HPK1-Einfluss auf die

entsprechende Transkript-Expression zu zeigen (Abb. 23 + 26). P38a. war in beiden HPK1-
tranfizierten Zelllinien verstarkt aktiviert (Abb. 23). Dies legt einen Einfluss von anderen
funktionellen Proteinsequenzen von HPK1, als die Kinase-Doméne, nahe. Die vier prolinreichen
Regionen zwischen der Kinase- und der Citron-Doméne (vgl. Kap. 1.4.1) sind durch den
Aminosaureaustausch von Lysin-46 zu Glutaminsdure nicht betroffen und kdnnen SH3-Doménen von
Adaptorproteinen binden. Entsprechend ist zu vermuten, dass die Aktivierung von P38 und ERK

durch die Adaptorfunktion der prolinreichen Regionen reguliert wird.
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Diese Funktion wird bei Schulze-Luehrmann as Ursache fur die gesteigerte ERK-AKktivitét von
Kinase-defizientem HPK1 in B-Zellen (ohne Stimulus) beschrieben (Schulze-Luehrmann 2002,
Dissertation; urn:nbn:de:bvb:20-opus-3074). Im Gegensatz zu dieser Beobachtung wurde die Aktivitét
von ERK1 in den HPK1-K46E-Myelomzellen in der vorliegenden Arbeit negativ reguliert (Abb. 23).
Als Ursache fur diese kontréren Regulationsmechanismen sind Differenzierung und Transformation
von B-Lymphozyten zu malignen Plasmazellen vorstellbar.

Die beschriebene askl-Uberexpression in den HPK 1-high-Zellen war ebenfalls in den HPK 1-K 46E-
Myelomzellen nachweisbar (Tab. 6), aulferdem konnte eine Deaktivierung verschiedener Proteine der
STAT-Familie aufgezeigt werden (Abb. 23). Ahmed und Ivashkiv beschreiben eine reduzierte
Aktivierung als Folge der Aktivierung von P38 (Ahmed und lvashkiv, 2000), resultierend in dem
Verlust von MCL-1-Protein-Expression und —Phosphorylierung (Tiedemann u. a, 2010). Eine
reduzierte mcl-1-Transkript-Expression konnte aber in der vorliegenden Arbeit in den K46E-

Myel omzellen nicht nachgewiesen werden.

4.2 HPK1-beeinflusste Proliferation und Apoptose in murinen Myelomzellen

Tumorzellen sind charakterisiert durch ein abnormes Proliferations- und Apoptoseverhal ten.
Anti-Tumor-Strategien sind daruf ausgerichtet die Proliferation von Tumorzellen so zu regulieren,
dass sie dem Verhalten nicht-maligner Zellen entspricht. Auf3erdem soll der immortale Phénotyp von
Tumorzellen durch Verstarkung von pro-apoptotischen bzw. durch Inhibition von anti-apoptotischen
Signaltransduktionswegen eliminiert werden.
Die Myelomzellen mit einer Uberexpression von Kinase-aktivem HPK1 zeigten eine reduzierte
Proliferation (korrespondierende 3[H]-Thymi din-Aufnahme), aber zunichst keine Anderung im
Apoptoseverhalten unter Nativ-Bedingungen.
In der vorliegenden Arbeit konnte nach Uberexpression von Kinase-aktivem HPK1 eine
Hyperaktivierung von JINK1 und P38a. nachgewiesen werden (Abb. 23). In vielen Publikationen wird
die Aktivierung dieser beiden MAP Kinasen mit pro-apoptotischen Signalen assoziiert (Hakem u. a,,
1998; Chen und Tan, 2000; Li u. a,, 2000; Deshiens u. a., 2003). Eine zweite Hypothese zum Effekt
einer P38-Aktivierung wird durch die Veréffentlichung von Bulavin und Mitarbeitern aufgezeigt. Sie
konnten eine Assoziation der P38-Aktivierung mit dem Auftreten von Zellzyklus(G2)-Arrest
beschreiben (Bulavin u. a, 2001). Die vorliegenden Ergebnisse zeigten keine Apoptose-Induktion
durch Hyperaktivierung von P38a. Damit unterstiitzen die Daten dieser Arbeit den von Bulavin
beschriebenen P38-vermittelte Zellzyklus-Arrest.
Neben P38a wurden mehrere Proteine/Gene durch die Uberexpression von HPK 1 verstéarkt exprimiert
bzw. hyperaktiviert, deren Funktionen in einem Zellzyklus-Arrest resultieren. Gadd45y war in HPK 1-
high-Myelomzellen Uberexprimiert (Tab. 6), aktivierte P38 und zeigte eine Blockierung der GU/S

Trangition in HeL aZellen nach Serumentzug, sowie unter normalen Zellkulturbedingungen eine
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Blockierung der G2IM- oder GL/M-Transition (Fan u. a., 1999). In der vorliegenden Arbeit wurden
die Proliferations/Thymidin-Aufnahme-V ersuche unter Serummangel-Bedingungen durchgefiihrt.
Gemal3 den Erkenntnissen von Fan und Mitarbeitern in HeLaZellen wurde in den untersuchten
HPK 1-high-Myelomzellen, als Folge der Aktivierung von P38 durch GADD45y, der Ubergang in die
DNA-Replikations(S)-Phase gehemmt und dadurch die nachweisbare Thymidin-Aufnahme reduziert.
AuRBerdem resultiert eine Bindung von GADD45y an das Zellzyklus-Protein Cip21, aias P21 (Abb.
28) in einem Zellzyklus-Arrest (Cretu u. a., 2009). P21 war ebenfals in HPK 1-high-Myelomzellen
Uberexprimiert (Tab. 6). Dessen Einfluss auf den Zellzyklusarrest ist ausfhrlich in verschiedenen
V eroffentlichungen beschrieben worden (Suzuki u. a., 1998; Dotto, 2000; Gartel und Tyner, 2002).
P21 wird am C-Terminus phosphoryliert und kann anschlief3end an eine Untereinheit der DNA -
Polymerase 5 (PCNA, ,proliferating nuclear antigen &*) reversibel binden. Damit wird die DNA -
Replikation direkt durch P21 inhibiert. Eine solche DNA-Replikationshemmung verursachte ebenfalls
die in dieser Arbeit nachgewiesene reduzierte Thymidin-Aufnahme. Diese reversible Bindungs-
Inhibition erlaubt der Zelle, unter bestimmten Bedingungen, wieder einen neuen Zellzyklus inklusive
Replikations(S)-Phase zu durchlaufen. Somit stellt der P2l-induzierte Zellzyklusarrest bzw. der
verringerte Thymidin-Einbau in die DNA keinen intrazelluléren Apoptose-Stimulus fur die Zelle dar
und deshalb konnte keine gesteigerte basale Apoptosehaufigkeit nachgewiesen werden.

Eine weltere Funktion/Eigenschaft von P21 erklért ebenfalls die nicht nachweisbare Apoptose-
Induktion nach Zellzyklusarrest durch Uberexpression von p21 und gadd45y.

P21 hemmt durch direkte Bindung die Prozessierung von Procaspase 3 und 8. Eine Caspase-
vermittelte Apoptose-Induktion ist so nicht moglich. P21 besitzt eine Caspase 3-Spaltsequenz und
zeigt nach seiner Spaltung eine Transokation vom Nukleus in das Zytosol. Den gleichen Effekt hat
eine Phosphorylierung von P21 durch AKT. Im Zytosol kann gespaltenes P21 die INK -Kaskade und
die Apoptose, induziert durch TNF-o und anderen Stimuli, inhibieren (Suzuki u. a., 1998).

Des Weiteren konnte in dieser Arbeit eine Hyperaktivierung von P70S6Ka. in HPK1-high

Myelomzellen aufgezeigt werden (Abb. 23). Eine Aktivierung von P70S6K o durch mTOR wurde mit
einer Transition von der G1- zur S-Phase assoziiert (Dumont und Su, 1996). Diesem Zusammenhang
folgend wird die P21-abhéngige Hemmung der Replikation aufgehoben und die Zellen durchlaufen
den Zellzyklus ohne Arrest-vermittelte Apoptose-Induktion.

In den Myelomzellen mit der Uberexpression von mutiertem HPK 1 konnte keine p21 oder gadd45y-
Uberexpression nachgewiesen und auch keine Veranderung der unstimulierten Proliferation bzw.

Apoptose aufgezeigt werden.
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4.3 HPK1 reguliert Proliferationsaktivitit und Apoptosesensitivitit

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der Hamatopoetischen Progenitor Kinase 1 als
mogliche, kinftig therapeutisch nutzbare Zielstruktur fir das Multiple Myelom. Dafir wurden
bekannte anti-myelomatts wirksame Substanzen und Inhibitoren auf ihre Wirksamkeit nach HPK1-

Uberexpression untersucht.

Dexamethason

Dexamethason ist ein Glucocorticoid und hemmt im Multiplen Myelom die Expression von IL-6
(einem autokrin und parakrin wirksamen Zytokin, einem essenziellen ,Uberlebensfaktor” von
Myelomzellen) (Ray u. a, 1990). Auflerdem inhibiert Dexamethason die Aktivitdt von ERK und
P70S6Ka (Chauhan u. a, 1997; Stromberg u. a, 2004). Aufgrund der in dieser Arbeit gezeigten
Hyperaktivierung von P70S6Ka in HPK1-high-Zellen (Abb. 23) wird die Sensitivitét der
Myelomzellen gegentiber Dexamethason-Einfluss reduziert. Dadurch wird die Proliferationshemmung
durch Dexamethason aufgehoben (Abb. 15) und die Apoptose-Induktion in einem Dexamethason-
Konzentrationsgradienten tendenziell verringert (Abb. 16, oberes Diagramm + Tab. 2).

Die Hyperaktivierung von JINK 1 und P38a. nach Uberexpression von Kinase-aktivem HPK 1 haben bei
der Dexamethason-induzierten Apoptose keinen Einfluss auf die Sensitivitét. Chauhan und Mitarbeiter
konnte eine JINK/P38-unabhdngige Regulation der Apoptose durch Dexamethason aufzeigen
(Chauhan u. a., 1997). AulRerdem induziert Dexamethason durch Konformationsanderung von BAX
und BAK (zwei pro-apoptotischen Proteinen) den intrisischen Apoptoseweg u.a. durch Caspase 3-
Aktivierung.

Die Uberexpression von P21 und dessen Bindung an Procaspasen hemmte in den HPK1-high-
Myelomzellen diesen Weg. Der durch die P21-Uberexpression verursachte Zellzyklusarrest stellt bei
Gartel und Tyner einen Schutz der Zelle vor exogenen Stressoren z.B. Chemotherapeutika dar (Gartel
und Tyner, 2002).

Bei der Transkriptomanalyse konnte in den HPK1-high-Zellen eine Uberexpression von mcl-1
identifiziert werden (Tab. 6). MCL-1 hemmte ebenfals den intrinsischen Apoptoseweg durch
Stabilisierung des BIM-M CL-1-K omplexes (L6pez-Royuela u. a., 2010).

HPK1-K46E-Myelomzellen  zeigten  nach Dexamethason-Zugabe  eine  unverdnderte
Proliferation/Thymidin-Aufnahme gegeniiber einer unbehandelten Vergleichsprobe (Abb. 15), sowie
eine reduzierte Sensitivitét auf Dexamethason-vermittelte Apoptose-Induktion (Abb. 16, oberes
Diagramm + Tab. 2).

Bei den Untersuchungen von HPK1-K46E mittels Genexpressions-Microarray konnte eine
Uberexpression von bcl-211 (,bcl-2 like 1*) nachgewiesen werden (Tab. 6). Diese Uberexpression
hemmte die Dexamethasortinduzierte Cytochrom c-Ausschiittung aus den Mitochondrien und dadurch

dessen pro-apoptotische Wirkung (Feinman u. a., 1999).
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Melphalan

Melphalan ist eine alkylierende, DNA-interkalierende Substanz und verursacht eine Proliferations-
hemmung bzw. Apoptose-Induktion durch Stérung der DNA-Replikation und Induzierung von DNA -
Schéden.

Die HPK 1-high-Zellen zeigten eine deutliche Proliferationshemmung nach Melphalan-Zugabe, welche
sich aber in ihrer Ausprégung nicht von der Kontrollzelllinie unterschied (Abb. 15). Bei der
Untersuchung der Apoptose-Induktion konnte eine signifikant héhere Melphaan-induzierte
Apoptoserate in HPK 1-high-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 16, 2. Diagramm + Tab. 3).

Gartel und Tyner stellten durch Untersuchungen mit cis-Platin einen Zusammenhang zwischen P21-
Uberexpression und der Apoptosehaufigkeit nach DNA-Schadigung her (Gartel und Tyner, 2002).
Dementsprechend verursachte die p21-Uberexpression nach Transfektion von Kinase-aktivem HPK 1
in Myelomzellen eine erhthte Mel phalan-Sensitivitét. Eine DNA-Schadigung (z.B. durch Melphalan)
resultiert in einer INK -vermittelten Apoptose und die Hyperaktivierung von JINK1 (Abb. 23) fordert
diese Apoptose-Induktion in HPK 1-high-Myelomzellen (Abb. 34; Benhar u. a., 2001).

Eine deutliche Proliferationshemmung durch Inkubation mit Melphalan wurde auch in Kinase-
defizienten HPK1-Myelomzellen nachgewiesen (Abb. 15). Diese Veranderung in der Thymidin-
Aufnahme unterscheidete sich nicht von der Aufnahme der M el phalan-behandelten Kontrollzelllinie.
Im Gegensatz zu den HPK1-high- zeigte sich in HPK1-K46E-Myelomzellen eine reduzierte
Apoptosehdufigkeit nach Inkubation mit Melphalan (Abb. 16, 2. Diagramm + Tab. 3) und keine
nachweishare Veranderung der Aktivitat von JINK (Abb. 23). Vergleichend zum oben angefihrten
Zusammenhang zwischen JNK-Hyperaktivierung und Apoptose-Steigerung nach Melphalan-
Inkubation ist keine verstérkte Apoptosehdufigkeit in K46E-Myelomzellen zu erwarten (Benhar u. a,,
2001).

Eine Me phalan-Insensitivitdt/-Resistenz wird in der Literatur in cMyc-deregulierten Myelomzellen
beschrieben. Die Deregulation von cMyc induziert nach DNA -Schadigung eine Hyperaktivierung von
P38 und ASK 1 (Deshiens u. a., 2003).

In der vorliegenden Arbeit konnte keine Deregulation von cMyc nachgewiesen werden, aber es liegt
eine Hyperaktivierung von P38a (Abb. 23) und eine Uberexpression von ask! (Tab. 6), in den K46E-
Myelomzellen im Vergleich zu HPK 1-wt, vor.

Zusammenfassend lassen sich die eigenen Ergebisse und die Literaturdaten wie folgt darstellen: die
nachgewiesene P38-Hyperaktivierung verursacht nach DNA -Schadigung einen Zellzyklus(G2)-Arrest
und keine Apoptose. Dadurch werden die K46E-Zellen von M el phalan-induzierter Apoptose geschiitzt
(Abb. 34).
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Apoptose Apoptose

MEK I-Inhibitor, PD98059

PD98059 verursachte in allen murinen Myelomzelllinien keine Proliferationshemmung (Abb. 15). Die
Fraktion apoptierender Zellen nach PD98059-Exposition lag bei HPK 1-wt und HPK 1-high jeweils bei
nur bis zu 10% (Abb. 16, 3. Diagramm + Tab. 4). Es ist moglich, dass die Konzentration von 50uM
PD98059 nicht ausreichend fir eine signifikante Apoptose-Induktion (humane Zellen zeigen i.d.R. bei
20uM eine deutliche Apoptoserate) oder der MEK/MAPK-Signalweg in murinen MPC-11-
Myelomzellen nur ein Signalweg mit geringerer Relevanz in der Signalhierachie ist. Das zeigte sich
auch an dem nicht nachweisbaren Effekt der hyperaktivierten MEK1/2 nach Uberexpression von
Kinase-aktiver HPK1 (Abb. 23). Bel Hyperaktivierung dieser MAP2 Kinasen sollte erwartungsgemal3
eine Inhibition mit PD98059 eine reduzierte Apoptose-lnduktion bei HPK 1-high-Zellen verursachen
und dadurch einen Unterschied in der Apoptosehaufigkeit zwischen HPK1-high und HPK21-wt
aufzeigen.

In HPK 1-K 46E-Myelomzellen scheint die Hemmung von MEK 1/2 sogar eine Inhibition der Apoptose
zu verursachen (Abb. 16, 3. Diagramm + Tab. 4). Die unbehandelten K46E-Zellen zeigten keine
veranderte Aktivitét von MEK1/2, aber eine Hypoaktivierung von ERK1 (Abb. 23) und zusammen mit
einer Hemmung der Apoptose nach PD98059-Zugabe ist es zu vermuten, dass in murinen K46E-
Myelomzellen die Hemmung des MEK 1/2 ein Uberlebenssignal darstellt.

Bortezomib

Bortezomib ist ein Proteasom-Inhibitor (Hemmung des 26S-Proteasoms) und beeinflusst das
Uberleben maligner Zellen durch Hemmung der Proteinubiquitinierung und —degradation.

Die Inkubation der drei transfizierten, murinen Zelllinien mit diesem Proteasom-Inhibitor verursachte
keine Proliferationshemmung (Abb. 15) und die Intensitdt der Apoptose-Induktion war bei allen
untersuchten Zelllinien &hnlich (Abb. 16, unteres Diagramm + Tab. 5). Das legt nahe, dass die
Uberexpression von Kinase-aktivem bzw. -defizienten HPK 1 keinen Einfluss auf posttranskriptionelle
Ubiquitinierung und Proteindegradation im Multiplen Myelom hat.
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4.4 HPK1 und Tumorwachstum in vivo

Zur Charakterisierung von HPK1 als Kandidatengen fir die Progression des Multiplen
Myel oms wurde das Wachstum subkutaner Tumoren durch Applikation von Myelomzellsuspensionen
in weiblichen M&usen mit BALB/c-Hintergrund (syngen zu den Myelomzelllinien) verfolgt.
Die Tumoren der HPK 1-high-Zellsuspension zeigten bereits nach der Hafte des Messzeitraumes ein
erhdhtes Tumorvolumen und am Versuchsende konnte das doppelte Volumen bei HPK1-high-
Tumoren im Vergleich zu HPKZ1-wt-Kontrolltumoren ermittelt werden (Abb. 18). Mittels
Durchflusszytometrie und Western-Blot konnte eine HPK1-HA-Fusionsprotein-Uberexpression
nachgewiesen werden (Abb. 20 + 21). In der Literatur ist kein vergleichbares Beispiel von HPK1-
Uberexpression in hamatol ogischen Tumorentitsten beschrieben.
Eine Ursache fir das unterschiedliche Tumorwachstum von HPK 1-high- und HPK1-wt-Zellen kénnte
in einer veranderten Tumor-Immunantwort begriindet sein. Eine weitere Untersuchung zur Kontrolle
dieser Annahme z.B. durch Messung der T-Zell-Infiltration der Tumoren steht derzeit noch aus.
Die Untersuchung der K46E-Myel omtransfektante zeigte kein veréndertes Tumorwachstum gegeniber
HPK1-wt (Abb. 18). Am Endpunkt einer jeden in vivo-Untersuchung wurden die Tumoren ebenfalls
mittels Durchflusszytometrie und Western-Blot analysiert. Dabei konnte in der K46E-V ersuchsgruppe
ein Verlust des HPK1-HA-Fusionsproteins nachgewiesen werden, womit moglicherweise eine
ahnliche Tumorentwicklung im Vergleich zu den HPK1-wt-Myelomtumoren erklérbar ist (Abb. 20 +
21). Die Ursache fur dieses Phéanomen bleibt weiter zu untersuchen.
Eine solche deutliche Reduzierung der Fusionsprotein-tragenden Zellen konnte in in vitro-
Vorversuchen zur Stabilitdt der Transfektion ohne Selektionsdruck nicht ermittelt werden (Abb. 17).
Falls Kinase-aktives HPK1 eine T-Zell-vermittelte Anti-Tumor-Antwort unterdriickt (s.0.), kdnnte
eine Kinase-defiziente HPK 1-Form mdglicherweise die Anti-Tumor-1mmunantwort fordern. Dadurch
wurden in vivo die HPK1-K46E-Myelomzellen selektioniert werden (Negativselektion). Die nicht
HPK1-K46E-tragenden Zellen werden nicht attackiert und konnten einen Tumor bilden. Damit lief3e
sich das HPK-wt-ghnliche Tumorwachstum der applizierten HPK1-K46E-Myelomzellsuspension
erkléren.
WEell kein eindeutiger Nachweis dieser Hypothese erbracht werden konnte, bestent auch hier die
Notwendigkeit weiterer Untersuchungen zur Erkl&rung der Unterschiede zwischen in vitro- und in

vivo-Ergebnissen.
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4.5 HPK1-knock-down: Einfluss auf das Multiple Myelom

Entsprechend der Beobachtung von Tiedemann und Mitarbeiter zum letalen Phanotyp von
HPK 1-knock-down-Myelomzellen (Tiedemann u. a., 2010) wurde hier der Einfluss von siRNA-
vermittelten HPK 1-knock-down in einer murinen Zelllinie untersucht werden. In der vorliegenden
Arbeit konnte eine Transfektions- und knock-down-Effizienz bis zu einer Dauer von 72h erreicht
werden (Abb. 27).
Ein Effekt auf Proliferation, basade sowie induzierte Apotose konnte in den HPK1-knock-down-
Myelomzellen allerdings nicht nachgewiesen werden (Abb. 28 — 30). Auch die erganzenden Proteom-
und TranskriptomrAnalysen ergaben keine richtungsweisenden Resultate einer differenziellen
Expression und Regulation in Myelomzellen durch selektive Reduktion von HPK1 (Abb. 32 + vgl.
Kap. 3.3.4). Auf in vivo-Untersuchungen wurde aufgrund dieser in vitro-Ergebnisse verzichtet. Das
Ausbleiben signifikanter Effekte durch den HPK1-knock-down héngt moglicherweise mit einer fir
eine umfangrei che zellbiologische bzw. molekularbiochemische Verdnderung der Myelomzellen nicht
ausrei chenden Transfekti on-Inkubation von 24h zusammen (vgl. Kap. 5.2.12.2).
Derzeit wird in der Arbeitsgruppe versucht mittels der short hairpin(shyRNA-Technologie eine stabile
Transfektante herzustellen, um anschlief3end die gezeigten Daten zu bestdtigen, zu ergénzen oder zu

korrigieren.

4.6 HPK1: Einfluss auf die zelluldre Differenzierung

Neben der aufgezeigten Funktion als Regulator von Proliferation/Replikation und Apoptose
im Multiplen Myelom kann P21 als Marker fir die Differenzierung im hédmatologischen System
angesehen werden. Aul3erdem fordert P21 die Differenzierung von hamatopoetischen Zellen (Mantel
u. a, 1996). Wahrend der Myelopoese konnten zwei Expressionsmaxima von P21 identifiziert werden.
Das erste Maximum wurde in ruhenden hamatopoetischen Stammzellen (,, quiescent HSC*, Abb. 35)
nachgewiesen. Danach reduziert sich die P21-Expression bis zur Differenzierung von frihen
Progenitor-Zellen. Anschliel?end steigert sie sich wieder, paralel zur Proliferationsrate und
Differenzierungsgrad, auf ein zweites Maximum bei termina-differenzierten Zellen (Furukawa u. a.,
2000; Steinman, 2002). Nach der terminalen Differenzierung sinkt seine Expression wieder (Abb. 35;
Yarodavskiy u. a., 1999).
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Abbildung 35: P21-Expression im Verlauf der Myelopoese; Expressionslevel von P21 in Abhdngigkeit von
Zelltyp, Proliferations- und Differenzierungspotential (modifiziert nach Steinman, 2002)

GADD45y weist, abgesehen von der aufgezeigten Regulatorfunktion, die Eigenschaft als
Tumorrepressor auf (Ying u. a., 2005). Laut Untersuchungen von Cretu ist eine Herunterregulation
von gadd45y nach Hypermethylierung des Promotors mit dem Auftreten eines kanzerogenen
Phanotypes (z.B. in hepatozelluléren Karzinomen, anaplastischen Schilddriisentumoren und Non-
Hodgkin-Lymphomen, wie dem Multiplen Myelom) assoziiert. Im Gegensatz dazu konnte in
epithelialen Zelllinien, Normalgeweben sowie in mononukleédren Zellen des peripheren Blutes keine
Herunterregul ation nachgewiesen werden (Cretu u. a, 2009). Eine Uberexpression von GADD45y in
embryonalen Karzinomzellen filhrte zur Uberexpression von Differenzierungs- und Zellzylus-Genen
(Jung u. a,, 2010).

Die Uberexpression von Kinase-aktivem HPK1 verursachte im Multiplen Myelom eine erhdhte
Expression von p21 und gadd45y. Fur HPK1 ist in der Literatur auch ein eventueller Einfluss auf die
Differenzierung von hématologischen Zellen gezeigt. Untersuchungen von Hu und Mitarbeitern
wiesen in hamatopoeti schen Stammzellen (HSC) ein hochexprimiertes HPK 1 nach. Des Weiteren wird
in der 1996 verdffentlichten Arbeit ene Verringerung der HPK1-Expression wéahrend der
Differenzierung von HSC zu verschiedenen Effektorzellen beschrieben (Hu u. a., 1996).

In der vorliegenden Arbeit konnte eine reduzierte HPK 1-Expression in Myelomzellen gegeniiber B-
Lymphozyten gezeigt werden (Abb. 10). Aul3erdem zeigten therapierte Myelome und B-CLL-Zellen
eine HPK 1-Expressionsstarke zwischen denen von B-Lymophozyten und therapienaiven CD138"-
Myelomzellen (Abb. 10A).
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Ein hypothetisches Modell zum Zusammenhang zwischen HPK 1-Expression und Zelldifferenzierung
wahrend der Hamatopoese ist in Abbildung 36 dargestellt.

hé&matopoetische

Stammzelle
5 o
7 B- Lymphozyt §
5 / N B
S W Plasmazellel B-CLL- Zelle @l 5
“ therapierte I
§ Myel omzelle o Abbildung  36:  Schema des  hypothetischen
l Zusammenhangs zwischen HPKI-Expression und der
nicht therapierte Zelldifferenzierung wdihrend der Hiamatopoese
Myelomzelle (—» = Differenzierungsschritte)

Ein unmittelbarer Einfluss von HPK 1 auf die Differenzierung von HSCs wurde durch eine
Arbeit von Schmittwolf nicht bestétigt. In ihrer Arbeit wurde keine Veranderung der in vivo
Reproduktionsaktivitdt und Linienverteilung von HSC nach HPK1-Uberexpression nachgewiesen.
Dagegen scheint die verwendete Kinase-defiziente Variante der HPK1-Uberexpression einen
negativen Effekt auf das Langzeitpopulationsverhalten zu zeigen (Schmittwolf 2004, Dissertation;
urn:nbn:de:bvb:20-opus-8812).
Ein weiterer Anhaltspunkt fir einen geringeren Differenzierungsgrad der Transfektanten gegentber
der HPK1-wt-Myelomzelllinie ergibt sich aus Beobachtungen eigener Untersuchungen. HPK 1-high-
Zellen zeigten eine geringere Sensitivitdt gegenliber Dexamethason-Behandlung im Vergleich zu den
»Leervektor“-Zellen (Abb. 11 + Tab. 7). Eine dhnliche Tendenz kann man bei dem Vergleich von B-
Lymphozyten und Myelomzellen erkennen (nicht publizierte Daten der Arbeitsgruppe). Vermutlich ist

durch die Uberexpression von HPK 1 der Differenzierungsgrad der Myelomzellen verandert worden.

Zusammenfassend kann kein direkter Einfluss der HPK1-Expression auf die Differenzierung von
hadmatopoetischen Zellen gezeigt werden. Eine Veranderung der HPK1-Expression wahrend der
Differenzierung von HSC zum B-Lymphozyten und weiter zu malignen Myelomzellen, sowie ein
potenzieller Einfluss von HPK 1 auf die variable P21-Expression (Abb. 35) ist gut denkbar und sollte

genauer untersucht werden.
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Abschlielfend ist festzustellen, dass eine Reexpression von HPK1 keinen eindeutigen
Einfluss auf die Malignitét/Progression von Myelomzellen aufzeigt. Somit kann die anfangs
beschriebene Tumorsuppressor-Funktion von HPK 1 weder bestétigt noch widerlegt werden.
Die reduzierte basale Expression von HPK1 in nicht-therapierten gegeniiber therapierten Myelomen
bzw. B-Lymphozyten (PBBL) spricht fur eine Tumorsuppressorgen-Funktion, andererseits zeigte eine
gesteigerte Expression ein héheres Tumorwachstum in vivo (entsprechend einer onkogenen Rolle von
HPK1 beim Multiplen Myelom). Die reduzierte Dexamethason-Sensitivitat kénnte ein Anzeichen fur
einen geringeren Differenzierungsgrad der untersuchten Myelomzellen (entsprechend der reduzierten
Dexamethason-induzierten Apoptose bei B-Lymphozyten) sein (weder Suppressor- noch Onkogen-
Funktion) oder eine verminderte Sensitivtét gegentiber induzierter Apoptose aufzeigen (onkogene
Wirkung). Die herabgesetzte Proliferation von HPK1-high-Myelomzellen impliziert eine Reduzierung
des hyperproliferativen Phanotypes von Tumoren (Suppressor-Eigenschaft) oder einen
Resistenzmechanismus durch Zellzyklusarrest (Schutz gegen Chemotherapeutika durch P21-
Uberexpression; onkogener Effekt).
Eine Untersuchung von stabilen HPK1-knock-down-Transfektanten kdnnten eine eindeutigere
Erkldrung zum Einfluss von HPK1 auf die Progression des Multiplen Myeloms und somit einen
Ansatz fir eine mogliche, HPK 1-selektive Anti-Tumor-Strategie liefern.
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5 Material und Methoden

5.1 Material

5.1.1 Chemikalien

Bortezomib (Velcade®)
Dexamethason

PD98059

Melphalan-HCl (Alkeran®)

9 H]-Thymidin

Printed Filtermat A

MeltiLex™ A Médt-on Scintillator Sheets
Sample Bag for MicroBeta® Trilux
7-Aminoactinomycin (7-AAD)
Moloney Murine Leukemia Virus
Reverse Transkriptase (M-MLV RT)
nukleasefreies Wasser

RNase Inhibitor

desoxyNukleotide (ANTPs)
30% Acryl-/Bisacrylamid-Ldsung

Precision Plus Protein dual color standards

(Langenmarker)

Immobilon Polyvinylidenfluorid (PV DF)-Membran

3MM-Whatmanpapi ™
Western Blotting Luminol Reagent
ECL Rontgenfilme

Millennium Pharmaceuticals, Inc.

SigmaAldrich
Calbiochem
Glaxo Smith Kline

Amersham-GE Healthcare

Walac, Perkin Elmer
Wallac, Perkin Elmer
Wallac, Perkin Elmer

BD Pharmingen

Amersham-GE Healthcare und

USB-Affymetrix
Merck und 5Prime

Amersham-GE Healthcare und USB-

Affymetrix
Invitrogen
BioRad
BioRad

Millipore
Whatman
Santa Cruz

Amersham-GE Healthcare

HiPerFect Transfektions Reagenz Qiagen

3,7% gepuffertes Formaldehyd Fischar

Tabelle 11: Verwendete Enzyme und Kits

Kit V erwendung Hersteller
QlAamp® RNA Blood Mini Kit & RNA-Extraktion Qiagen

RNeasy” Mini Kit

TagMan® Ribosoma RNA Control
Reagents

DyNAmo™ Flash Probe gPCR Kit

»Z-Competent E. coli Transformation” -Kit

EndoFree Plasmid Maxi Kit

Proteome Profiler™ Human Phospho-
MAPK- & Proteome Profiler™ Human
Phospho-Kinase-Array-Kit

gRT-PCR

gRT-PCR

Herstellung kompetenter Zellen

Plasmid-Préparation

phospho-spezifische
Proteinanalyse

Applied Biosystems

Finnzymes-Biozym
ZymoResearch
Qiagen

R&D Systems
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Tabelle 12: Verwendete Laborgeréte

Gerat

Hersteller

Zellkulturplatten (Nunclon™A Surface)

Zéellkulturflaschen (verschiedene Grofien)
LS+-MidiMACS®-Trennsaule
MidiMACS®- Separators

Pre-Separation Filter

Neubauer ,,Improved” Zahlkammer
1450 MicroBeta ®Trilux
FACS Calibur inkl. CellQuest Pro Software

Biophotometer

7500 Fast Real-Time PCR System inkl. Software
MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode
MicroAmp® Optical Adhesive Film

Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell

Mini Protean Cell (Geleektrophoresekammern) mit Glass und

Pl asti kzubehor
GenePul ser

0,4cm Elektroporationskiivetten

Gel Doc 2000-System inkl. Quantity-One Software

Schiebelehre

Nunc

Greiner Bio-One
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Carl Roth
Wallac-Perkin EImer
BD Bioscience
Eppendorf

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems

BioRad
BioRad

BioRad
BioRad
BioRad

Tabelle 13: Verwendete Antikdrper (unkonjugiert; phosphorylierte Aminosduren gemal3 verwendeten R&D

Arrays, siehe Anhang)

Antikorpername (anti-): Wirt:  Spezifitat:? verwendete  Herkunft:
Verdinnung
Actin (Monoclonal 3-) M Dog, Gp, Hi, Cat, Pig, 1:5000 SigmaAldrich
Cap,C, S, Rb, B, H,
M, R
phospho-p38 MAPK (T180/Y182) Rb H,M,R 1:2000 R&D Systems
HA-Tag (6E2) M All 1:1000 Cdll Signaling
HPK1 Rb H, M 1:1000 Cell Signaling
MEK Kinase-1 (C-22): sc-252 Rb 1:500 Santa Cruz
Phospho-Akt (Ser473) Rb H,M,R,Hm,C 1:1000 Cell Signaling
Phospho-c-Raf (Ser338) Rb 1:1000 Cdll Signaling
Phospho-GSK-3 (Ser21/9) Rb H,M, R, Mk, Z 1:1000 Cell Signaling
Phospho-MAPKAPK-2 (Thr334) Rb H, M, R, Mk 1:1000 Cdll Signaling
Phospho-MEK 1/2 (Ser217/221) Rb 1:1000 Cell Signaling
Phospho-MSK 1 (Thr581) Rb 1:1000 Cdll Signaling
Phospho-p44/42 MAP Kinase Rb H MR HmC, Z 1:1000 Cell Signaling
(Thr202/Tyr204)
Phospho-p70 S6 (Thr421/Ser424) Rb H, M, R, Mk 1:1000 Cell Signaling
Phospho-p90RSK (Ser380) Rb 1:1000 Cell Signaling
Phospho-SAPK/INK M H, M, R, Hm, Sc 1.2000 Cell Signaling
(Thr183/Tyr185)
Phospho-TAK1 (Serd412) Rb H,M,R 1:1000 Cdll Signaling

aH = Mensch, M = Maus, R = Ratte, Hm = Hamster, C = Huhn, Mk = Affe, Z = Zebrafisch, Gp = Meerschwein,
Hi = Blutegel, S = Schaf, Rb = Kaninchen, B = Rind, Sc = Saccharomyces cerevisiae
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Antikorper/Protein mit konjugiertem Fluorochrom:

Annexin-V-FITC (1ul pro Test) BD Pharmingen
HA-Tag (Klon HA-7) mit FITC konjugiert (1ug/ml pro Test) SigmaAldrich
APC Rat anti-Mouse CD138 BD Pharmingen

5.1.2 Losungen und Puffer

Allgemeine L6sungen und Puffer:
RIPA Lyse-Puffer 150mM NaCl
1% NP-40
0,5% DOC
0,1% SDS
50mM Tris-Base
4% Roche Complete Inhibitor
4% NaF-Losung
4% NagV O L Osung

10x Elektrophorese-L aufpuffer (pH 8,6): 729 Glycin
159 Tris-Base
59 SDS
ad 500ml agua bidest

6x Proteinprobenpuffer (nach Laemmli): 1ml 1M Tris-Base (pH 6,8; eingestellt mit HCI)
2ml 20% SDS
20mg Bromphenolblau
3ml Glycerin
500ul B-Mercaptoethanol
ad 10ml aqua bidest

10% APS: 1g Ammoniumpersulfat
ad 10ml aqua bidest

TrisPuffer (pH 8,8): 18,17g Tris-Base (pH 8,8; eingestellt mit HCI)
4ml 10% SDS
ad 100ml agua bidest

TrisPuffer ( pH 6,8): 6,069 Tris-Base (pH 6,8; eingestellt mit HCI)
ad 100ml agua bidest

Polyacrylamid-Gel:
10%iges Trenngel (pH 8,8): 1,9ml aqua bidest
1,7ml 30% Acryl-/Bisacrylamid-L6sung
1,3ml Lower-Tris (pH 8,8)
50ul 10% SDS-L6sung
50ul 10% Ammoniumpersulfate
2ul TEMED

5%iges Sammelgel (pH 6,8): 2,78ml agua bidest
0,87ml 30% Acryl-/Bisacrylamid-Ldsung
1,25ml Upper-Tris (pH 6,8)
50pl 10% SDS-Ldsung
50pl 10% Ammoniumpersulfate
3ul TEMED
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1x Transferpuffer:

T-PBS:

Stripping-Puffer:

0,5M EDTA pH 8,0:

MACS-Puffer:

10x Annexin-V-Bindungspuffer:

Zellkulturmedien und -16sungen:

39mM Glycin
48mM Tris-Base
20% Ethanadl

ad 2| aqua bidest

500ml D-PBS
250pl Tween-20

100mM Glycerin (pH 2,9)

186,1g EDTA
ad 1l aqua bidest
mit NaOH-Pellets auf pH 8,0 einstellen

485,5ml PBS
12,5ml 20% HSA
2ml 0,5M EDTA

0,1M HEPES (pH 7,4)
1,4M NaCl

25mM CaCl,

steril filtriert

(alle Medienbestandteile stammen von PAA, Pasching, Osterreich)

alpha-M EM-complete:

RPMI-1640-compl ete:

RPMI-1640-murine:

RPM I-1640-transfektant:

Versen'sche Losung (pH 7,2):

apha-MEM

10% FCS

2mM L-Glutamin

100ug/ml Penicillin-Streptomycin

RPMI-1640

10% FCS

2mM L-Glutamin

100pg/ml Penicillin-Streptomycin

RPMI-1640

10% FCS

2mM L-Glutamin

100ug/ml Penicillin-Streptomycin
2mM Nartiumpyruvat

RPMI-1640

10% FCS

2mM L-Glutamin

100pg/ml Penicillin-Streptomycin
2mM Nartiumpyruvat

500ug/ml G418-Sulfat

10mM EDTA
13,7mM NaCl
2,6mM KCI
8,1mM NaH PO,
1,4mM KH,PO,
1,21mM Glukose
steril filtriert
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Tabelle 14: Verwendete Primer und Sonden
Die Primer wurden bei TIB MolBiol (Berlin, Deutschland) und die Sonden bei Eurogentec (Seraing, Belgien)
synthetisiert und jeweils mit einer Konzentration von 250nM (Primer) bzw. 500nM (Sonde) in den Resaktionen

verwendet.

Oligoname

Sequenz in 5™-3"-Richtung

mHPK 1-Primer for -TggCTTACCATQggCAQTTACC-
mHPK 1-Primer rev -ACCggCTCCACAQAATTCC-

mHPK 1-Sonde
HPK 1-Primer for
HPK 1-Primer rev
HPK 1-Sonde

-6-FAM-CTggCTgCAgAAGCTGTggATCTgC-TAMRA-
-AAATTCCTgCTTgTCCggC-
-AgCgCgAACACGgACAG-
-6-FAM-TgCTgTTCCCACTGCCgACIC-TAMRA -

Tabelle15: Myelomzelllinien

Zélllinie Herkunft

MPC-11 ATCC, Rockville, Maryland, USA

RPMI-8226 DSMZ, Braunschweig, Deutschland

U266 DSMZ, Braunschweig, Deutschland

NCI-H929 DSMZ, Braunschweig, Deutschland

OPM-2 DSMZ, Braunschweig, Deutschland

JIN-3 DSMZ, Braunschweig, Deutschland

L-363 DSMZ, Braunschweig, Deutschland

KMS-11 T.Otsuki, Kawasaki Medical School, Okayama, Japan

KMS-18 T.Otsuki, Kawasaki Medical School, Okayama, Japan

ANBL-6 M. Chatterjee, MDC, Berlin-Buch, Deutschland

MM.1S N. L. Krett & R. H. Lurie, Comprehensive Cancer Center, Chicago, lllinois, USA
MM.1R N. L. Krett & R. H. Lurie, Comprehensive Cancer Center, Chicago, lllinois, USA
OCI-MY5 L. Bergsagel, Mayo Clinic, Scottsdale, Arizona, USA

UTMC-2 L. Bergsagel, Mayo Clinic, Scottsdale, Arizona, USA

prokaryotische Zellen:

DH5a (K12 Derivat von Escherichia coli)
Genotyp: fhud?2 A(argF-lacZ)U169 phod glnV44 @80 A(lacZ)M15 gyrA96 recAl reldl endAl thi-I

hsdR17

MicroBeads:

CD138 (Syndecan-1) MicroBeads Miltenyi Biotec

CD19 MicroBeads

Versuchstiere:

Miltenyi Biotec

Mausstamm BALB/c

Plasmide: (pcDEF3.1-Derivate/ -Leervektor)
pcDEF3.1-mHPK 1:HA (kodiert fur Fusionsprotein von murinem HPK1 und HA-Tag; dankend von

Prof. Kiefer, MPI-Munster erhalten) (Liou u. a., 2000)

pcDEF3.1-mHPK 1(K46E):HA (kodiert fir Fusionsprotein von murinem Kinase-defizientem HPK 1
und HA-Tag; HPK1 mit Aminosaureaustausch von Lysin-46 in Glutamin

siRNA:

saure verandert; dankend von Prof. Kiefer, MPI-Minster erhalten) (Liou u.
2000)

Die verwendeten siRNAs und die Negativ-Kontrolle wurden bei der Firma Qiagen bezogen

(Katalog-Nummer:

S101300271, S101300278, S101300292, AllStar Negative Control).

a'l
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5.2 Methoden

5.2.1 Zellkulturarbeiten
Samtliche Arbeiten wurden unter einer Laborwerkbank mit Laminarflow-Technologie
durchgefiihrt.

5.2.1.1 Haltung eukaryotischer Zelllinien

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in geeigneten Zellkulturgefalzen bei 37°C und 5% CO,
im Feuchtbrutschrank (90% Luftfeuchtigkeit). Die Kulturen wurden zweimal in der Woche in einem
angemessenen Verhdltnis passagiert und mit Zellkulturmedium auf das entsprechende Volumen
aufgefillt.
Die murine Zelllinie MPC-11 wurde mit dem Kulturmedium RPMI-1640-murine, die humanen
Myelomzelllinien mit RPMI-1640-complete und die transfizierten MPC-11-Zelllinien mit RPMI-
1640-transfektant gehalten.
Zur Lebendbestimmung wahrend der Kulturhaltung diente die Einfarbung der Zellen mit Trypanblau.
Lebende Zellen mit intakter Zellmembran sind impermeabel fir diesen Stoff, wahrend bel toten Zellen
das Typanblau in die Zélle diffundiert und das Zellplasma blau anfarbt. Unter dem Mikroskop kann

dann das Verhdtnis von lebenden zu toten Zellen ermittelt werden.

5.2.1.2 Kryokonservierung und Auftauen von Zelllinien

Die Kryokonservierung der Zelllinien erfolgte in der Dampfphase von fllissigem Stickstoff.
Dazu wurde die Zellensuspension zu gleichen Teilen in Einfriermedium, bestehend aus 66% FCS und
33% DM SO, aufgenommen. Die Aliquots wurden langsam in einer Einfrierbox (mit Isopropanol) bel
-80°C eingefroren und dann in flissigen Stickstoff Uberfuhrt. Diese tiefgefrorenen Kulturen sind
mehrere Jahre haltbar.
Fir die Rekultivierung wurden die Zellen ziigig aufgetaut, in 10 - 15ml vorgewéarmten Kulturmedium
tberfuhrt und durch Zentrifugation pelletiert. Der DM SO-haltige Uberstand wurde entfernt, die Zellen
in frischem Kulturmedium aufgenommen und in geeigneten Zellkulturgefaiden kultiviert.
Diese Vorgehensweise entspricht dem empfohlenen Ablauf der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ).
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5.2.2 Dichtegradienten-Zentrifugation von Zellkulturen und primiren
Knochenmarkaspiraten
In ein 50ml-Zentrifugenréhrchen wurde 15ml BIOCOLL Separation Solution (Fa. Biochrom,
Berlin, Deutschland) vorgelegt und vorsichtig mit der Zellkultur- bzw. Knochenmarkszellsuspension
(2:1 mit PBS verdiinnt) tberschichtet. Das Rohrchen wurde 15 Minuten bei 1250xg (ohne Bremse,
15°C) zentrifugiert.
Die Interphase oberhalb der BIOCOLL Separation Solution, die die mononukledren Iebenden Zellen
enthdlt, wurde mit einer Transferpipette abgenommen. Die Iebenden Zellen wurden mit bis zu 50ml
PBS gewaschen. Die Zellkonzentration wurde bestimmt und die Zellen in geeigneter Konzentration in
ZelkulturgefalZen kultiviert.

5.2.3 Bestimmung der Zellzahl (Zahlkammer Neubauer ,,Improved*)

Ein Aliquot der Zellsuspension wurde 1 : 9 (Verdinnungsfaktor = 10) mit Trypanblau
verdinnt. Die Zahlkammer wurde mit 10ul dieser Verdunnung befillt. Vier grof3e Eckquadrate des
Zahlgitters wurden ausgezahlt (nur vitale Zellen; ermittelte Zahl = n) und die Konzentration (Zellzahl
pro ml) nach folgender Formel berechnet:

n/4 x 10 (Verdiinnungsfaktor) x 10°= Zellzahl proml

5.2.4 Inhibitionsversuche

Fir die Inhibitionsversuche mit den verschiedenen Myelomzelllinien wurde das RPM 1 -1640-
Kulturmedium mit 10% FCS durch RPMI-1640-Serummangel -Medium (0,5% FCS) ersetzt. Nach der
Einstellung der benétigten Zellzahl pro ml und dem Ausplattieren in die entsprechenden Kulturgeféiie
(24- bzw. 96-Lochplatte) wurden die Zellen, fir die Aquilibrierung, fir 2h bei 37°C und 5% CO, im
Feuchtbrutschrank (90% L uftfeuchtigkeit) kultiviert.
Als Inhibitoren fUr die Untersuchungen zur Proliferation und Apoptose von Myelomzelllinien wurden
Dexamethason, Melphalan, Bortezomib und der spezifische MEK 1-Inhibitor PD98059 eingesetzt (vgl.
Kap. 4.2.6 und 4.2.7.2). Die Substanzen wurden gemal den Herstellerangaben geldst. Das
entsprechende L 6sungsmittel wurde mit einer Konzentration von 0,1% (DM SO) oder 1% (Ethanol) as
Substanz-,, Null“-Wert (w/0) untersucht (bei Melphalan und Bortezomib wurde PBS als L 6sungsmittel
verwendet).
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5.2.5 Isolierung von CDI138-MM-Zellen und CDI19"-B-Lymphozyten aus primiren

Knochenmark (,,magnetic bead activated cell sorting®, MACS)

Die CD138"-Zellen wurden mittels eines immunomagnetischen Selektionsverfahrens aus den
mononukledren Zellen isoliert. CD138, Syndecan-1, wird von physiologischen und malignen
Plasmazellen exprimiert, nicht dagegen von z.B. zirkulierenden B-Zellen, T-Zellen oder Monozyten.
Somit stellt es einen adéquaten Marker fir die Isolierung der Plasmazellfraktion dar. Zur Separation
der CD138"Zellen wurde mit CD138-Microbeads und dem MidiMACS®-Separators gearbeitet. Das
Selektionsprinzip basiert auf der immunol ogischen Antigen-Antikorper-Bindung zwischen den Bead-
gekoppelten CD138-Antikorpern und den CD138 (Antigen)-tragenden Zellen. Die CD138™-Zellen
werden durch das magnetische Feld des MidiMACS®-Separators innerhalb der LS'-MidiMACS®-
Trennsaule von den CD138-Zellen separiert. Zur Aufreinigung der CD138"-Zellen wurde ein MACS-
Puffer verwendet. Die mononukledren Zellen wurden nach dem letzten Waschschritt, je nach Gréfze
des Zellpéllets, in 1 - 5Bml MACS- Puffer aufgenommen und anschlief3end ihre Zellzahl ermittelt. Die
Positiv-Selektion von CD138-Zellen erfolgte nach den Herstellerangaben fur die Plasmazell-Isolation
(CD138 (Syndecan-1) MicroBeads). Die Zellen der Positiv- und Negativfraktion wurden gewaschen,
gezahlt und der Zellzahl entsprechend aliquotiert. Die Negativfraktion wurde einer weiteren, analogen
CD19-Separation mittels CD19-Microbeads unterzogen. Die CD138"- und CD19'-Zellfraktion
wurden anschlief?end im entsprechenden Lysepuffer fir die RNA-Isolation bzw. Protein-Extraktion
bei -80°C eingefroren und bis zur V erwendung gel agert.

5.2.6 *[H]-Thymidin-Proliferations-Assay

Die murinen Myelomzelllinien wurden auf einer 96-Lochplatte kultiviert (5x104 pro
Vertiefung) und vor Beginn des Experimentes zwel Stunden unter Serummangel (0,5% FCS)-
Bedingungen kultiviert. Zur Inhibition der Proliferation wurden die Zellen mit 10uM Dexamethason,
10uM Mephaan, 2nM Bortezomib und 20uM PD98059 fir 48h inkubiert. Im Anschluss wurden die
Zellen unter Zusatz von 25pl radioaktiv markierten 3[H]-Thymidin (0,625uCi pro Vertiefung) fiir
weitere 8h kultiviert. Das im Rahmen einer Proliferation der Myelomzellen eingebaute radioaktiv
markierte 3[H]-Thymidin diente bei dessen Quantifizierung im spéteren Verlauf als Marker fir die
Rekombination der DNA der untersuchten Zellkulturen.

Nach der Inkubation mit dem H]-Thymidin wurden die 96 Proben mittels Vakuum-Pumpe
ausder 96-Lochplatte auf Mikrofilter-Matten (Filtermat A) transferiert. Danach wurde die Mikrofilter-
Matte getrocknet, mit einer Wachsschicht tiberzogen und eingeschweift (MeltiLex™ A Melt-on
Scintillator Sheets), sodass im Anschluss ihre radioaktive Strahlung (counts per minute; cpm) mit
einem Wallac 1450 MicroBeta Trilux gemessen werden konnte. Jeder Messpunkt wurde as Triplikon

analysiert.
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5.2.7 Durchflusszytometrische Analysen

5.2.7.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Mit der Durchflusszytometrie konnen Zellen gleichzeitig hinsichtlich ihrer relativen
Zellgréfie, ihrer Granularitét und der Expression von verschiedenen Antigenen untersucht werden.
Bei der Messung werden die suspendierten Zellen samt TragerflUssigkeit vom Durchflusszytometer
aus dem Proberthrchen durch eine Messkapillare gesaugt und beschleunigt, wodurch ein laminarer
Strom aus einzelnen, hintereinander gereihten Zellen entsteht. In diesen Flissigkeitsstrom strahlt am
Analysepunkt ein Lasergtrahl definierter Wellenldnge ein, der durch die Zellen abgelenkt wird. Das
Ausmal} der Lichtstreuung wird durch Photodetektoren erfasst. Diese messen zum einen den Anteil
des paralel zum eingestrahlten Laser gestreuten Lichts, das sogenannte Vorwartsstreulicht (,, Forward
Light Scatter”, FSC). Es dient ds Ma fur die ZellgrofRe. Zum anderen werden rechtwinklig
abgelenkte Lichtstrahlen erfasst, das sogenannte Seitwartsstreulicht (,, Side Light Scatter, SSC), das
die Morphologie und Granularitét der Zelle widerspiegelt. Insgesamt gilt: das Ausmald der
Lichtstreuung nimmt mit steigender Zellgréf3e bzw. Granularitét zu. Die durch die Photodetektoren
gesammelten Informationen werden in elektronische Signale umgewandelt, verstérkt und digitalisiert.
Sie konnen daraufhin am zugehorigen Computer in Form unterschiedlicher Grafiken aufgerufen
werden (Abb. 37). Oberflachenmolekile der Zellen kdnnen mit Fluorochrom-konjugierten,
monoklonalen Antikorpern markiert werden. Durch den Laser werden die Fluorochrome angeregt und
emittieren Licht bestimmter Wellenldnge. Photodetektoren messen die Wellenldnge und die Intensitét
des ausgestrahlten Lichts, die sogenannte Fluoreszenzintensitét. Sie entspricht der Anzahl der
gebundenen Antikorper und damit der Hohe der Antigenexpression.
Bel dieser Arbeit wurden die folgenden fluoreszierenden Substanzen verwendet: Fluorescein-
Isothiocyanat (FITC) und 7-Aminoactinomycin (7-AAD), deren Emissionsmaxima bei 518nm und
650nm liegen. Da die Fluoreszenzkandle des Durchflusszytometers Photodetektoren mit gréfiter
Empfindlichkeit fUr unterschiedliche Wellenldngen besitzen, kénnen bei geeigneter Kombination der
fluoreszierenden Substanzen die verschiedenen Emissionswellenlangen unterschieden und die

jeweilige Fluoreszenzintensitdten getrennt voneinander bestimmt werden.
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5.2.7.2 Annexin V (FITC) /7-AAD-Apoptose-Assay
Die Apoptose wurde urspringlich as eine besondere Form des Zelltods mit

charakteristischen morphologischen Veranderungen definiert. Vitale Zellen zeichnen sich durch eine
charakteristische Asymmetrie ihrer Zellmembran aus. Kennzeichnend ist das Vorkommen von
Phosphatidylserin (PS) auf der Innenseite der Membran. Der programmierte Zelltod wird durch einen
Verlust der Membranasymmetrie eingeleitet, wobei PS auf die Aul3enseite verschoben wird (, Flip-
Flop" der Membranlipide).
Das Protein Annexin V ist mit dem Fluorochrom FITC konjugiert undist in der Lage nach dem ,,Flip-
Flop" der Zellmembran an das PS zu binden. Bricht die Membranintegritdt zusammen, so kann
7-AAD in die Zelle diffundieren und sich als DNA -Interkalator an die DNA der Zelle anlagern.
Waéhrend FITC nach optischer Laseranregung grin fluoresziert, ist 7-AAD ein rot fluoreszierender
Farbstoff.
Bei einer kombinierten Anwendung beider Farbstoffe kénnen verschiedene Zellpopulation identifiziert
werden:

e vitde Zellen: Annexin V-FITC™/7-AAD™ Markierung

o friih apoptotische Zellen: Annexin V-FITC "¥/7-AAD'" Markierung

e spét apoptotische/nekrotische Zellen: Annexin V-FITC"7-AAD"" Markierung
Die murinen Myelomzelllinien wurden auf einer 24-Lochplatte kultiviert (3x10° pro Vertiefung) und
vor Beginn des Experimentes zwei Stunden unter Serummangel (0,5% FCS)-Bedingungen kultiviert.
Im durchgefiihrten Apoptose-Assay wurden die zu untersuchenden Myelomzellen nach der Zugabe
verschiedener Apoptose-induzierender Substanzen fiir 48h inkubiert.
Dieverwendeten Konzentrationen der verschiedenen Substanzen sind in Tabelle 16 dargestellt.

Tabelle 16: Ubersicht der verwendeten Konzentrationen verschiedener
inhibierender Substanzen

Substanz

(Wirkstoffnahme) K onzentrationen
Dexamethason (in uM): 00 25 50 100 200 300
Melphalan (in uM): 00 25 50 100 200 300
Bortezomib (in nM): 0,0 1,0 2,0 4,0 60 8,0
PD98059 (in uM): 00 100 20,0 30,0 *40,0 50,0

2entfallt bei den HPK 1'°-Experimenten

Zur durchflusszytometrischen Anayse wurden die Zdlen fir 15 Minuten mit Annexin V-FITC und
7-AAD im Annexin-Bindungspuffer inkubiert. Die Quantifizierung der markierten Myelomzellen
wurde mittels einer FACS Calibur™-Messeinheit durchgefiihrt. Mit Hilfe der CellQuest™-Pro
Software wurden die prozentualen Anteile der verschiedenen Populationen (s.0.) an der Gesamtprobe
ermittelt. Eine Aussage Uber die Effektivitét der Apoptose-Induktion der verwendeten Substanzen
erhdt man nach einem Vergleich der Annexin V-FITC"/7-AAD'™- und Annexin V-FITC""/7-
AAD""-Populationsanteile nach Substanzzugabe mit den Annexin V-FITC"7-AAD'"- und
Annexin V-FITC"/7-AAD"%"-Popul ationsanteile der unbehandelten Zellprobe.
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Abbildung 37: Schema einer beispielhaften
durchflusszytometrische Messung von Apoptose an MM-
Zellen. (A) Messung einer Probe mit geringer Fraktion
apoptierender Zellen (Kontrolle).
(B) Apoptose-Induktion nach Zugabe eines
Proteasominhibitors. Der Vergleich der beiden Messungen
zeigt  einen  Anstieg der  Annexin  V-FITC"®"-
»  Zellpopulationen in den beiden rechten Quadranten vom

Annexin V-FITC Abb. B.

10" 10* 10° 10*

10" 100 1wt 10

5.2.7.3 Messung der Transfektionseffizienz mittels Tag-Nachweis

Zur Transfektion der murinen Zelllinie MPC-11 fiir die Uberexpression des HPK 1-Proteins
wurden Plasmide mit eéinem Fusionsprotein (HPK1 mit einem Hamaglutinin (HA)-Tag) verwendet.
Zur Untersuchung der Transfektionseffizienz mittels Durchflusszytometrie wurden transfizierte Zellen
in 3,7%-igem Formaldehyd (20 Minuten, RT) fixiert und anschlief3end mit dem HA-spezifischen,
FITC-gekoppelten Antikorper (20 Minuten, RT, abgedunkelt) inkubiert. Diese Vorgehensweise ist

sowohl mit transient als auch mit stabil transfizierten Zellen durchgefhrt worden.

5.2.8 Einzelgen- und Transkriptom-Expressionsuntersuchungen

5.2.8.1 RNA-Isolierung und Konzentrationsmessung

Die Gesamt-RNA der zu untersuchenden Priméar- und Myelomzelllinien-Proben fur die RT -
PCR-Experimente wurde mit dem QIAamp® RNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
isoliert. Zelllysate mit 2x10” Zellen pro ml RNA-Lysepuffer (RLT-Puffer; QlAamp® Kit) wurden bis
zur  Waeiterverarbeitung bei -80°C gelagerten. Die RNA-Isolierung wurde gema den
Herstellerangaben des QIAamp® Kits durchgefihrt. Zur Elution der RNA wurden 30ul
Diethylpyrocarbonat-Wasser (DEPC) direkt auf die Membran der Spin-Saule pipettiert. Nach einer
zehnminltigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde diese Saule eine Minute bei 8.000xg
zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde erneut auf die Spin-Saule gegeben und nach einer weiteren
zehnminitigen Inkubation wiederholt zentrifugiert. Die Lagerung des Eluats erfolgte bei -80°C.

Mittels einer spektra photometrischen Messung (Biophotometer) wurde die Konzentration
und Qualitét der isolierten RNA ermittelt. Dazu wurde ein Aliquot von 2ul RNA mit 78ul PBS
versetzt. Diese Verdinnung wurde nun im Spektralphotometer bel einer Wellenlénge von 260nm
vermessen. Aus der OD,gnm Wurde die Konzentration berechnet. Dabei  berechnet das
Spektralphotometer die RNA-Menge pro Volumen, indem der Extinktionswert mit dem
Verdinnungsfaktor, 40, und der spezifischen Konzentration multipliziert wird. Die spezifische

Konzentration von RNA bei einer OD2sonm VON 1 betréagt 40pg pro ml.



Material und Methoden 67

Welil auch aromatische Aminosduren bei der Wellenlénge von 260nm Energie absorbieren,
wurde zusétzlich die Extinktion bei 280nm bestimmt (die Absorption ist bel Proteinen hoher als bei
Nukleinsauren). Ist der Quoatient (=Reinheitsfaktor) aus OD g und OD.g, kleiner als 1,8, so deutet dies
auf eine erhohte Konzentration von Proteinen in der RNA-Probe hin. Die RNA-Proben fir die
Analyse mittels Microarrays (GeneChip Mouse 1.0st; Fa. Affymetrix, USA) wurden mittels RNeasy®
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Herstellerangaben isoliert.

5.2.8.2 Reverse Transkription

Bel der Reversen Transkription synthetisiert das Enzym Reverse Transkriptase einen, zur
einzelstrangigen RNA-Matrize komplementdren, DNA-Strang (cDNA). Die cDNA wurde bel
Anwesenheit eines oligo d(T).- bzw. eines randomisierten Hexamer-Primers (oligo d(N)e) gebildet.
Die verwendete Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transkriptase (M-MLV RT) synthetisiert
Erststrang-cDNA bis zu 7 Kilobasen (kb) Lénge. Der Reaktionsansatz setzte sich aus 2ug RNA-Probe
(ad 8ul DEPC-Wasser) und 12ul RT-Mastermix zusammen.Der Reaktionsansatz wurde 60 Minuten
bei 37°C inkubiert. Mit einer anschlief3enden Hitzeinaktivierung der Reversen Transkriptase bel 95°C
far 5 Minuten wurde die Reverse Transktiption beendet. Der Reaktionsansatz wurde auf Eis gekihlt
und die cDNA bei -20°C gel agert.

5.2.8.3 Quantitatve Real-Time-PCR (TaqMan®-Analyse)

Ziel der quantitativen RT-PCR ist es, aus der Menge an amplifiziertem PCR-Produkt
Rickschliisse auf die eingesetzte RNA- bzw. cDNA-Menge zu ziehen und so die mRNA-Expression
der untersuchten Zielgene zu bestimmen. In der quantitativen Rea-Time-PCR (qRT-PCR) mittels
TagMan®Technologie kommt neben einem genspezifischen Primerpaar eine ebenfals
sequenzspezifische Fluoreszenzsonde zum Einsatz. Diese ist am 5-Ende mit einen Reporter-
Fluoreszenzfarbstoff sowie am 3 -Ende mit einem Quencher-Molekil bzw. mit einem zweiten
Fluoreszenzfarbstoff konjugiert. Wird der Reporter mit Licht einer definierten Energie (definierte
Wellenlange; ) angeregt, so emittiert er ein Licht mit einem geringeren Energieniveau (langere
Wellenlange; 1'). In der intakten Sonde wird ein Teil der emittierten Lichtenergie aufgrund des
Fluoreszenz Resonanz Energie Transfers (FRET) durch den Quencher/2. Fluoreszenzfarbstoff (nicht
fluoreszierender [dark]-Quencher, z.B. Deep Dark Quencher™ [Fa Eurogentec S.A., Belgien] bzw.
fluoreszierender Farbstoff, zB. TAMRA™) aufgenommen. Bel der Verwendung eines Quenchers
wird dann keine messhare Fluoreszenzenergie an die Umgebung abgegeben. Wird die
Fluoreszenzenergie des Reporters dagegen an einen zweiten fluoreszierenden Farbstoff Ubertragen,
emittiert dieser eine Fluoreszenz mit einer in den langerwelligeren Bereich des Lichtspektrums
verschoben Wellenlénge (A'"). Da der Gerétedetektor nur die Lichtemission bei A’ misst, wird jedoch
noch kein Signal detektiert.



Material und Methoden 68

Im Verlauf der PCR kommt es dann in jeder Annealingphase zur Anlagerung von der
Fluoreszenzsonde an den komplementéren Nukleinsaure-Strang. In der folgenden Elongationsphase
wird die Sonde durch die eingesetzte Polymerase vom DNA-Strang verdrangt und anschlief3end durch
deren RNase H-Funktion hydrolysiert. Reporter und Quencher/2. Fluoreszenzfarbstoff werden
dadurch getrennt. Das vom Reporter emittierte Licht wird nicht mehr gequencht/Ubertragen und liefert
ein detektierbares Lichtsignal in einem kirzerwelligen Bereich (A.’) des Lichtspektrums. Wahrend der
gesamten Reaktion kann die Bildung des PCR-Produkts durch die Zunahme der Fluoreszenz gemessen
werden. Fir die Erstellung einer Standardkurve wurden auf jede Mikrotiterplatte Verdiinnungsreihen
einer Zellinie pipettiert. Zur Auswertung der PCR wurden einzelne Messdaten (C;) aus der
expotenziellen Phase der Proben der Verdinnungsreihe (mit fiktiven, vordefinierten cDNA -
Kopienzahl) bestimmt und damit eine Regressionsgrade erstellt. Mit der 7500 Fast System SDS
Software wurden die C;-Werte jeder einzelnen Probe der Mikrotiterplatte auf der Standardkurve
identifiziert und anschliefend die fiktive cDNA-Kopienzahl (n) extrapoliert. Die fiktiven
Kopienzahlen wurden anschlief?end mit einem Tabellenkalkulationprogramm analysiert. Hierbel
wurden folgende Schritte durchgefuhrt:

e Bildung der Mittelwerte der fiktiven Kopienzahl (n) der identischen Replikate
e Bestimmung des Verhé tnisses zwischen HPK 1 und dem Referenzgen (18S rRNA):
=> n' =n (Probe) / n(18SrRNA)
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Abbildung 38: Graphische Darstellung der TagMan®- Reaktion.

(A) Elongationsstart; (B) Sondenverdringung, (C) Sondenhydroyse; (D) Ende der Elongation.

Die Abkiirzungen bedeuten Vorwirtsprimer (forward), Reverser Primer (reverse), Reporter-FAM™ (R) und
Quencher-TAMRA™ (Q)
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5.2.8.4 Sonden- und Primer-Design
Das Design der Primer und Sonden fir die Amplifikation der Gene wurde durch die Primer
Express Software von Perkin Elmer Applied Biosystems unterstiitzt.
Hierbei gelten folgende Bedingungen fiir das Design einer 5 FAM™ -3 TAMRA ™-markierten
Sonde:
. Das 5'-Ende der Sonde sollte maximal 50 Basenpaare vom 3'-Ende des Primers liegen, um
sicherzustellen, dass die Sonde durch die erste gebundene Polymerase hydrolisiert wird.
° Sie sollte bei einer Lange von 20 bis 30 Basen einen GC-Gehalt von 40 bis 60% und einen
Schmelzpunkt von 70°C aufweisen.
o Daneben gilt es, Komplementéaritédten zwischen Sonde und Primern zu vermeiden und keine
Sequenzen mit auffaliger Sekundarstruktur zu verwenden. Drei aufeinanderfolgende Basen

eines Typs wirken ebenfalls negativ auf die Hybridisierung.

Fir das Design der Primer gelten folgende allgemein gliltige Regeln:

. Das PCR-Produkt sollte eine Lange von 50 bis 150 Basenpaare haben. Dies stellt sicher, dass
die PCR in jedem Zyklus vollstandig erfol gt.

° Die Lange der Primer sollte 18 bis 22 Basen betragen.

. Die Primer sollten so ausgewahlt werden, dass sie ca. einen 50% GC-Gehalt, jedoch keine
poly T-Bereiche, aufweisen.

. Palindromische Sequenzabschnitte und 3’ -K omplementéritéaten sollten vermieden werden.

. Beide Primer sollten dhnliche Schmel ztemperaturen aufweisen. Es ist aber zu beachten, dass
sie einen um mindestens 5 Kelvin niedrigeren Schmelzpunkt als die Sonde haben miissen.

In der nachfolgenden Abbildung ist die Struktur des Amplikons graphisch dargestellt.

forward : N : S * :

reverse

I_

1-50 bp

A
v

50 - 150 bp

Abbildung 39: Graphische Darstellung des Amplikons fiir die TagMan®-Analyse
Die Abkiirzungen bedeuten Vorwdrtsprimer (forward), Reverser Primer (reverse), Reporter—FAMT M (R) und
Quencher-TAMRA™ (Q) (veriindert nach den Betriebsunterlagen fiir den PE SDS 7700).
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Die erhatenen Primer und Sonden wurden im Rahmen einer ,Blast“-Suche auf eine
maogliche Hybridisierung mit anderen Sequenzen als den Zielgenen untersucht und solche Primer-
Sonden Triplets ausgewdhlt, die die geringste Komplementéritét zu anderen Sequenzen aufweisen
(Www.ncbi.nim.nih.gov/blast).

Die Synthese der Primer erfolgte durch die Firma TIB MolBiol (Berlin), die Sondenherstellung durch
die Firma Eurogentec SAA. (Seraing, Belgien). Als Kontrolle wurde das TagMan® Ribosoma RNA
Control Reagents (VIC™) (Fa. Applied Biosystems) eingesetzt.

5.2.8.5 Transkriptom-Analyse

Die Analyse des Transkriptoms von HPK1"-, HPK1"9"- und HPK 1"9"**5_Myelomzellen
wurde as Serviceleistung am Interdisziplindren Zentrum fir Klinische Forschung (IZKF),
Technologieplattform und Serviceeinheit "Integrierte Funktionelle Genomik" (IFG), Abteilung
Genexpressionsanaytik  erledigt. Als Leistung wurde die Konzentrationsmessung, die
Qualitatskontrolle und die Reverse Transkription der RNA-Proben (vgl. Kap. 4.2.8.1), sowie die
Hybidisierung der cDNAs mit den GeneChip Mouse 1.0st-Arrays und dessen Aus esung durchgefiihrt.
Die Auswertung und dtatistische Analyse wurde am Institut far Bioinformatik des
Universitatsklinikums Minster bewerkstelligt (vgl. Kap. 4.2.15).

5.2.9 Protein-Expressionsuntersuchungen

5.2.9.1 Protein-Extraktion

Die Zellpellets wurden zur Lyse in Protease-, Phosphatase- und Proteinaseinhibitoren-
haltigem RIPA-Puffer in einer Konzentration von 1 - 2x10° Zellen pro ml aufgenommen, 30 Minuten
auf Eisinkubiert und dabei in regelméaiigen Abstanden gut durchmischt. Die nach vollstéandiger Lyse
der Zellen entstandenen Zellfragmente wurden 15 Minuten bei 15.000xg und 4°C abzentrifugiert und
der Uberstand bis zur Weiterverwendung bei -80°C gel agert.

5.2.9.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist ein Verfahren zur Auftrennung von
Proteingemischen nach dem Molekulargewicht der einzelnen Proteine. 20ul der fraktionierten
Proteinextrakte wurden mit 4ul 1x Laemmli-Probenpuffer (SDS-haltig) versetzt und zusammen fir 5
Minuten auf 95°C erhitzt und anschlief3end in einen Slot des Geles gegeben. Durch das denaturierende
Agenz SDS werden die Proteine in eine zylindrische Form aufgefaltet und mit einer Hille aus SDS
Molekilen umgeben. Dadurch erhaten die Proteine, eine etwa proportiona ihrer Grof3e
entsprechende, negative Ladung und kénnen in einem elektrischen Feld innerhalb einer Gelmatrix
aufgetrennt werden. Die Verwendung eines diskontinuierlichen Gelsystems erlaubt die

Aufkonzentration der verschiedenen Proben an der Grenze zwischen dem sogenannten Sammelgel und
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dem folgenden Trenngel. Aufgrund desim Sammelgel herrschenden pH-Wertes liegen die Proteine a's
Zwitterion vor und werden unter dem Einfluss des elektrischen Feldes fokussiert. Beim Erreichen des
Trenngels kommt es zu einem pH-Sprung von pH 6,8 auf 8,8. Die entstandenen Proteinanionen
wandern nun im Trenngel unter dem Einfluss des angelegten elektrischen Feldes und werden
entsprechend ihrer Grof3e aufgetrennt. Es wurde stets ein 10%-iges Trenn- und ein 5%-iges Sammelgel
verwendet, deren Polymerisation durch 10% w/v APS induziert und durch die Verwendung von
TEMED katalysiert wurde. Nach dem Gellauf von ca. 110 Minuten bei 120V wurde das
Polyacrylamid-Gel im Western-Blot verwendet. Zur Langenabschatzung wurde noch 5ul des
Langenmarkers Precision Plus Protein dual color standards (Fa. BioRad) auf das Gel aufgetragen.

5.2.9.3 Immunoblot und Detektionsmethode

Die Western-Blot-Analyse dient dem qualitativen bzw. quantitativen Nachweis von
Proteinen. Durch Anlegen eines eektrischen Feldes wurden in einer SemiDry-Elektroblotkammer die
Proteine aus der Gelmatrix auf eine PV DF-Membran transferiert. Die immobilisierten Proteine kdnnen
anschliefend durch die Bindung spezifischer Antikoérper und der Verwendung geeigneter
Detektionssysteme dargestellt werden. Mehrere 3MM-Whatmanpapiere™ und eine auf GelgroRe
zugeschnittene, aktivierte PVDF-Membran wurden in Transferpuffer getrankt. Auf die SemiDry-
Elektroblotkammer wurden drei 3MIM -Whatmanpapiere™, die PVDF-Membran, das Gel und drei
weitere BMM-Whatmanpapiere™ |uftblasenfrei gelegt. Dieser Stapel wurde zwischen die Eletroden
der SemiDry-Elektroblotkammer eingespannt. Der Proteintransfer erfolgte unter konstantem
Stromfluss bei 80mA fir 90 Minuten. Nach Beendigung des Transfers wurden frele Protein-
Bindungsstellen auf der PVYDF-Membran durch eine 60-minitige Inkubation bei Raumtemperatur
(RT) mit einer Blockierungs-Losung (5% BSA in T-PBS) abgesdttigt. Der Immunonachweis
verschiedener Proteine auf der Membran erfolgte durch spezifische Antikorper.
Die Antikérperverdinnungen wurden in Blockierungs-Losung angesetzt. Nach Inkubation der
Membran mit dem priméaren Antikérper Uber Nacht bei 4°C wurde diese dreimal mit T-PBS
gewaschen. Anschlielend wurde der primare Antikorper (Uber enen  sekundéren,
M eerrettichperoxidase(HRP)-gekoppel ten Antikdrper nachgewiesen (verdinnt in T-PBS).
Nach 90 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Membran erneut 3mal gewaschen und
die Proteine mittels des ECL™-Systems detektiert. ECL ist eine lichtemittierende, nicht radioaktive
Methode zur Detektion immobilisierter Antigene, die direkt oder indirekt an HRP-gekoppelte
Antikorper gebunden sind. Durch die Peroxidase wird die Oxidation von Luminol unter alkalischen
Bedingungen katalysiert. Nach der Oxidation befindet sich Luminol in einem angeregten Zustand, von
dem es unter Licht-Emission wieder in den Grundzustand zuriickfallt. Das so erzeugte Licht kann
durch die Exposition auf einem Rontgenfilm detektiert werden. Fir die Analyse von unterschiedlichen
Bandenintensitéten wurden die Rontgenfilme fir bis zu 5min durch die emittierten Photonen belichtet.
Als Ladekontrolle wurde das Protein 3-Aktin in jeder Probe analysiert.
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5.2.9.4 Ablosen von Antikorpern von PYDF-Membranen (,, Stripping*)

Um auf einer bereits markierten PV DF-Membran weitere Proteine nachzuweisen, muss der
vorher gebundene Antikorper entfernt werden. Dazu wurde die Membran 30 Minuten bei RT im frisch
angesetzten Stripping-Puffer inkubiert. Im Anschluss wurde diese 3mal fir 10 Minuten mit einem
Uberschuss an T-PBS gewaschen, um nach erneutem Blockieren weitere Proteine nachweisen zu
konnen (s. Kap. 4.2.9.3).

5.2.10 Mikrobiologische Methoden

5.2.10.1 Herstellung chemo-kompetenter Zellen

Die Herstellung chemo-kompetenter DH5a-Escherischia coli (E.coli)-Bakterien erfolgte
gemal3 der Angaben des ,Z-Competent E. coli Transformation“-Kit. Die Bakterien wurden in 100yl
Aliguots bel -80°C gelagert.

5.2.10.2 Transformation kompetenter Bakterien mittels Hitzeschock

Transformation von Plasmid-DNA in chemo-kompetente DH5a-Escherischia coli (E.coli)-
Bakterien erfolgte mittels Hitzeschocktransformation nach einem Protokoll der Firma Invitrogen.
Dabel wurden 500ng Plasmid-DNA und 100ul chemo-kompetente Bakterien verwendet. Die
transformierten Zellen wurden zur Selektion plasmidtragender Bakterienkolonien auf LB-Agarplatten

mit 50ug pro ml Ampicillin ausplattiert und tber Nacht (4.N.) bei 37°C inkubiert.

5.2.10.3 Kultivierung von transformierten Bakterien

FUr die Vermehrung von Plasmid-tragenden Bakterien wurde eine 3ml Flussigkultur (mit
50pg Ampicillin pro ml Kultur) mit einer Einzelkolonie von der LB-Agarplatte angeimpft und bel
180rpm und 37°C in einem Schittelinkubator inkubiert. Das Wachstum der Bakterien in der
FlGssigkultur wurde durch die Messung der optischen Dichte (OD = Extinktion) bei einer Wellenléange
von A= 580nm mittels Photometer Uberpriift. Als Referenz diente das jeweilige sterile Nahrmedium, in
dem die Bakterien kultiviert wurden. Bel E. coli entspricht eine OD von 0,1 einem L ebendtiter von ca.
2x10’ Zellen pro ml. Nach Erreichen einer OD von 0,6 wurde eine 125ml Hauptkultur (mit 50ug
Ampicilin pro ml Kultur) angeimpft und bel 150rpm, 37°C G.N. inkubiert.
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5.2.11 DNA-Plasmid-Priparation

5.2.11.1 Plasmidisolierung in priparativem Malstab (,,Maxi-Priparation)

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus der Ubernacht-Bakterienkultur mittels ,Maxi -
Préparationt wurde mit dem EndoFree Plasmid Maxi Kit (Fa. Qiagen) nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Am Ende der Aufreinigungsschritte wurde die gefédlte DNA je nach Grole des Pellets
in einem adaquaten Volumen TE-Puffer aufgenommen und photometrisch vermessen. Die kurzzeitige

Lagerung der DNA-L 6sungen erfolgte im Kihlschrank bei 4° C, ansonsten bei -20°C.

5.2.11.2 Plasmid-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der Plasmid-Losungen wurde vergleichend der RNA-
Konzentrationsmessung ermittelt. Die spezifische Konzentration von doppelstréangiger DNA bei einer
OD2sonm vVONn 1 betrégt 50ug pro ml. Aus dem Extinktionswert, dem Verdinnungsfaktor und der
spezifischen Konzentration wurde die Plasmid-Konzentration berechnet. AufRerdem wurde aus dem
Verhdltnis der OD,gpm UNd der ODogy, der Reinheitsfaktor ermittelt (sehe RNA-Konz)). Eine
qualitativ hochwertige Probe besitzt einen Reinheitsfaktor grof3er gleich 2,0.

5.2.12 Transfektion muriner Myelomzelllinien

Die Ubertragung von reiner DNA in eine Zelllinie bezeichnet man als Transfektion.
Es gibt mehrere Tansfektionsmethoden (z.B. Mikroinjektion, Calziumphosphat-Prézipitation,
Elektroporation, Lipofektion).

5.2.12.1 Herstellung von iiberexprimierender Zellen mittels Elektroporation

Um die Plasmide in die Zellen zu Ubertragen, wurde die Elektroporationsmethode
angewendet.
Die zu elektroporierenden Zellen wurden auf eine Zellkonzentration von 1x10° Zellen pro ml mit
RPMI-1640-Medium ohne Antibiotikum eingestellt. Zusammen mit 20ug Plasmid wurden 700ul
Zellsuspension in eine Elektroporationskiivette mit 0,4cm Elektrodenabstand Uberfihrt. Die
Elektroporation erfolgte mit Hilfe des BioRad Gene Pulsers bei 250V und 950uF. Die Zell-DNA-
Suspension wurde nach der Elektroporation in 10ml frischem, vorgewdrmtem RPMI-1640-murine-

Medium aufgenommen und in einem geeigneten Zellkulturgefald bei 37°C und 5% CO, kultiviert.
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5.2.12.2 Anwendung der RNA-Interferenz zur Reduzierung der Genexpression

Die RNA-Interferenz oder kurz RNA. ist ein zelleigener, natirlicher Mechanismus und dient
der Zelle zum Schutz gegen virae Infektionen. Dabel wird virale, in die Zelle eingefiihrte dsRNA
nach Anlagerung an 21-23nt-langen, komplementéren RNA-Molekilen (micro-RNAs, miRNA) von
einem zelleigenen Proteinkomplex (RISC-Komplex) abgebaut, wodurch schliefdlich die genetische
Information der virdlen RNA nicht trandatiert werden kann. Die Verwendung in der
Molekularbiologie erlaubt eine gezielte Beeinflussung der Expression von Genen. Dabel wird die
Wirkung der zelleigenen miRNA durch synthetische, 21 - 23nt-lange siRNAs (, short interfering
RNA) erzielt. Auf diese Weise wird gezielt die Trandation der mRNA eines Zielgens gehemmt und es
koénnen phanoptypische Untersuchungen durchgefihrt werden, die zur Aufkldrung der Funktion des
betroffenen Gens fihren.
Zur transienten Transfektion muriner Zellen wurden das Transfektionsreagenz HiPerFect und die
synthetische siRNA fir die murine Form der HPK1 der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers
fur die Transfektion von Suspensionszellen verwendet. Dafiir wurden 1x10° Zellen pro Vertiefung
einer 24-Lochplatte ausplattiert, transfiziert und nach einer entsprechend ermittelten Inkubationszeit
(37°C, 5% CO) in den entsprechenden Versuchen verwendet.
Die Reduzierung der Proteinexpression nach ssRNA-Anwendung wurde in Vorversuchen mit einer
Inkubationszeit von 24h, 48h und 72h mittels Western-Blot Uberprift und danach die optimale Zeit fir
ale Versuche ausgewdahlt. Fir die Inhibitionsversuche wurde ene Inkubationszeit von 24h
ausgewahlt, weil im Anschlul® weitere 48 Stunden bis zur entsprechenden Analyse vergehen sollten.
Nach einer Gesamt-Transfektionszeit von mehr als 72h, steigt die HPK 1-Proteinexpression wieder an

und die zu untersuchenden Effekte gehen mdglicherweise verloren.

5.2.12.3 Herstellung stabil transfizierter Zelllinien

Fir die Herstellung von Zelllinien mit stabil Uberexprimierten Protein wurden die Zellen 48h
nach Transfektion mit einer geringen Konzentration (100ug pro ml) G418-Sulfat inkubiert. Die
verwendeten Vektoren besitzen ein Neomycin-Resistenzgen, wodurch erfolgreich transfizierte Zellen
unter der Zugabe von G418 (ein Neomycin-Analogon) Uberleben. Nach einer Haltungsdauer von zwei
Wochen unter geringer G418-Konzentration wurde diese stufenweise auf 500pg pro ml G418 erhéht
(2 Wochen 250ug pro ml, anschlieffend 500ug pro ml). Fir die Herstellung einer klonalen Zelllinie
wurden die nunmehr stabil transfizierten Zellen mehrfach vereinzelt und klonal vermehrt.
Fur den Nachweis eines chromosomalen Einbaus der Vektor-DNA wurde die klonale Zéelllinie tber
vier Wochen ohne Selektionmedium gehalten und in regelmaBigen Abstanden auf die Starke des
exogenen Proteins mittels Durchflusszytometrie (HA-Tag-FITC) und Western-Blot (HPK1; HA-Tag)

untersucht.
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5.2.13  Untersuchung der Phospho-Protein-Expression mittels Multi-Panel-Proteinarrays

Zur Untersuchung des Einflusses einer modulierten HPK1-Expression auf bestimmte
Signalwege bzw. Proteingruppen wurden zwei Arrays der Firma R& D Systems verwendet.
Dabei wurden 2x10” Zellen pro ml lysiert und nach Herstellerangaben mit dem Proteome Profiler™
Human Phospho-Kinase- und dem Proteome Profiler™ Human Phospho-MAPK-Array-Kit analysiert.
Die mittels ECL-Methode detektierten Signale wurden anschlief?end digitalisiert und mit Hilfe der
Software Quantity-One und dem Gel Doc 2000- System densitometrisch ausgewertet.

5.2.14 Untersuchungen des Tumorwachstums in vivo

Die Durchfiihrung der tierexperimentellen Versuche erfolgte in enger Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. F. Kiefer (MPI Minster) und der dort anséssigen Tierexperimentellen
Einrichtung. Fir alle Versuche bestand ein genehmigter Tierversuchsantrag der zustdndigen
Genehmigungs- und Kontrollbehdrde und die Haltung der Méuse erfolgte unter Standardbedingungen.
Fir die Experimente wurden die Zelllinien mit Gber- und wildtypisch-exprimierender HPK1-
Proteinmenge verwendet. Fir die Untersuchungen zum Tumorwachstum wurden jeweils 6 weiblichen
Méusen des BALB/c-Stammes 100pl mit 1x10° Zellen, der in vitro verdnderten Zelllinien
(wildtypisch bzw. erhoht HPK1 exprimierend; in RPMI-1640 mit 0,5% FCS), subkutan appliziert. Im
Verlauf von 28 Tagen wurden die aufgetretenen Tumoren mittels Schiebelehre vermessen und die
Tiere auf ihren algemeinen Gesundheitszustand untersucht. Bei Verschlechterung des Befindens
(Fellverdnderungen, sichtbarer Gewichtsverlust usw.) wurde der Versuch abgebrochen. Als
Messgrofen dienten die Tumorvolumenquantifizierung und die Betrachtung des Uberlebens der Tiere.

Das Tumorvolumen wurde wie folgt berechnet:

Tumorvolumen (in mmd)

= % ((kleinster Tumordurchmesser (in mm))? x gréfter Tumordurchmesser (in mm))

Am Ende des Versuches wurden die Tiere mittels CO, getttet und die Tumoren prapariert. Die
isolierten Tumoren wurden fir zukinftige Versuche Uber Nacht in 3,7% Paraformaldehyd fixiert und
anschlieffend in Paraffin eingebettet oder nach der Préparation bel -80°C kryokonserviert.
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Abbildung 40: Schematische Ubersicht der durchgefiihrten in vivo-Versuche

5.2.15 Statistik

Die Daten der Apoptoseversuche wurden anhand eines représentativen Beispiels der
prozentualen Haufigkeitsénderungen = Standardabweichungen angegeben. Bei den Proliferations-
versuchen wurden beispielhaft die relativen Anderungen (fold-change) zwischen behandelter und
unbehandelter Probe als gemittelter Messwert (+ Standardabweichung) und bei den in vivo-Versuchen
zum Tumorwachstum die Mittelwerte der Tumorvolumina (+ Standardabweichung) grafisch
dargestellt. Alle Berechnungen, inklusive der statistischen Signifikanz, wurden zwischen HPK1-
Expressions-modifizierter  Zelllinie und der entsprechenden Kontrollzelllinie mit  dem
Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft Excel berechnet. Zur Bestimmung eines Effektes der
HPK 1-modulierten Expression auf den gemessenen Phanotyp wurden die relativen Anderungen
gegeniiber der Kontrollzelllinie bestimmt.
Werte, die eine Log-Ratio zur Basis 2 von < - 0,585 oder > 0,585 aufwiesen, wurden as
unterschiedlich definiert. Werte mit Log-Ratio zwischen - 0,585 und 0,585 galten als nicht verandert.
Zur Signifikanzanalyse der differenziellen Ergebnisse wurde ein zweisatiger Student’s ¢-Test fur
unabhéngige Stichproben (mit gleicher Varianz) angewandt, wobel das Signifikanzniveau auf p < 0,05
gesetzt wurde.
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Microarray-Analyse
Die satistische Auswertung der Genexpressions-Microarrays wurde mit freundlicher Unterstiitzung
von PD Dr. Korsching vom Institut fir Bioinformatik durchgefiihrt (modifiziert nach Korsching u. a.,
2005; Seitz u. a., 2006).
Zur Evauation, Standardiserung und statistischen Auswertung wurden Software-Pakete von
Affymetrix und TIBCO verwendet. Jede Zelllinie (HPK1"-, HPK 1" und HPK 1"9"®46E_MpC-11)
wurden anhand 5 unabhangiger Replikate analysiert. Die Vergleichsanayse wurde zwischen den
Mittelwerten jeder HPK1-expressionsmodifizierten Zelllinien und den Mittelwerten der
entsprechenden Kontrollzelllinie, HPK 1"'-MPC-11, berechnet.
Bel der Identifikation von differenziell exprimierten Transkript-Clustern wurden folgende Kriterien
angewendet (Angaben zu den entsprechenden Mittelwerten):

e pWertim Student’s#Test < 0,05

. Log-Ratio zur Basis 2 von< -1,0 oder > 1,0

e  Unterschied zwischen den Gruppen (Log zur Basis 2) von > 0,1
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6 Zusammenfassung

Das Multiple Myelom ist eine bislang nicht heilbare lymphohamatopoetischen Neoplasie.
Neben einer Entwicklung verbesserter klinischer Antimyelom-Strategien kommt der Identifizierung
neuer Zielstrukturen eine grundlegende Bedeutung bei der Therapierung des Multiplen Myeloms zu.

In der vorliegenden Arbeit konnte die Hamatopoeti sche Progenitor Kinase 1 als differenziell
exprimierte Kinase beim Multiplen Myelom im Vergleich zu B-Lymphozyten und Myelomen
wahrend/nach Therapie identifiziert werden. Die genaue Funktion dieser MAP4 Kinase bei der
Entstehung und Progression des Myeloms ist bislang nicht untersucht. Erste verdffentlichte Daten
beschreiben einen letalen Effekt einer Reduzierung der HPK1-Expression auf die Myelomzelle und
unterstreichen, neben unseren eigenen Daten, die Hypothese einer funktionellen Relevanz dieser
Kinase beim Multiplen Myelom (Tiedemann u. a,, 2010).

Als mdglicher Ansatz zur Behebung des myelomattsen Phanotypes wurde HPK1 in murinen
Myelomzellen reexprimiert. AuBerdem wurde eine Kinase-defiziente Variante von HPK1, zur
Untersuchung des Einflusses der HPK1-Kinase-Aktivitdt bzw. der HPK1-Spaltprodukte auf die
Myelomzelle, transfiziert. Anschlieffend folgten Transkriptom- und ProteomrAnalysen, mit
besonderem Augenmerk auf das Kinom, zur Charakterisierung der transfizierten Myelomzellen. Der
Phanotyp wurde anhand von Proliferations/Thymidin-Aufnahme- und Apoptose-Experimenten in
Anwesenheit von antimyelomattser Substanzen untersucht.

Es wurde ferner in HPK 1-Uberexprimierenden Myelomzellen eine verminderte Sensitivitét
gegeniiber der Apoptose-Induktion durch Glucocoticoid-Rezeptor(GR)-Inhibition und eine erhohte
Apoptosesensitivitat gegenliber DNA-interkalierenden Substanzen im Vergleich zur wildtypisch
exprimierende Kontrollzelllinie nachgewiesen. Aufllerdem konnte eine verstdrkte Aktivitét
phosphorylierter, pro-apoptotischer Signalproteine (wie der Mitogen-aktivierten Protein Kinase 14
[p38] und der Jun-N-terminalen Kinase [INK]) aufgezeigt werden. Eine nachweisbare Uberexpression
von Zell-Zyklus-assoziierter Genen (wie das Wachstums-Arrest und DNA-Schaden induzierbare Gen
45 y [GADD45y] und Cipl [P21]), und dem bekannten Onkogen MCL-1, blockieren die pro-
apoptotischen Effekte der Hyperaktivierung von JNK und P38 durch Hemmung der Caspase-
abhangigen Apoptosewege und schiitzen die Myelomzelle vor Dexamethason+induzierter Apoptose.

Eine Uberexpression von Kinase-defizientem HPK 1 resultiert ebenfalls in einer reduzierten
Sensitivitat gegenuber GR-Inhibition vergleichbar mit dem Apoptoseverhalten der Kinase-aktiven
HPK1-Zelllinie. Gegensétzliche Ergebnisse konnten nach Inkubation mit der DNA-interkalierenden
Substanzen aufgezeigt werden. Die fehlende Kinase-Aktivitdt von HPK 1 verursachte eine verminderte
Sensitivitat bei der Apoptose-Induktion nach DNA-Schédigung. Dabei spielt die Uberexpression des
anti-apoptotischen Gens bcl-211 (, bcl-2 like 1) eine bedeutende Rolle.
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AuRerdem bewirkte eine nachweisbare MAP3K 7-Uberexpression und die Hyperaktivierung
von P38 einen Schutzmechanismus gegen diese Ursache fir Zellapoptose.

Basierend auf den in vitro erhobenen Ergebnissen wurden im Laufe des Projektes Effekte der
Uberexpression von HPK1 im murinen Myelommodell untersuchen. Hierzu kamen Messungen der
Tumorvolumina zur Beurteilung der Tumorexpansion zum Einsatz. Die Kinase-aktiven HPK1-
Myelomzellen zeigten ein doppelt so hohes Tumorwachstum im Vergleich zur Kontrollzelllinie.

Die zusammengetragenen Ergebnisse bestétigen die Hypothese einer Beteiligung von HPK 1
in der Pathogenese des Multiplen Myeloms nicht. Andererseits kann ein Einfluss von HPK1 auf die
Progression dieser B-Zell-Neoplasie nicht ausgeschlossen werden. Weiterfilhrende Untersuchungen

sind in Arbeit und sollen zur Erarbeitung einer HPK 1-basierten Antimyelom-Strategie beitragen.
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Anhang

Tabelle 17: Kreuzreaktivitdt der verwendeten humanen Proteome
Profiler® Phospho-MAPK-Arrays der Firma R&D Systems fir die
Untersuchungen der murinen Zelllysate (Angaben der Herstellers); eine
Ubersicht Uber die Kreuzreaktivitét des humanen Proteome Profiler®
Phospho-Kinase-Arraysist nicht verfligbar

Human Mouse Rat
ERK1 X X X
ERK?2 X X X
INK1 X X X
INK2 X X X
JINK3 X NA NA
JINK pan X X X
MSK2 X X X
RSK1 X NA NA
RSK?2 X X NA
p38y X X X
p385 X X X
p38a. X X X
p38pB X NA NA
GSK-3a/B X X X
GSK-3pB X X X
Aktl X X X
Akt2 X X X
Akt3 X X X
Akt pan X X X
HSP27 X NA NA
p70 S6 Kinase X - -

X 2 kreuzreaktiv und fir entsprechende Spezies
NA 2 nicht getestet
- 2 nicht kreuzreaktiv mit entsprechender Spezies
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Tabelle 18: untersuchte Proteine mit entsprechenden Phospho-Stellen fir die verwendeten Proteome Profiler®-
Arraysder FirmaR&D Systems

phosphorylierte phosphorylierte

Gensymbol Aminosdure Gensymbol Aminosaure
JNK1 Thr183/Tyr185 ERK1 Thr202/Tyr204
P38a Thr180/Tyr182 STAT2 Tyr689
RSK1 Ser380 STAT3 Tyr705

GSK-3a/B Ser21/Ser9 STAT5alb Tyr699
LCK Tyr394 Pxn Tyrll8

Tabelle 19: differenzielle Transkripte der TranskriptomAnalyse von HPK 1" versus HPK 1"
Verénderung der Transkript-

Expression
Gensymbol Genname D'ffzﬁgﬁ log; p-Wert
Chemokin und Cytokin vermittelte Entziindungsreaktionen (P00031)
any3 gG;rarrlrl] zcesnucleotldebl nding protein G(1)/G(S)/G(O) subunit 1076 <0038
pakl Serine/threonine-protein kinase PAK 1 1,095 <0013
grap?2 GRB2-related adaptor protein 2 1,199 < 0,001
JjunD Transcription factor jun-D 1,026 < 0,039
ikke Inhibitor of nuclear factor kappaB kinase subunit epsilon 1,095 <0011
ple-11 inactive phospholipase C-like protein 1 1,018 < 0,038
m-ras Ras-related protein M -Ras 1,118 < 0,002
pla2gda Lysophospholipase 1,035 < 0,030
pak6 Serine/threonine-protein kinase PAK 6 1,073 < 0,004
anys g;ri?r: gfasnucleotlde-bl nding protein G(1)/G(S)/G(O) subunit 1,082 <0013
pkCC 1 Protein kinase C zetatype, transcript | 1,034 < 0,006
pkCC 1T Protein kinase C zetatype, transcript 11 1,095 < 0,001
vav2 Guanine nucleotide exchange factor VAV2 1,063 < 0,026
rhoB Rho-related GTP-binding protein RhoB 1,175 < 0,001
camk2y (C::r?; Crll um/cal modulin-dependent protein kinase type |l gamma 1,057 <0001
cxer3 C-X-C chemokine receptor type 3 1,082 < 0,002
ifnyrl Interferon-gamma receptor aphachain 1,071 < 0,022
any? Sm gfznucleoudebl nding protein G(1)/G(S)/G(O) subunit 1,076 <0038
alox5ap Arachidonate 5-lipoxygenase-activating protein 1,249 < 0,001
anf3 :C;uanl ne nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta- 1,265 <0001
arrpl Beta-arrestin-1 1,076 < 0,001
ccrd C-C chemokine receptor type 4 1,046 < 0,040
myh7 Myosin-7 1,051 <0018
vav3 Guanine nucleotide exchange factor VAV3 1,065 < 0,004
grks G protein-coupled receptor kinase 5 1,086 <0,013
nfxB2 Nuclear factor NF-kappa-B p52 subunit 1,032 < 0,040
plCpB3 Phospholipase C, beta-3 1,031 <0,021
rhoC Rho-related GTP-binding protein RhoC 1,074 < 0,002
grk4 G protein-coupled receptor kinase 4 1,178 <0,021
nfxB1 Nuclear factor NF-kappa-B p50 subunit 1,022 <0016
mppl 55 kDa erythrocyte membrane protein 1,052 < 0,009
Ppik3s Phosphatidylinositol- 4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit 1,077 <0001

deltaisoform
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Tabelle 19 — Fortsetzung (1)

Verénderung der Transkript-

Expression
Gensymbol Genname D'ff?;firc')i log, p-Wert
Chemokin und Cytokin vermittelte Entziindungsreaktionen (P00031)
nf-atc2 Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 2 1,045 < 0,009
cla-rl C3a anaphylatoxin chemotactic receptor 1,050 < 0,003
c-jun Transcription factor AP-1 1,184 < 0,001
pkCo Protein kinase C deltatype 1,082 < 0,008
pkaCPB CAMP-dependent protein kinase catalytic subunit beta 1,246 <0,017
_camk2e ____Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il aphachain 1057 <0001 _
Whnt-Signalweg (P00057)
an3 Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(O) subunit 1,076 <0038
gamma-3
tle2 Transducin-like enhancer protein 2 1,028 < 0,035
cenD1 G1/S-specific cyclin-D1 1,274 <0014
acvrlB Activin receptor type-1B 1,120 < 0,015
chdll Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 1-like 1,048 <0023
dactl Dapper homolog 1 1,102 < 0,029
cdhls Cadherin-15 1,067 <0025
anys Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(O) subunit 1,032 <0013
gamma5
pkCC 1 Protein kinase C zetatype, transcript | 1,034 < 0,006
pkCC IT Protein kinase C zetatype, transcript |1 1,095 < 0,001
ctnnal Catenin alpha 1 1,146 < 0,015
any? Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(O) subunit 1,076 <0038
gamma:2
bcl9 B-cell CLL/lymphoma 9 protein 1,153 < 0,002
anf3 :C;uani ne nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta- 1,265 <0001
arrfl Betaarrestin-1 1,076 < 0,001
csnkly3 Casein kinase | isoform gamma-3 1,030 < 0,007
tle6 Transducin-like enhancer protein 6 1,110 < 0,006
adssl1 Adenylosuccinate synthetase isozyme 1 1,166 < 0,004
myh7 Myosin-7 1,051 <0018
DICB3 %—phosphatidyl inositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase beta- 1,031 <0021
tef712 Transcription factor 7-like 2 1,202 < 0,001
cdhl7 Cadherin-17 1,154 < 0,001
nf-atc2 Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 2 1,045 < 0,009
fzd7 Frizzled-7 1,118 < 0,003
pkCS Protein kinase C deltatype 1,082 < 0,008
hdac2 Histone deacetylase 2 1,034 < 0,040
smarcal Probable global transcription activator SNF2L1 1,043 <0,018
kremenl kringle containing transmembrane protein 1 1,094 < 0,002
Angiogenese-Signalwege (P00005)
pakl Serine/threonine-protein kinase PAK 1 1,095 <0013
grap?2 GRB2-related adaptor protein 2 1,199 < 0,001
rbpjl Recombining binding protein suppressor of hairless-like protein 1,062 < 0,048
plD2 Phospholipase D2 1,076 < 0,001
ephB2 Ephrin type-B receptor 2 1,195 < 0,001
ets-1 Protein C-ets-1 1,033 < 0,026

pla2g4a Lysophospholipase 1,035 < 0,030
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Tabelle 19 — Fortsetzung (1)

Verénderung der Transkript-

Expression
Gensymbol Genname D'ff?;figi log, p-Wert
Angiogenese-Signalwege (P00005)
pak6 Serine/threonine-protein kinase PAK 6 1,073 < 0,004
pkCS 1 Protein kinase C zeta type, transcript | 1,034 < 0,006
pkC& 1T Protein kinase C zeta type, transcript 11 1,095 < 0,001
mekkl Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1 1,072 < 0,002
rhoB Rho-related GTP-binding protein RhoB 1,175 < 0,001
dil3 Delta-like protein 3 1,059 <0031
pik3r3 Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit gamma 1,246 < 0,001
pkD3 Serine/threonine-protein kinase D3 1,117 < 0,001
ephB4 Ephrin type-B receptor 4 1,084 < 0,009
plDI Phospholipase D1 1,117 < 0,030
tef7-12 Transcription factor 7-like 2 1,202 < 0,001
pidkb Phosphatidylinositol 4-kinase beta 1,013 < 0,035
rhoC Rho-related GTP-binding protein RhoC 1,074 < 0,002
pik3r2 Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit beta 1,059 < 0,002
pik3d Phosphatidylinosj tol-4,5-bisphosphate 3-kinase catal ytic subunit 1,077 <0001
deltaisoform
notch?2 Notch 2 intracellular domain 1,044 < 0,046
c-jun Transcription factor AP-1 1,184 < 0,001
pkCd Protein kinase C delta type 1,082 < 0,008
sre Neuronal proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src 1,043 < 0,027
hSH2d Hematopoietic SH2 domain-containing protein 1,070 < 0,004
PDGF-Signalweg (P00017)
ehf ETS homologous factor 1,039 < 0,020
grap?2 GRB2-related adaptor protein 2 1,199 < 0,001
ets-1 Protein C-ets-1 1,033 < 0,026
pkCC T Protein kinase C zeta type, transcript | 1,034 < 0,006
pkC& 1T Protein kinase C zeta type, transcript 11 1,095 < 0,001
vav2 Guanine nucleotide exchange factor VAV2 1,063 < 0,026
rhoB Rho-related GTP-binding protein RhoB 1,175 < 0,001
pik3r3 Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit gamma 1,246 < 0,001
vav3 Guanine nucleotide exchange factor VAV3 1,065 < 0,004
mnk2 MAP kinase-interacting serine/threonine-protein kinase 2 1,045 < 0,003
rhoC Rho-related GTP-binding protein RhoC 1,074 < 0,002
pik3r2 Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit beta 1,059 < 0,002
pik3d Phosphatidylinositol-4,5bisphosphate 3-kinase catal ytic subunit 1077 <0001
deltaisoform
erf ETS domain-containing transcription factor ERF 1,093 < 0,008
c-jun Transcription factor AP-1 1,184 < 0,001
pkCd Protein kinase C deltatype 1,082 < 0,008
arhgap26 ~ Rho GTPase-activating protein 26 1,187 < 0,001
elf3 ETS-related transcription factor EIf-3 1,197 < 0,001
Integrin-Signalweg (P00034)
grap?2 GRB2-related adaptor protein 2 1,199 < 0,001
dnaJC27  Dnalhomolog subfamily C member 27 1,041 < 0,022
mekkl Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1 1,072 < 0,002
rhoB Rho-related GTP-binding protein RhoB 1,175 < 0,001

pik3r3 Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit gamma 1,246 < 0,001
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Tabelle 19 — Fortsetzung (111)

Verénderung der Transkript-

Expression
Gensymbol Genname D'ff?;figi log, p-Wert
Integrin-Signalweg (P00034)

limsl LIM and senescent cell antigen-like-containing domain protein 1 1,030 < 0,025
mek6 Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 6 1,150 < 0,007
askl Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 5 1,057 < 0,002
rhoC Rho-related GTP-binding protein RhoC 1,074 < 0,002
pik3r2 Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit beta 1,059 < 0,002
pik3d Phosphatidyl inositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catal ytic subunit 1,077 <0001

deltaisoform
src Neuronal proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src 1,043 < 0,027
itga6 Integrin al pha6 light chain 1,245 < 0,001
itga3 Integrin alpha-3 light chain 1,125 < 0,001
itga$ Integrin alpha-5 light chain 1,317 < 0,001
arhgap26  Rho GTPase-activating protein 26 1,187 < 0,001
rhoN Rho-related GTP-binding protein RhoN 1,052 < 0,046

Apoptose-Signalweg (P00006)

mel-1 Induced myeloid leukemia cell differentiation protein Mcl-1 1,037 <0002

homolog
hpkl Mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 1 1,144 < 0,001
bag-4 BAG family molecular chaperone regulator 4 1,064 < 0,020
pkCC I Protein kinase C zetatype, transcript | 1,034 < 0,006
pkCE 11 Protein kinase C zeta type, transcript 11 1,095 < 0,001
mekkl1 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1 1,072 < 0,002
trail Tumor necrosis factor ligand superfamily member 10 1,225 < 0,001
mek6 Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 6 1,150 < 0,007
nfkB2 Nuclear factor NF-kappa-B p52 subunit 1,032 < 0,040
askl Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 5 1,057 < 0,002
nfkB1 Nuclear factor NF-kappa-B p50 subunit 1,022 < 0,016
pik3d Phosphatidyl inositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catal ytic subunit 1,077 <0001

deltaisoform
traf2 TNF receptor-associated factor 2 1,068 < 0,003
cradd Death domain-containing protein CRADD 1,100 < 0,008
c-jun Transcription factor AP-1 1,184 < 0,001
pkCd Protein kinase C delta type 1,082 < 0,008

T-Zell- Aktivierungs-Signalweg (P00053)

pakl Serine/threonine-protein kinase PAK 1 1,095 <0013
grap?2 GRB2-related adaptor protein 2 1,199 < 0,001
pak6 Serine/threonine-protein kinase PAK 6 1,073 < 0,004
pkCC 1 Protein kinase C zeta type, transcript | 1,034 < 0,006
pkCC Il Protein kinase C zeta type, transcript 11 1,095 < 0,001
vav2 Guanine nucleotide exchange factor VAV2 1,063 < 0,026
pik3r3 Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit gamma 1,059 < 0,002
vav3 Guanine nucleotide exchange factor VAV3 1,065 < 0,004
nfkB2 Nuclear factor NF-kappa-B p52 subunit 1,032 < 0,040
pik3r2 Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit beta 1,059 < 0,002
nfkB1 Nuclear factor NF-kappa-B p50 subunit 1,022 <0016
pik3d gg?zﬁgﬁy#] inositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catal ytic subunit 1,077 <0001
nf-atc2 Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 2 1,050 < 0,003

c-jun Transcription factor AP-1 1,184 < 0,001
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Tabelle 19 — Fortsetzung (1V)

Verénderung der Transkript-

Expression
Gensymbol Genname D'ff?;figi log, p-Wert
T-Zell- Aktivierungs-Signalweg (P00053)
pkCd Protein kinase C deltatype 1,082 < 0,008
h2-DMa Class |1 histocompatibility antigen, M alphachain 1,122 <0001

* positive Werte deuten auf eine Uberexpression hin

Tabelle 20: differenzielle Transkripte der Transkriptom-Analyse von HPK 1"9"®“%9) yersyus HPK 1
Veranderung der Transkript-

Expression
Gensymbol Genname D'ff?;?:; log; p-Wert
Apoptose-Signalwege (P00006)
trail-r2 Tumor necrosis factor receptor superfamily member 10B 1,058 <0,019
hpkl Mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 1 1,141 < 0,001
igf2r Cation-independent mannose- 6-phosphate receptor 1,040 <0,017
bcl-211 Apoptosis regulator Bcl-X 1,042 < 0,020
askl Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 5 1,059 <0,015
traf2 TNF receptor-associated factor 2 1,062 < 0,035
c-jun Transcription factor AP-1 1,149 <0,011
pkCS Protein kinase C deltatype 1,050 < 0,020
PDGF-Signalwege (P00017)
vav?2 Guanine nucleotide exchange factor VAV2 1,098 <0,016
rasall RasGAP-activating-like protein 1 1,057 <0,024
mnk2 MAP kinase-interacting serine/threonine-protein kinase 2 1,047 < 0,029
rab25 Ras-related protein Rab-25 1,046 < 0,036
c-jun Transcription factor AP-1 1,149 <0,011
pkCS Protein kinase C delta type 1,050 <0,020
arhgap26 ~ Rho GTPase-activating protein 26 1,118 <0,044
elf3 ETS-related transcription factor EIf-3 1,300 < 0,002
Chemokin und Cytokin vermittelte Entziindungsreaktionen (P00031)
ifn-rl Interferon-al pha/beta receptor apha chain 1,057 < 0,038
junD Transcription factor jun-D 1,044 < 0,008
arpc5l Actin-related protein 2/3 complex subunit 5-like protein 1,034 <0,013
vav2 Guanine nucleotide exchange factor VAV2 1,098 <0,016
grks G protein-coupled receptor kinase 5 1,089 <0,014
c-jun Transcription factor AP-1 1,149 <0,011
pkCo Protein kinase C deltatype 1,050 < 0,020
FGF-Signalweg (P00021)
Serine/threonine-protein phosphatase 2A regulatory subunit B

ppp2ria subunit alpha P Prosp eg Y 1,081 <0,035
p38B Mitogen-activated protein kinase 11 1,065 <0,034
rasall RasGAP-activating-like protein 1 1,057 <0,024
askl Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 5 1,059 < 0,015
pkCS Protein kinase C delta type 1,050 < 0,020

EGFR-Signalweg (P00018)
pkD3 Serine/threonine-protein kinase D3 1,106 < 0,009
p38B Mitogen-activated protein kinase 11 1,065 <0,034
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Tabelle 20 — Fortsetzung (1)

Veranderung der Transkript-

Expression
Gensymbol Genname D'ff?;ﬁrg log, p-Wert
EGFR-Signalweg (P00018)
rasall RasGAP-activating-like protein 1 1,057 <0,024
askl Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 5 1,059 <0,015
pkCS Protein kinase C deltatype 1,050 < 0,020
Integrin-Signalwege (P00034)
arpc5l Actin-related protein 2/3 complex subunit 5-like protein 1,034 <0,013
p38B Mitogen-activated protein kinase 11 1,065 <0,034
askl Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 5 1,059 <0,015
itgad Integrin alpha-5 light chain 1,237 < 0,001
arhgap26  Rho GTPase-activating protein 26 1,118 < 0,044
TGF-B-Signalwege (P00052)
tgfBl transforming growth factor, beta 1 1,059 <0,015
JjunD Transcription factor jun-D 1,044 < 0,008
bmpl Bone morphogenetic protein 1 1,092 < 0,001
p38B Mitogen-activated protein kinase 11 1,065 <0,034
c-jun Transcription factor AP-1 1,149 <0,011
Whnt-Signalweg (P00057)
nlk Serine/threonine kinase NLK 1,014 <0,044
frat-1 Proto-oncogene FRAT1 1,140 < 0,010
Irp-6 Low-density lipoprotein receptor-related protein 6 1,046 < 0,002
tled Transducin-like enhancer protein 4 1,052 < 0,042
PpkCS Protein kinase C delta type 1,050 < 0,020
Signalwege der Angiogenese (P00005)
pkD3 Serine/threonine-protein kinase D3 1,106 < 0,009
p38p Mitogen-activated protein kinase 11 1,065 <0,034
c-jun Transcription factor AP-1 1,149 <0,011
pkCS Protein kinase C delta type 1,050 < 0,020
B-Zell- Aktivierungs-Signalwege (P00010)
vav2 Guanine nucleotide exchange factor VAV2 1,098 <0,016
p38p Mitogen-activated protein kinase 11 1,065 <0,034
c-jun Transcription factor AP-1 1,149 <0,011
pkCo Protein kinase C deltatype 1,050 < 0,020
Endothelin-Signalweg (P00019)
pkD3 Serine/threonine-protein kinase D3 1,106 < 0,009
pkCS Protein kinase C delta type 1,050 <0,020
furin Furin 1,041 <0,031
T-Zell- Aktivierungs-Signalweg (P00053)
vav2 Guanine nucleotide exchange factor VAV 2 1,098 <0,016
c-jun Transcription factor AP-1 1,149 <0,011

pkCS Protein kinase C deltatype 1,050 < 0,020
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Tabelle 20 — Fortsetzung (11)

Veranderung der Transkript-

Expression
Gensymbol Genname D'ff?;ﬁr;i log, p-Wert
Toll-Rezeptor-Signalweg (P00054)

p38B Mitogen-activated protein kinase 11 1,065 <0,034
c-jun Transcription factor AP-1 1,149 <0,011
traf2 TRAF family member-associated NFkappa-B activator 1,081 <0,034
””””””””””””””” VEGF-Signalweg (P000S6)
pkD3 Serine/threonine-protein kinase D3 1,106 < 0,009
p38B Mitogen-activated protein kinase 11 1,065 <0,034
pkCS Protein kinase C delta type 1,050 < 0,020
~ ps3Signalweg (P000S9)
trail-r2 Tumor necrosis factor receptor superfamily member 10B 1,058 <0,019
bai3 Brain-specific angiogenesisinhibitor 3 1,689 < 0,036
traf? TNF receptor -associated factor 2 1,062 < 0,035

* positive Werte deuten auf eine Uberexpression hin
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