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1 Einleitung

Leukamien sind maligne systemische Erkrankungen der Myelo- oder Lymphopoese.
Nach ihrem klinischen Verlauf kann man sie in eine akute und chronische Form
einteilen, und, je nach beteiligter Zellpopulation, in myeloisch und lymphatisch. Die
chronische lymphatische Leukamie (CLL), welche zu den indolenten Lymphomen
gehort, kann Uber Jahre nicht behandlungsbedurftig sein. Dem gegenuber steht die,
zu den myeloproliferativen Syndromen zugehorige, chronische myeloische Leukamie
(CML).

Die akute lymphatische und myeloische Leukamie (ALL/AML) bedurfen umgehender
zytostatischer Therapie, da sie unbehandelt schon nach wenigen Wochen zum Tode

fuhren konnen.

1.1 Akute myeloische Leukamien

Eine maligne klonale Entartung einer oder mehrerer Zellreihen der Hamatopoese
kann zu einer akuten myeloischen Leukamie fuhren. Die Inzidenz der AML in
Deutschland betragt 3,1 Falle pro 100.000 Einwohner und steigt mit Zunahme des
Lebensalters an (Nennecke et al., 2014). Bei den Uber 70-Jahrigen betragt die
Erkrankungshaufigkeit ca. 100 Falle pro 100.000 Einwohner (Juliusson et al., 2009).
Risikofaktoren fur die Entstehung einer AML sind Benzole, Tabak (Musselman et al.,
2013), Zytostatika und radioaktive Strahlung. Hierbei zeigt sich eine Haufung der
AML nach einer Therapie mit Alkylanzien mit Beginn nach ca. 4 bis 6 Jahren nach
Exposition und nach Topoisomerase-lI-Hemmern mit Beginn nach ca. 1 bis 3 Jahren.
Diese konnen mit typischen genetischen Aberrationen einhergehen. Man
unterscheidet de novo AML-Formen von der sekundaren AML, welcher in einigen

Fallen ein myelodysplastisches Syndrom vorausgehen kann (Weinberg et al., 2009).



Die Einteilung der AML erfolgt nach morphologischen, zytogenetischen und
molekularbiologischen Aspekten, welche in der WHO-KIlassifikation
zusammengefasst sind (Kuriyama, 2009). Die morphologische Einteilung erfolgt
gemal der French-American-British-Group (FAB) und ist in Tabelle 1 dargestellit.
Eine Ubersicht zur WHO-Einteilung zeigt Tabelle 2. Aus dieser gemeinsamen
Einteilung kann die Prognose eingeschatzt werden, was aus der rein

morphologischen Einteilung gemaR der FAB-Klassifikation nicht mdglich ist.

Tabelle 1 FAB Klassifikation der AML (Freund, 2008)

FAB-Nomen Zytomorphologie

MO AML mit minimaler myeloischer Differenzierung

M1 AML ohne morphologische Ausreifung

M2 AML mit morphologischer Ausreifung

M3 Promyelozytenleukamie

M3var Variante Form der Promyelozytenleukémie (feingranulare
Form)

M4 Akute myelomonozytare Leukamie

M4eo Akute myelomonozytare Leukamie mit abnormen

Eosinophilen

Mba Akute Monoblastenleukamie

M5b Akute Monozytenleukamie

M6a Erythroleukamie, erythroid-myeloid
M6b Erythroleukamie, rein erythroid

M7 Akute Megakaryoblastenleukamie




Tabelle 2 WHO-Klassifikation der AML (Freund, 2008)

Hauptgruppe

Subtypen

Akute myeloische Leukamie mit
definierten genetischen
Aberrationen

>AML mit t(8;21)(q22:922) (AML1/ETO)

>AML mit abnormen Eosinophilen
inv(16)(p13;922) oder t(16;16)(p13;922)
(CBFR/MYH11)

>Akute Promyelozytenleukamie
t(15;17)(q22;912) (PML/RARa) und Varianten

>AML mit 11923 (MLL) Aberrationen

Akute myeloische Leukamie mit
multiliniarer Dysplasie

>Nach Myelodsplasie oder
Myelodysplasie/myeloproliferativer
Erkrankung

>0Ohne vorhergehende Myelodysplasie

Therapiebedingte akute
myeloische Leukamie und MDS

>nach Alkylantien

>nach Topoisomerase-Il-Inhibitoren (auch
lymphatisch)

>andere

Akute myeloische Leukamie, nicht
anders klassifiziert

>FAB MO bis M7
>Akute Basophilenleukamie
>Akute Panmyelose mit Myelofibrose

>Myelosarkom

Akute Leukamien ohne eindeutige
Linienzuordnung

>undifferenzierte akute Leukamie
>Biliniare akute Leukamie

>Biphanotypische akute Leukamie

Einige der genetischen bzw. molekularbiologischen Veranderungen gehen mit einem

typischen klinischen Verlauf und variabler Prognose der Erkrankung einher.

AML mit t(8;21)(q22;922) AML1-Eto FAB M2

Patienten mit dieser Aberration sind meistens jlinger und zeigen haufig eine

Splenomegalie. Eine extramedullare Tumormasse oder einen ZNS-Befall haben etwa

20% der Patienten. Sie zeigt ein gutes Ansprechen auf Cytosin-Arabinosid.

Insgesamt ist die Prognose dieser Form der AML als gunstig einzustufen (Cho et al.,

2003).




AML mit inv(16)(p13;G22) / t(16;16)(p13;G22) FAB M4Eo

Ungefahr 10-12% aller AML zeigen eine Inversion 16. Sie findet sich vorwiegend bei
jungeren Patienten und kann sich selten in Form eines Myelosarkoms auf3ern. Auch
diese Aberration hat eine gunstige Prognose wenn aggressiv mit hochdosiertem

Cytosinarabinosid behandelt wird (Pulsoni et al., 2008).
AML mit t(15;17)(922;912) und variante PML-RARa FAB M3/v

Diese Form der AML zeigt sich bei Patienten mittleren Alters und macht ca. 5-8%
aller AML aus. Klinisch kann sich eine ausgepragte Verbrauchskoagulopathie mit
massiver Blutungsneigung zeigen. Die variante Form zeigt zudem eine
Hyperleukozytose. Insgesamt hat diese AML eine gunstige Prognose wenn sie mit
all-trans-Retinolsaure (ATRA) und Anthrazyklinen behandelt wird (Freund, 2008).

AML mit 11923 (MLL-Aberration) FAB M5

Die ublicherweise monozytar differenzierte AML mit MLL-Aberration imponiert
klinisch mit Chlorombildung und gelegentlich auch mit der Ausbildung einer
disseminierten intravasalen Gerinnung. Bei Erwachsenen ist die Prognose insgesamt
schlecht, wobei die t1(9;11) im Vergleich zu anderen 11923-Translokationen, einen

gunstigeren Verlauf zeigt (Fuchs and Staib, 2010).

Ohne eine suffiziente Therapie, die aus einer Polychemotherapie und/oder einer
allogenen Blutstammzelltransplantation bestehen kann, fuhrt der naturliche Verlauf
der AML bei 50% der Patienten nach 5 Monaten und bei allen Patienten nach einem
Jahr zum Tode (Southam et al., 1951).



1.2 Das Multi-KH-Domanenprotein Vigilin

Gesunde Zellen unterliegen einer genetisch gesteuerten Regulation ihrer
Differenzierung, Proliferation und Apoptose. Durch Verlust regulatorischer Gene, hier
Tumorsuppressorgene, konnen Onkogene entstehen, welche die normale Regulation
auller Kraft setzen und somit die Karzinogenese und das Entstehen von malignen
Zellen begunstigen (Califano et al., 1996). Wahrend des gesamten Prozesses der
Transkription, Translation und Prozessierung kann die Genexpression und somit
auch die Aktivitat der betreffenden Zelle durch multiple Faktoren reguliert werden.
Dazu gehoren auch RNA-bindende Proteine, welche durch Bindung an die
entsprechende Domane, durch z.B. das Zink-Finger-Motiv oder das
RNA-Erkennungsmotiv (RRM) Interaktionen auslosen konnen (Darnell, 2013). Durch
Bindung an die zytoplasmatische mRNA kann diese degradiert werden und somit
Einfluss auf endonukleare Enzyme haben (Dodson and Shapiro, 2002). In einigen
dieser RNA-bindenden Proteine findet man charakteristische KH-Domanen, welche
erstmalig im heteronuklearen Ribonukleoprotein K (hnRNP K) nachgewiesen wurden
(Gibson et al., 1993; Siomi et al., 1993).

Das aus ca. 60 Aminosauren aufgebaute KH-Motiv (K-homologe Domane des
hnRNP K) imponiert mit einer B-a-a-B-B-a Sekundarstruktur. Eine C-terminale Helix
stabilisiert diese Verbindung, ist aber nicht bei allen KH-Motiven zu finden
(Castiglone Morelli et al., 1995). Die Interaktion mit der RNA findet an der helikalen
Seite der Domane statt (Musco et al., 1996). Die hnRNP sind vielfach in Zellkernen
vertreten, wobei das hnRNP K und J eine Sonderstellung hinsichtlich ihrer
Bindungsspezifitdt einnehmen (Matunis et al., 1992). Ihre Hauptaufgabe liegt im
Transport und der Strukturierung der mMRNA aus dem Zellkern in das Zytoplasma
(Siomi and Dreyfuss, 1997). Spatere Untersuchungen zeigten, dass sie auch
mafgeblich am Transport der tRNA in Zellen mit hoher Proteinsynthese-Leistung
beteiligt sind (Kruse et al., 2000).

Bis heute wurden zahlreiche Proteine mit KH-Domanen beschrieben und ihre
klinische Relevanz evaluiert. Es konnte gezeigt werden, dass das hnRNP K eine
Schlusselrolle in der Differenzierung der Erythrozyten wahrend der Erythropoese
einnimmt. Durch Bindung an die reticulocyte 15-lipoxygenase (r15-LOX)-mRNA
verhindert es die Initierung der Translation dieses fur die mitochondriale

Degradierung und somit Differenzierung der erythrozytaren Vorlauferzelle wichtigen



Enzyms (Naarmann-de Vries et al., 2013). Eine noch nicht vollstandig geklarte Rolle
in der Genese verschiedener Erkrankungen beim Menschen, zeigen
Untersuchungen des hnRNP K Sam68 an Mausen. Erste Ergebnisse lassen auf eine
Korrelation der Expression von Sam68 mit Osteoporose, Krebs und Infertilitat
schlieen (Richard, 2010). Dem gegenuber bekannt ist die klinische Bedeutsamkeit
der KH-Domane im FMR1-Protein, welches bei Fehlen der Expression oder auch
beim Vorliegen einer Punktmutation (Ile304 —>Asn) zu dem vererbbaren Fragilen-X-
Syndrom, eine Erkrankung mit ausgepragter Intelligenzminderung und auch

Sprachstorungen, fuhren kann (De Boulle et al., 1993; Siomi et al., 1994).

Das mit einer Molekilmasse von 150 kDa ubiquitar vorkommende Vigilin nimmt unter
den KH-Domanen-Proteinen eine Sonderstellung ein. Das kodierende Gen befindet
sich beim Menschen auf Chromosom 2. Anstelle von nur 3 KH-Domanen besitzt
Vigilin 14 homologe Domanen und eine degradierte KH-Domane (Kugler et al.,
1996). Die homologen Doméanen bestehen aus 44 bis 48 Aminosauren, wobei die
degradierte Domane hochkonserviert ist und aus einer gegenlaufigen a-Helix besteht
(Neu-Yilik et al., 1993). Die Erstbeschreibung und komplette Sequenzierung der
cDNA erfolgte erstmals in Hihnerchondrozyten (Schmidt et al., 1992). Vigilin konnte
in vielen Geweben nachgewiesen werden, wobei dessen Expression starken
Schwankungen, abhangig vom jeweilige Gewebetyp, unterliegt (Neu-Yilik et al.,
1993). Wie schon gezeigt, konnte es in gesunden und neoplastischen Saugerzellen,
und in Huhnerchondrozyten nachgewiesen werden; zudem in Zellen der Hefe
Saccharomyces cerevisiae (Scp160p) und in Drosophila melanogaster (DDP1)
(Cortés et al., 1999; Wintersberger et al., 1995).

Das Vorkommen von Vigilin ist in Abbildung 1 dargestellt. Neuere Untersuchungen
zeigten eine deutliche Expression von Viglin - eine damit eventuell zentrale Rolle
einnehmend - in Zellen des hepatozellularen Karzinoms und in Brustkrebszellen
(Duan et al., 2011; Woo et al., 2011). AuBerdem konnte es in Verbindung mit
Signalpeptidpeptidasen gebracht werden, was die Rolle des Vigilins bei der

posttranslationalen Prozessierung unterstreicht (Lu et al., 2012).
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Abbildung 1 Vigilin in verschiedenen Spezies

Die Abbildung zeigt typische Vertreter der KH-Domanen-Familie. Oben ist die Sequenz des Vigilin in
verschiedenen Spezies dargestellt. Darunter werden drei weitere Vertreter der KH-Domanen-Familie gezeigt. Das
FMRP (humane fragile X-mentale-Retardationsprotein, CRDBP (Coding-Region-Determinant-Binding-Protein der
Maus) und ICP27 (Herpes simplex Virus infizierendes Zell-Polypeptid 27. Blau: KH-Doméane, rot: NLS,
gelb: NES, wei}: RGG-Motiv, griin: Ribonukleoproteinmotiv.

Da das KH-Motiv des Vigilins im Zellkern und im Zytoplasma nachgewiesen werden
konnte, liegt die Vermutung nahe, dass Vigilin eine wichtige Rolle beim Transport der
RNA einnimmt. Der Nachweis einer Kernexportsequenz zwischen den Domanen 10
und 11 und einer Kernlokalisierungssequenz zwischen den Doméanen 3 und 4
unterstreicht diese Annahme (Kugler et al., 1996). Spater konnte gezeigt werden,
dass Vigilin zusammen mit Elongationsfaktor 1a und tRNA einen tRNA-bindenden
Ribonukleoproteinkomplex (tRNP) bildet, welcher im Zellkern und im Zytoplasma
nachgewiesen werden konnte (Kruse et al., 1998).
Vigilin konnte in Zellen mit hoher Proteinsyntheseleistung und damit verbundener
erhohter Translationsaktivitat und erhéhtem Bedarf an Protein mit einer vermehrten
Expression nachgewiesen werden (Hilgendorf et al., 2001). Dieser Prozess wird
durch die Bindung an den tRNP vermittelt (Schuh et al., 2003). Dies ist in Abbildung
2 dargestellt. Ebenso kann vermutet werden, dass Vigilin eine wichtige Rolle bei

zellularen Aktivierungsvorgangen spielt (Neu-Yilik et al., 1993).
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Abbildung 2 Vigilin im RNA-Transportzyklus

Zum Durchtritt in das Kernplasma bindet Vigilin mit der Kernlokalisierungssequenz (NLS) an den NLS-Rezeptor,
bestehend aus Importin a und Importin 3. Nach Ablésen des NLS-Rezeptor vom Vigilin im Zellkern, bindet dieses
an Elongationsfaktor-1a (EF-1a), Exportin-t, tRNA und weitere unbekannte Faktoren und bilden den nuklearen

Ribonukleoproteinkomplex (tRNPN). Nach Durchtritt durch die Kernpore ins Zytoplasma I8st sich Exportin-t und
es binden Translationsfaktoren (EF 1,

y und 8) und bilden somit den zytoplasmatischen

Ribonukleoproteinkomplex (tRNPZ). Dieser bindet an das Ribosom um so die Proteinsynthese einleiten zu
kdénnen.

Im Vigilingen des Menschen konnten zwei unterschiedliche mRNA, Vig-1A und Vig-
1B, nachgewiesen werden. Diese entstehen durch alternatives Spleilien der Exone
1A und 1B (siehe Abbildung 3). Das humane Exon 1C ist dem Exon 1 des Huhner-

Vigilins identisch (Kugler et al., 1996). Untersuchungen zeigten, dass ein fur 13

Aminosauren kodierender Leserahmen im Exon 1A die Proteinsynthese des Vigilins
unterdruckt (Rohwedel et al., 2003).
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Abbildung 3 Exonstruktur des humanen Vigilingens

Das humane Vigilingen zeigt zwei Spleivarianten mit den beiden alternativen Exons Exon 1A und Exon 1B. Die
Vig-1A mRNA besitzt 4331 bp und die Vig-1B mRNA 4301 bp. Exon 1C ist homolog zum Exon 1 des Hihner-
Vigilin. Das Startkodon ATG flr das Vigilin-Protein befindet sich auf Exon 2.

In verschiedenen Tumorzelllinien wurde gezeigt, dass eine Hemmung der
Vigilinexpression die zellulare Aktivitat reduziert oder zur Induktion von Apoptose
fuhrte. Durch Vigilin-Antisense-Oligo-DNA (VAOD) und der damit verbundenen
Hemmung der Vigilinsynthese konnte in humanen Larynxkarzinomzellen der Zelllinie
Hep2 eine Reduktion der Cytokeratinsynthese um 40% erreicht werden (Schuh et al.,
2003). In der Zervixkarzinomzelllinie HeLa konnte durch Transfektion mittels siRNA
eine Ausschaltung von Vigilin erzeugt und Apoptose induziert werden (Goolsby and
Shapiro, 2003). Im Gegensatz dazu zeigten jungere Untersuchungen an
Brustkrebszelllinien, dass eine verminderte Vigilinsynthese auch die Zellproliferation

steigern kann (Woo et al., 2011).

Aufgrund der hier genannten Daten konnte Vigilin als ein mogliches therapeutisches
Zielprotein zur Behandlung maligner Erkrankungen dienen. Durch gezieltes
Ausschalten bzw. Beeinflussung der Regulation der Vigilinaktivitat konnten Zellen,
die von einer hohen Proteinsyntheserate bei erhdhter Proliferation abhangig sind, in

ihrem Wachstum und ihrer Invasivitat gehemmt werden.



1.3 RNA-Interferenz

Durch RNA-Interferenz ist es moglich, gezielt spezifische Gene auszuschalten
(Waterhouse et al., 2001a). Es wird vermutet, dass dies ein evolutionar bedingter
naturlicher Prozess ist, um das Genom der Zelle vor Einbringung eventuell
schadlicher Nukleinsduren, zum Beispiel durch Viren, zu schiitzen (Tabara et al.,
1999; Waterhouse et al., 2001b). Durch Einschleusen doppelstrangiger RNA
(dsRNA) wird der Abbau der komplementaren mRNA induziert und somit das Zielgen
ausgeschaltet. Dieser Vorgang konnte erstmals durch Fire und Mello 1998
nachgewiesen werden (Fire et al.,, 1998). Spater wurde bekannt, dass dieser
naturliche Prozess nicht nur in Pilzen und Pflanzen, sondern auch in Protozoen und
Wirbeltieren vorkommt (Caplen et al., 2001; Fire, 1999). Eine schematische

Darstellung des Prozesses der RNA-Interferenz ist in Abbildung 4 zu sehen.
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Abbildung 4 Genregulation durch RNA-Interferenz

Die doppelstrangigen RNA-Molekiile (dsRNA) werden vom Dicer in ca 20 bis 25 bp groRe doppelstrangige RNA -
Fragmente zerlegt (siRNA). Nach Bindung an den RNA induced silencing complex (RISC) wird dieses Protein zur
mRNA transportiert, wo es mit dem antisense-Strang Uber komplementare Basenpaarung an die mRNA bindet

und so die Degradierung dieser ausgeldst wird.
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Die in die Zielzelle eingebrachte dsRNA wird durch endogene Dicer in 20 bis 25 nt
grol’e Fragmente gespalten, welche ab diesem Zeitpunkt short interfering RNA
(siRNA) genannt werden. Diese Fragmente werden an den RNA induced silencing
complex (RISC) gebunden, welcher durch seine endogene Nukleaseaktivitat bedingt,
den siRNA-Strang in seine Einzelstrange aufteilt. Im RISC enthalten sind sogenannte
Argonauten-Proteine, dessen genaue Rolle noch nicht vollstandig geklart ist (Cai et
al., 2012). Der mit dem Proteinkomplex verbundene Antisense-Strang wird mittels
der komplementaren Basenbindung an die entsprechende mRNA angeheftet,
woraufhin die Slicer RNase, die ebenfalls am RISC gebunden ist, die mRNA in der
Mitte des durch die siRNA Uberspannten Areals spaltet (Bernstein et al., 2001). Der
gesamte Vorgang der RNA-Interferenz ist in seiner Komplexitat noch nicht vollstandig
geklart. Neuere Untersuchungen zeigen aber, dass der zentrale Schauplatz der
RNA-Interferenz das raue endoplasmatische Retikulum ist (Stalder et al., 2013). Der
endogene ATP-abhangige Prozess wird energetisch wahrscheinlich durch die
Chaperon-Maschinerie der heat-shock-cognate-protein 70 (Hsc70)/heat-shock-
protein 90 (Hsp90) reguliert (lwasaki et al., 2010). Bei der Auswahl des optimalen
Antisense-Stranges greifen wahrscheinlich RNA-bindende Proteine (TRBP) und
Protein-Aktivatoren (PACT) wahrend der Bindung der dsRNA an den RISC ein
(Noland and Doudna, 2013).

Da siRNA hochspezifisch an die mRNA des Zielgens bindet und diese ausschaltet,
eignet sie sich hervorragend zur Untersuchung der Bedeutung von Genen und deren
Hoch- bzw. Herunterregulierung. Dies ist mittlerweile madglich, da synthetisch
hergestellte siRNA-Molekule und effiziente Transfektionsmethoden zur Verfligung

stehen.
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1.4 Zielstellung

Es ist bekannt, dass Vigilin in Zellen mit erhdhter Proteinsyntheseleistung und/oder
erhohter Proliferationsrate vermehrt exprimiert wird. Anhand dieser Arbeit soll
erstmals die Expression von Vigilin in Zellen der akuten myeloischen Leukamie
untersucht werden. Die Analysen sollen dabei sowohl an Zelllinien als auch an

de novo-AML-Blasten durchgefuhrt werden. Zusatzlich erfolgt eine funktionelle
Prifung des Vigilins hinsichtlich dessen Einfluss auf die Proliferation und des
Metabolismus der AML-Blasten durch RNA-Interferenz. Wie schon erwahnt zeigen
neuere Untersuchungen an Zellen des Hepatozellularen Karzinoms und des Zervix-
Karzinoms eine hohere Vigilinexpression als Zellen in gesunden Geweben (Duan et
al., 2011). Eine Hemmung dieser Uberexpression kénnte zu einer gezielten
Ausschaltung bzw. Proliferationshemmung der Tumorzellen fihren. Es sollen somit
Daten gesammelt werden, die das Potential des Vigilins als madgliches

therapeutisches Zielprotein zur Hemmung der Proliferation untersuchen.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellbiologische Methoden

Alle Arbeiten an den Zelllinien und an den de novo-Zellen wurden an einer sterilen
Werkbank und unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt. Die Kultivierung erfolgte bei
37°C unter einer wasserdampfgesattigten Atmosphare mit 5% CO . Alle Medien und

Zusatze wurden vor Verwendung auf 37 °C erwarmt. ,

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden von der Deutschen Sammlung

von Mikroorganismen und Zellkulturen in Braunschweig (DSMZ) bezogen.

2.1.1 Kultivierung humaner Zelllinien

HL60 (DSM Acc 3)

Es handelt sich bei dieser Zellkultur um Zellen einer akuten myeloischen Leukamie
FAB M2. Diese wurden von einer 23-jahrigen Frau isoliert. Immunphanotypisch sind
die Zellen wie folgt charakterisiert: CD3 neg., CD4 pos., CD13 pos., CD14 neg.,

CD15 pos., CD19 neg., CD33 pos., CD34 neg., HLA-DR neg. . Es liegt ein komplex

aberranter Karyotyp vor.

82-88<4n>XX, -X, -X, -8, -8, -16, -17, -17, +18, +22, +2mar, ins(1;8)(p?31;q24hsr)x2,
der(5)t(5;17)(q11:q11)x2,  add(6)(q27)x2,  der(9)del(9)(p13)t(9:14)(q?22;q?22)x2,
der(14)t(9;14)(q?22:9?22)x2, der(16)t(16;17)(q22:q22)x1-2, add(18)(q21)

Das Kulturmedium bestand aus 90% RPMI 1640 + 10% FKS + 1% Penicilin und

Streptomycin.
NB4 (DSM Acc 207)

Diese Zelllinie einer Promyelozytenleukamie (FAB M3) wurde von einer 23-jahrigen
Frau im zweiten Rezidiv 1989 isoliert. Sie tragen die fur das PML-RARa-Fusionsgen
verantwortliche Translokation t(15;17) (Duprez et al., 1992; Lanotte et al., 1991). Die
Zellen sind hypertriploid mit 3% Polyploidie. Der Immunphanotyp ist wie folgt
angegeben: CD3 neg., CD4 pos., CD11b neg., CD13 pos., CD14 neg., CD15 pos.,
CD19 neg., CD33 pos., CD34 neg., CD38 pos., HLA-DR neg.. Hier ist ebenfalls ein
komplex aberranter Karyotyp vorliegend.
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78(71-81)<3n>XX, -X, +2, 6, +7, +7, +11, +12, +13, +14, +17, -19, +20, +4mar,
der(8)t(8;?)(q24;?),der(11)t(11;?)(?->::11p15->11g22.1::11q13->22.1:),
der(12)t(12;2)(p11;?), 14p+, t(15:17)(q22;q11-12.1), der(19)t(10;19)(g21.1;p13.3)x2.

Das Kulturmedium bestand aus 90% RPMI 1640 + 10% FKS + 1% Penicilin und

Streptomycin.
HEp2

Es handelt sich hier um eine humane Larynxkarzinom-Zelllinie, die durch eine
Kontamination mit einer HeLa-Zelllinie etabliert wurde (Nelson-Rees et al., 1981). Die
adharent wachsenden Zellen wurden mit DMEM, 10% FKS und 1% Aminosauren
und 1% Penicillin und Streptomycin kultiviert. Bei bekannter hoher Vigilinexpression
der HEp2-Zelllinie diente dieser als interner Standard und die Proteinlysate wurden

beim Western Blot als Positiv-Kontrolle mitgefuhrt.

2.1.2 Isolierung von peripheren mononuklearen Zellen (PBMC)

Vor Entnahme im Rahmen der Routineblutentnahme gaben alle Patienten ihr
Einverstandnis zur wissenschaftlichen Untersuchung ihres Blutes.
Patientencharakteristika sind in Tabelle 3 dargestellt. Anzumerken ist, dass auch ein
Patient mit einem leukamisch verlaufenden B-Zell Lymphom mit untersucht wurde,
da er initial als AML gemeldet worden war. Das Blut wurde in EDTA-Rohrchen
entnommen und innerhalb von 2 Stunden aufgearbeitet. Die Zellen wurden mittels

Dichtegradientenzentrifugation separiert.

Die Dichtegradientenzentrifugation wurde genutzt um mononukleare Zellen aus dem
peripheren Blut zu gewinnen (PBMC). Als Zellseparationsmedium wurde Biocoll
verwendet. Das Blut wurde mit PBS 1:2 verdunnt und dann auf das Biocoll
geschichtet, ohne eine Vermischung der Phasen zu verursachen. Dieser Ansatz
wurde ungebremst bei 1200 x g fur 12 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Der Methode
liegt die Bildung eines Stufengradienten zugrunde. Biocoll hat eine Dichte von 1,077
g/ml. Da die zellularen Bestandteile des Blutes wie Lymphozyten, Monozyten und
Thrombozyten eine geringere Dichte als Biocoll haben, bilden sie nach der
Zentrifugation eine getrennte Schicht auf dem Separationsmedium. Erythrozyten und
polymorphkernige Leukozyten haben eine groRere Dichte und wandern daher durch
das Biocoll und bilden ein Pellet am Boden des Réhrchens. Die mononuklearen

Zellen konzentrieren sich als Ring zwischen dem Plasma und dem
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Separationsmedium (Alfred Pingoud, 1999). Die mononukledren Zellen wurden
abpipettiert und anschlieRend zwei Mal in PBS bei 400 x g fir 10 Minuten bei 4 °C
gewaschen. Zeigte sich nach diesen Waschschritten noch das Vorhandensein von
Erythrozyten (rotliche Verfarbung der Pellets) wurde eine Erythrozytenlyse
durchgefuhrt. Dazu wurde das Pellet in 15 ml NH Cl (0,25 M) gel6st und fur 10
Minuten im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Nach Zen4trifugation bei 400 x gund 4 °C
far 12 Minuten wurde das Pellet erneut in PBS gewaschen und anschlieend in 1 ml
PBS resuspendiert und die Zellzahl bestimmt (siehe Kapitel 2.1.4). Die de novo AML-
Zellen aus dem Blut der Patienten wurde bis zur Verwendung viabel eingefroren
(siehe Abschnitt 2.1.5.).

Tabelle 3 de novo-AML und deren Charakteristika

Patient Alter FAB | Zytogenetischer Befund

P1 57 M1 46,XX

P2 79 n.a. n.a.

P3 64 M1 46,XY[1]/47 XY, +13[9]

P4 40 M2 46,XY[2]/45,X,-Y,
t(8;21)(922;922),del(9)(q13q22)[6]

P5 19 M4 del(3g26)

P6 82 Leukamisch verlaufendes niedrigmalignes B-Zell

Lymphom

P7 69 M2 47 XX,+8[11]

P8 79 M4 n.a.

P9 51 M2 46,XX

P10 81 M1 46,XY[21]/46,XY,+der(1)t(1;14)(q10;p10),
-14[4]

P11 68 M4eo | 46,XY, t(8;21)(922;922)(10).nuc ish
8922(ETOx3),21922(AML1x3)(ETO con
AML-1x2)

P12 86 M4 46,XX[16]

P13 79 M2 46,XY[17]

P14 49 M3 Ai,XY, t(15;17)(922;921)[6]/46,XY[1].nuc
is
15922(PMLx2),17g21.1(RARax2)(PML con
RARax1)

15



2.1.3 Einstellung der Zellzahl und Bestimmung der Vitalitat

Zur Bestimmung der Vitalitat der Zellen wurde Trypanblau verwendet. Dieser
Farbstoff markiert nur abgestorbene Zellen bzw. Zellen mit einer perforierten
Zellmembran. Sowohl Zytoplasma als auch Zellkern werden blau gefarbt, wahrend
lebende Zellen, die den Farbstoff nicht aufnehmen, unter dem Lichtmikroskop hell
leuchtend erscheinen. Die Zellen werden mit Trypanblau (0,04 % in PBS) verdinnt

und anschlieend 10 ul dieser Losung in die Neubauerzahlkammer pipettiert.

2.1.4 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Die Zelllinien und die PBMC wurden bei - 80 °C kryokonserviert. Dazu wurden 1 x
108 Zellen in einem 18% volumenaquivalenten Gemisch aus DMSO/HSA mit einem
Gesamtvolumen von 1 ml eingefroren. Zum Auftauen wurden die Zellen im
Wasserbad bei 37 °C zugig aufgetaut. Danach wurde die Zellsuspension in 10 bis
20 ml vorgewarmten RPMI Medium zwei Mal bei 200 x g fur je 5 Minuten gewaschen.
Danach erfolgte eine Zahlung und Bestimmung der Vitalitat der Zellen mittels
Trypanblau. Nach Aufnahme in das Nahrmedium wurden die Zellen in 25 cm?

Zellkulturflaschen kultiviert.

2.2 Transfektion von AML-Zelllinien mit small interfering RNA (siRNA)

Die hier genutzten siRNA-Molekile wurden als Lyophilisate von der Firma Qiagen
bezogen. Eine mit dem Farbstoff Alexa Fluor 488 nm markierte siRNA diente zur
Kontrolle der Transfektionseffizienz und gleichzeitig als Negativkontrolle. Die Vigilin
spezifische siRNA wurde nach Goolsby und Shapiro von der Firma Qiagen
synthetisiert (Goolsby and Shapiro, 2003). Die Bindung erfolgt durch den Antisense
Strang zwischen den Nukleotiden 506 und 524 fir Vig1, sowie zwischen 912 und 930
fur Vig2 der humanen Vigilin mRNA. Die Ilyophilisierte siRNA wurde im
Suspensionspuffer gelost, sodass eine Stammloésung von 20 pM vorlag.
Anschlieliend wurde die Lésung durch auf 90 °C fur eine Minute erhitzt und danach
bei 37 °C fir 60 Minuten inkubiert. Die Lagerung erfolgte dann bei - 20 °C.
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Die genutzten siRNA-Molekule wiesen folgende Nukleotidsequenz auf:

Vigilin siRNA (nach (Goolsby and Shapiro, 2003)

Vig1:

Sense ACC UCU CUU UGA CGU UCU G dTdT
Antisense UGG AGA GAA ACU GCA AGA C dTdT
Vig2:

Sense: UCC CAA CAC AAG UAU GUC A dTdT

Antisense: UGA CAU ACU UGU GUU GGG AdTdT

Negativkontrolle: siRNA (Qiagen)
Sense: UUC UCC GAA CGU GUC ACG UdT dT
Antisense: ACG UGA CAC GUU CGG AGA AAT dT

Alexa Fluor 488 am 3'-Ende des sense Stranges

2.3 Transfektion mittels Elektroporation

Die Methode der Wahl zur Transfektion der Zellen wurde aus Vorversuchen mit
verschiedenen Transfektionsmethoden ermittelt (Schult, 2008) und eine Transfektion
Uber Elektroporation als methodischer Ansatz gewahlt. Bei dieser Methode wird
mittels eines elektrischen Impulses die Permeabilitat der Zellmembran temporar

erhoht, damit die eingesetzte siRNA in die Zielzelle eindringen kann.

Die Zellen wurden vor der Elektroporation in RPMI 1640 ohne Zusatze bei 180 x g
und 10 °C fir 10 Minuten zweimal gewaschen. Es wurden 1 x 10 7 Zellen in 300 pl
Medium ohne Zusatze eingesetzt. In die vorgekuhlte Elektroporationskuvette wurden
25 ug siRNA vorgelegt (12,5 ug Vig1 siRNA und 12,5 ug Vig2 siRNA) und dann
anschlielend mit der Zellsuspension vorsichtig vermischt. Nach erfolgter Inkubation
fur 10 Minuten auf Eis wurden die Zellen bei einer Spannung von 300 mV und einer
Kapazitat von 960 uF im Gene Pulser von Biorad elektroporiert und danach erneut
10 Minuten auf Eis gekuhlt. Im Anschluss wurde die Suspension in eine 6 Wellplatte
Uberfihrt und fir 6 Stunden in 8 ml Komplettmedium inkubiert. Nach 6 Stunden
erfolgte eine Kontrolle der Transfektionseffizienz und die Zellen wurden zur weiteren

Inkubation Uber 72 Stunden gleichmalig auf 6 weitere Wells aufgeteilt.

17



2.4 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (FACS) ist eine Methode zur qualitativen und quantitativen
Untersuchung von Zellpopulationen hinsichtlich ihres Phanotyps, der Klonalitat, des
DNA-Gehalts und des Metabolismus. Dazu dienen physikalische Messmethoden, die
um die Detektion Uber Fluoreszenzfarbstoffen erweitert wurde. Es ist hiermit moglich,
sowohl intra- und extrazellulare als auch endonukleare Molekule zu detektieren. Die
Zellen werden durch eine Kapillare hintereinander an einem Laserstrahl
vorbeigefuhrt. Durch das dann entstehende Streulicht konnen Eigenschaften der

Zelle bestimmt werden.

Das Vorwartsstreulicht (forward scatter FSC) gibt Angaben Uber die Grole der
Zelle und das Seitwartsstreulicht (sideward scatter SSC) gibt eine Einschatzung

Uber die intrazellularen Bestandteile, wie z.B. die Gragularitét.

Wenn Fluoreszenzfarbstoffe an das zu untersuchende Material gebunden sind,
werden diese durch die eintreffende Energie des Laserstrahls zur Emittierung eines
fur ihre Wellenlange spezifischen Photonensignals angeregt. Dabei wird davon
ausgegangen, dass die Hohe des gemessenen Signals proportional zur Menge des
gebundenen Fluoreszenzfarbstoffes ist. Die gemessenen Signale werden dann
anschlieBend von einem entsprechenden Programm ausgewertet und zu einer
grafischen, in Histogrammen oder zweidimensional in dot plots, dargestellt. Die in

dieser Arbeit genutzten Fluoreszenzfarbstoffe sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Die FACS-Analysen wurden mit dem FACScan von Becton & Dickinson
durchgefuhrt. FUr die anschlieBende Auswertung der Daten wurde die

Analysesoftware CellQuest v3.1.f genutzt.

Tabelle 4  Fluoreszenzfarbstoffe der Durchflusszytometrie

Fluoreszenzfarbst | Absorption Emission Fluoreszenzkan
off (nm) (nm) al

Alexa Fluor 488 495 519 FL-1

Annexin V FITC 495 519 FL-1
Propidiumiodid 536 617 FL-3
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2.41 Bestimmung der siRNA Transfektionseffizienz

Um die Transfektionsrate der Zellen bestimmen zu kénnen, wurden diese nach der
entsprechenden Inkubationszeit geerntet und in PBS bei 180 x g fir 10 Minuten bei
10 °C gewaschen. Das Pellet wurde abhangig von der zu erwartenden Zellzahl in

100 bis 500 pl PBS resuspendiert und die genaue Zellzahl in der
Neubauerzahlkammer bestimmt. AnschlieRend wurde im Durchflusszytometer die
Transfektionseffizienz der Zellen unter Ausschluss von Zelldebris ermittelt (siehe
Abbildung 5). Hierzu wurde der Anteil der grunfluoreszierenden Zellen nach

Subtraktion der Eigenfluoreszenz bestimmt.
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Abbildung 5 Bestimmung der Transfektionseffizienz

(A) Identifizierung der Zellpopulation im Forward und Sideward-Scatter (B) Bestimmung der Eigenfluoreszenz in der

ausgewahlten Zellpopulation (C). Anteil der griinfluoreszierenden Zellen unter Berlcksichtigung der Eigenfluoreszenz.

2.4.2 Apoptosenachweis

Zur Differenzierung zwischen nekrotischen Zellen oder apoptotischen Zellen wurden
Annexin V und Propidiumiodid (Pl) genutzt. Annexin V ist eine zellulares,
kalziumabhangiges Protein, das hochspezifisch an Phosphatidylserine bindet
(Andree et al., 1990; Tait et al., 1989). Es eignet sich als Markerprotein zum
Nachweis apoptotischer Zellen (Koopman et al., 1994; Vermes et al., 1995). Zellen in
der Initialphase der Apoptose kehren die membranstandigen nach innen gerichteten
Phosphatidylserine an die Aul3enseite der Polycholesterolschicht der Zellmembran

(Verhoven et al., 1995; Zwaal and Schroit, 1997). Daher ist Annexin V sehr gut zum
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Nachweis fruhapoptotischer Zellen geeignet. Annexin V dringt jedoch auch in
nekrotische Zellen ein und bindet an die nach innen gerichteten Phosphatidylserine.
Aus diesem Grund wurde eine zweite Farbung mit Propidiumiodid durchgeftihrt,
welches an DNA und DNA-Fragmente bindet (Conrad et al., 1999). Pl kann nur durch
defekte Zellmembranen diffundieren und markiert deshalb nur nekrotische Zellen. Da
frihapoptotische Zellen noch eine intakte Zellmembran besitzen, werden diese nur
von Annexin V markiert. Nekrotische und spatapoptotische Zellen sind im FACS flr

Annexin V und PI positiv.

Die Zellen wurden in 100 ul Annexin-Bindungspuffer aufgenommen und mit 5 pl
Annexin V-FITC fur 15 Minuten im Dunkeln inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit

wurde die Zellsuspension mit 400 pyl Annexin-Bindungspuffer verdinnt.

Unmittelbar vor der Messung erfolgte die Zugabe von 15 pl P1 (0,6 ug/ml) um
zwischen frihapoptotischen und spatapopototischen und nekrotischen Zellen zZu

unterscheiden. In Abbildung 6 ist die Analyse anhand des dot plots dargestellt.
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Abbildung 6 Detektion friih- und spétapoptotischer Zellen

Dot plot der Durchflusszytometrie zur Detektion der spatapoptotischen/nekrotischen, der frihapoptotischen, und

der vitalen Zellen.
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2.5 Konfokale Laser-Rastermikroskopie

Um festzustellen, ob die transfizierte siRNA in die Zielzellen eingedrungen ist, wurde
die konfokale Laser-Rastermikroskopie verwendet. Bei diesem Verfahren werden in
verschiedenen Ebenen optische Schnitte durch die zu untersuchenden Zellen gelegt
und das von den Fluoreszenzfarbstoffen emittierte Licht einer Ebene durch eine
Lochblende fokussiert, welches in mehreren Einzelbildern abgebildet und
anschlieend zusammengesetzt wird. Der Vorteil gegenuber der konventionellen
Lichtmikroskopie besteht darin, dass Licht aus anderen Fokusebenen, welches eine
gewisse Unscharfe produziert, ausgeblendet wird und dadurch ein sehr scharfes und
gut definiertes Bild entsteht. Ein Laserstrahl mit bekannter Wellenlange rastert das zu
untersuchende Objekt punktweise ab. Die dabei entstehenden Emissionen werden
nach Durchtreten des Strahlenleiters aufgetrennt, wobei die einstellbare Lochblende
und ein Emissionsfilter das Licht auf einzelne Detektoren aufteilt. Das dadurch
selektierte Spektrum von Interesse kann dann herausgefiltert werden und wird an
einem Sensor in elektrische Signale umgewandelt, die dann durch einen Computer

zu einem Bild zusammengesetzt werden.

Das hier genutzte Laser-Rastermikroskop LSM 410 von der Firma Zeiss verfugt tuber
einen externen Argon-Laser (mit den Wellenlangen 458 nm, 488 nm und 510 nm)
und zwei interne Helium-Neon-Laser (mit den Wellenlangen 543 nm und 633 nm).
Dazu besitzt es einen Durchlichtdetektor und zwei Auflichtfluoreszenzdetektoren
(PMT) mit vorgelagertem Band-Pass-Emissionsfilter (BP) und Lang-Pass-
Emissionsfilter (LP) und der dazugehdrigen Lochblende. Als Messungs- und

Auswertungssoftware diente die LSM Software v3.98.

Tabelle 5 Fluoreszenzfarbstoffe der LSM

Fluoreszenz- Laser Emissionsfilter Auflichtfluoreszenz-
farbstoff detektoren
Alexa Fluor 488 Argon-Laser BP 510-525 PMT2
PKH26GL Helium-Neon- | LP 570 PMT1
Laser

Zur Darstellung der Zellmembran wurde der Farbstoff PKH26GL der Firma Sigma

Aldrich verwendet.
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2.5.1 Farbung mit PKH26GL

Der rot fluoreszierende Farbstoff PKH26GL bindet an die Lipidregion von
Zellmembranen. Die Zellen wurden vor der Farbung zwei Mal mit Medium ohne
Zusatze bei 180 x g fur 10 Minuten bei 10 °C gewaschen. Nach Verdunnung mit der
Lésung C im Verhaltnis 1:125 wurde die Farbstofflosung mit dem Zellpellet im
gleichen Volumen der Lésung C aufgenommen und bei Raumtemperatur fur 2 bis 5
Minuten inkubiert. Die Reaktion wurde nach Zugabe des gleichen Volumens an FKS
gestoppt. Danach wurde die Zellsuspension mit dem gleichen Volumen an
Komplettmedium bei 180 x g fiir 10 Minuten bei 25 °C gewaschen. Uberschissiger
Farbstoff wurde mittels drei weiterer Waschschritte mit PBS entfernt. Die gefarbten
Zellen wurden nach Aufnahme in Komplettmedium in einen Objekttrager mit
Zahlkammern pipettiert. Die zur LSM genutzten Fluoreszenzfarbstoffe und deren

Eigenschaften zeigt Tabelle 5.

2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1 RNA-Isolierung

In dieser Arbeit wurde das RNeasy Mini Kit von Qiagen (Kat.Nr. 74104) genutzt. Die
Prozedur erfolgt streng nach Angaben des Herstellers (Handbuch: 3.Edition, 2001).

Zur Freisetzung der RNA wurden die Zellen mit 350 pl RLT-Mercaptoethanol-Puffer
lysiert. Nach Filtration wurde die Mischlosung zu gleichen Anteilen mit Ethanol
versetzt und auf die Silica Membransaule gegeben, an welche die RNA und andere
Zellbestandteile gebunden wurden. Nach mehreren Waschschritten und Elimination
genomischer DNA durch DNase | konnte eine reine RNA-L6sung hergestellt werden.
Zur Lésung von der Silica Membran wurde die RNA in 20 bis 40 yl RNase-freiem

Wasser eluiert.

2.6.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde 1 ul der RNA-haltigen Lésung auf die
Analyseoberflache des Spektralphotometers Nanodrop ND 1000 pipettiert und bei
einer Wellenlange von 260 nm gemessen. Die Reinheit der RNA wurde aus dem
Quotienten von A260/A280 bestimmt. Das ideale Verhaltnis flr proteinfreie

Nukleinsauren liegt bei 1,8 bis 2,0.
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2.6.3 Reverse Transkription

Zur Herstellung der fur die Polymerasekettenreaktion nétige cDNA wurde das
SuperScript || Reverse Transcriptase-Kit von Invitrogen genutzt. In der hier genutzten
reversen Transkriptase ist eine DNA-Polymeraseaktivitat und eine RNase H-Aktivitat
vorhanden (Kotewicz et al., 1988). Nachdem die RNA in eine komplementare DNA
(cDNA) umgeschrieben wurde, wird die daraus entstandene RNA-DNA-Hybridhelix
durch die RNase H-Aktivitat von der enthaltenen RNA befreit. Weiterhin wird der
cDNA-Strang in eine doppelstrangige cDNA synthetisiert.

Es wurden 1 ug RNA, 3 pg Oligo dT Primer und nukleasefreies Wasser auf ein
Gesamtvolumen von 25 ul auf Eis zusammen pipettiert. Danach erfolgte eine
Denaturierung auf dem Thermoblock bei 70 °C flr 10 Minuten. Um die Synthese zu
initiieren wurden 5 x Puffer, 0,2 mM DTT, 0,2 mM dNTP und 200 units Superscript Il
reverse Transkriptase dazugegeben und anschlief3end fur 60 Minuten bei 42 °C auf
dem Heizblock inkubiert. Zum Beenden des Prozesses wurden die Proben fir 10
Minuten auf 95 °C erhitzt. Bis zur Benutzung wurde die cDNA dann bei - 20 °C

aufbewahrt.

2.6.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Durch die Polymerasekettenreaktion ist es moglich, einen definierten
Sequenzbereich der DNA zu amplifizieren. Erstmalig erwahnt wurde dieser naturlich
vorkommende Prozess als DNA-Reparaturmechanismus 1971 von Kleppe (Kleppe et
al., 1971). Vollstandig aufgedeckt und nutzbar gemacht wurde der Prozess spater
durch Mullis (Mullis et al., 1986). Eine Optimierung des Prozesses konnte dann durch
die synthetische Herstellung der thermostabilen DNA-Polymerase erreicht werden,
die im Bakterium Thermus aquaticus (Tag-Polymerase) entdeckt wurde (Saiki et al.,
1988). An den beiden entgegensetzten Enden der DNA-Doppelhelix bindet jeweils

ein komplementares Oligonukleotid-Startermolekul (Primer).

Die dort ansetzende Tag-Polymerase vervielfaltigt dann bei gentgend vorliegenden
Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dTNP) die Zielsequenz. Auf3erdem bendtigt die
DNA-Polymerase einen entsprechenden Puffer, der als Cofaktor zweiwertige

Magnesiumionen enthalten muss.

Der gesamte Prozess kann in drei Schritte unterteilt werden: In der Initialphase wird

die DNA zu zwei Einzelstrangen denaturiert, damit sich in der zweiten Phase des
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Annealing die Primer an die Einzelstrange anlagern konnen. In der dritten und letzten

Phase wird nun durch die Tag-Polymerase der komplementare DNA-Doppelstrang

synthetisiert.

Als Referenzgen wurde B2-Mikroglobulin genutzt. Die genutzten Primer und deren

Sequenzen sind in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6  Primer und Sequenzen der PCR

Primer Position | Sequenz

R2-Mikroglobulin | sense 5-CCT CCATGATGC TGC TTA CAT GTC-3
R2-Mikroglobulin | Antisense | 5-ATG TCT CGC TCC TGG CCT TGA CT-3
Vigilin sense 5-ACCGTTTTGCTG TGG TTT TC-3’

Vigilin antisense | 5-GAG GGT CGC TCT CCT CTT CT-3

Eine Wasserprobe durchlief den Zyklus als Negativkontrolle mit.

Der gesamte Ansatz der Reaktion setzte sich wie folgt zusammen:

Komponenten Menge in pl
10 x Puffer 5

100 mM dNTP 5

25 pmol/ul sense Primer 0,5

25 pmol/ul antisense Primer 0,5

5000 U/ml Tag-Polymerase 0,2

cDNA

Wasser

2-4

ad 50

Der gesamte Prozess wurde in dem Cycler der Firma Biozym durchgefuhrt. Die

Einstellungen der einzelnen Reaktionsschritte der PCR fur Vigilin und

Mikroglobulin folgen in Tabelle 7.
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Tabelle 7  PCR-Bedingungen des Vigilins und 32-Mikroglobulins

Zyklen | Zeit Temperatur

1 5 Minuten 95°C

40 Sekunden | 94°C

35 40 Sekunden | 60°C

50 Sekunden | 72°C

1 5 Minuten 72°C

o0 4°C

2.6.5 Agarosegelelektrophorese

Zum Nachweis der PCR-Produkte wurde die Agarosegelelektrophorese genutzt. Bei
dieser Methode werden die Nukleinsauren nach ihrer GroRe aufgetrennt. Kleinere
Fragmente wandern schneller im elektrischen Feld als grof3ere. In der vorliegenden
Arbeit wurde ein 2,5%iges Gel hergestellt. Dazu wurde die Agarose in 0,5 x TBE-
Puffer durch Aufkochen geldst und nach dem Abkuhlen auf 50 °C mit 0,2 ug/ml
Ethidiumbromid gemischt. AnschlieRend wurde die Agarosel6sung vorsichtig in eine
Gelkammer gegossen und ein Kamm als Taschenformer eingesetzt. Ethidiumbromid
ist ein interkalierender und karzinogener Farbstoff der an DNA-Molekile bindet und

diese unter UV-Licht sichtbar macht.

Nach Ausharten des Gels wurde es in eine mit 0,5 x TBE Puffer gefullte horizontale
Gelkammer eingesetzt, der Kamm entfernt und jede Geltasche mit 10 ul PCR-
Produkt und 5 pl Probenpuffer beflillt. Als Grélkenstandard wurde die 100 bp Leiter
von Amersham Biosciences genutzt. Die Auftrennung der Nukleinsauren erfolgte bei

einer konstanten Spannung von 10 V/cm.
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2.6.6 Herstellung von Proteinextrakten

Die Zellen wurden zweimal mit kaltem PBS gewaschen und anschliel3end das Pellet
in 50 bis 100 ul Lysepuffer Gber Nacht im Kuhlschrank inkubiert. Bei Bedarf erfolgte
eine physikalische Zerstérung der Zellen durch Ultraschallimpulse. Zum Abschluss
erfolgte mehrmaliges Vortexen in einer Zeitspanne von 30 Minuten. Eine
anschlieRende Zentrifugation bei 10286 x g bei 4 °C fir 2 Minuten trennte die
zellularen Bestandteile vom Proteintberstand, welcher in ein 1,5 ml Probengefal®
pipettiert wurde, um der Proteingehaltsbestimmung nach Braford zugefihrt zu

werden.

2.6.7 Proteinbestimmung nach Bradford

Durch Bindung des Farbstoffes Coomassie-Blau G-250 an Proteine erfolgt ein
Farbumschlag von rotbraun nach blau. Die dadurch entstehende Anderung des
Absorptionsmaximums von 465 nm nach 595 nm kann im ELISA-Reader gemessen
werden und ist ein Mal fir die Proteinkonzentration der Lé6sung. Zur Berechnung
wurde eine Proteineichkurve mit bekannten Konzentrationen aus einer BSA-
Stammldsung hergestellt (siehe Tabelle 8). Die Absorptionsmessung erfolgte im
linearen Bereich der Eichkurve, um eine proportionale Zunahme der Extinktion zur
Lichtabsorption zu erreichen und so ein modglichst genaues Ergebnis der
Proteinkonzentration zu erhalten. Die hergestellten Proteinstandards wurden zu je

800 ul Aliquots bei -20 °C eingefroren.
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Tabelle 8  Herstellung der Standardreihe fiir den Bradford-Test

BSA Konzentration in | BSA Stammlosung Aqua dest. in pl

ug/mi (c = 1,41 mg/ml) in pl
0 - 4230
1 3 4227
2 6 4224
4 12 4218
6 18 4212
9 27 4203
12 36 4194
16 48 4182
20 60 4170
25 75 4155

Von jeder Probe wurden mehrere Verdinnungen mit Aqua dest. in einem Volumen
von 800 ul angesetzt, mit 200 ul Bradfordreagenz gemischt und fur 5 Minuten
inkubiert. Aus jedem Ansatz wurden 3 Proben zu je 200 ul in eine 96-Wellplatte
pipettiert. AnschlielRend wurde die Extinktion mit Hilfe eines Photometers bei einer
Wellenlange von 595 nm bestimmt. Die erhaltenen Werte der Triplets wurden
gemittelt. Unter Berlcksichtigung der Verdinnung und der Probenmenge konnte mit

Hilfe des Proteinstandards die Proteinkonzentration bestimmt werden.

Im Anschluss erfolgte die Denaturierung der Probe in Probenpuffer und 5% (3-
Mercaptoethanol flir 10 Minuten bei 95 °C. Das Lysat wurde bis zur weiteren

Nutzung bei -80 °C eingefroren.
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2.6.8 Western Blot

Beim Western Blot werden Proteine nach gelelektrophoretischer Aufspaltung auf ein
Tragermedium Ubertragen, um anschliel3end durch spezifische Antikorperbindung
und Farbung nachgewiesen zu werden (Renart et al., 1979). Hier wurden die
Proteine auf eine Nitrocellulosemembran ubertragen (Towbin et al., 1979). Der

Nachweis erfolgte mittels alkalischer Phosphatase und Chemielumineszenz.

2.6.8.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die in den Lysaten enthaltenen Proteine wurden nach ihrem Molekulargewicht in
einem SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Bundelung in

einem Sammelgel wandern die Proben gleichmaRig durch ein Trenngel.

Das gegossene Trenngel wurde mit Isopropanol Uberschichtet, um eine ebene und
gleichmafige Trennkante zu erhalten. AnschlieRend wurde das Isopropanol entfernt,
das Sammelgel dartber gegossen und ein Kamm eingefligt, um die Probentaschen
zu formen. Nach Polymerisation wurde der untere Spacer entfernt und das Gel in die
Elektrophoresekammer eingespannt, welche mit 1 x Elektrophoresepuffer befillt
wurde. Die Proben wurden dann in die Taschen eingefullt. Grolde
Volumenungleichheiten wurden mit 1 x Probenpuffer ausgeglichen. Als
Proteinstandard diente der zweifarbige Precision Plus Protein Standard Dual Color
der Firma Bio-Rad. Zur Durchwanderung des Sammelgels wurde eine Spannung von
max. 200 V bei 20 bis 25 mA angelegt. Sobald die Proben das Trenngel erreichten,
wurde die Stromstarke auf 30 bis 35 mA erhdht bzw. auf 6 mA gesenkt, wenn die

Prozedur tiber Nacht lief.

2.6.8.2 Semi-Dry-Western-Blot

Um die aufgetrennten Proteine zu detektieren, wurden diese auf eine

Nitrozellulosemembran durch das Semi-Dry-Blot-Verfahren Gbertragen.

Neun Chromatografiepapiere sowie die Nitrozellulosemembran wurden auf die
passende GrofRe des SDS-Polyacrylamidgels zurechtgeschnitten und in Anode-I-,
Anode-lI- bzw. Kathodenpuffer aquilibiriert. Der Aufbau des Blots ist in Abbildung 7
dargestellt. Luftblasen wurden entfernt und die anschlieRende Proteinubertragung
bei 2 mA/cm? und max. 10 Watt fur eine Stunde durchgefuhrt.

28



‘ Kathode ‘

3 Lagen Chromatografiepapierin Kathodenpuffer

SDS-Polyacrylamidgel

Nitrozellulosemembran

3 Lagen Chromatografiepapierin Anode | Puffer

— m Oy

3 Lagen Chromatografiepapierin Anode Il Puffer

‘ Anode ‘

Abbildung 7 Schematischer Aufbau eines semi-dry Western Blot

2.6.8.3 Proteinfarbung tiber Ponceau S

Zum Nachweis des erfolgreichen Transfers der Proteine wurde eine Ponceau S
Farbung durchgefiuhrt. Die Membran wurde fur 2 bis 5 Minuten in Ponceau S
inkubiert und dann mit Aqua dest. gespult, um den Hintergrund zu entfarben. Zur

Entfarbung der Membran wurde diese drei Mal in Anode-II-Puffer gewaschen.

2.6.8.4 Blockierung und Immunreaktion

Um unspezifische Proteinbindungen aus der Immunreaktion auszuschlie3en, wurde
die Membran fur 2 Stunden in 15%iger Magermilch geblockt. Danach erfolgte eine
dreimalige Waschung der Membran fir je 10 Minuten in TBST-Puffer. Der verdinnte
Primar-Antikdrper (bezogen von Charli Kruse, Universitat Lubeck) wurde dann in
0,1% BSA-TBST-L6sung im Kuhlschrank unter stetigem Schwenken auf einem
Schattler Uber Nacht inkubiert. In Tabelle 9 sind die genutzten Primarantikorper
dargestellt.

Tabelle 9  Primér-Antikbrper

Antikorper Hersteller Quelle Verdiinnung
Anti-Vigilin Charli Kruse/Universitat Lubeck | Kaninchen | 1:500
Anti-Vigilin (T15) | Santa Cruz Biotechnology Ziege 1:500
Anti-a-Tubulin Dako Cytomation, Hamburg Maus 1:500
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2.6.9 Nachweis des Primar-Antikorpers mittels alkalischer Phosphatase

Nach Abschluss der Primar-Antikorper-Inkubation wurde die Membran dreimal in

1 X

TBST-Puffer fur je

10 Minuten

gewaschen.

Der

Sekundar-

Antikdrper (siehe Tabelle 10) wurde ebenfalls in 0,1% BSA-TBST-Losung verdinnt

und far 2 Stunden bei Raumtemperatur auf einem Schdttler inkubiert. Nach erneutem

dreimaligem Waschen in TBST-Puffer und einmaligem Waschen in AP-Puffer

erfolgte der Nachweis der alkalischen Phosphatase, welche an den Sekundar-

Antikdrper gebunden ist. Als Substrat flr dieses Enzym dient 5-Brom-4-chlor-3-

indolylphosphat (BCIP) und Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT). Die Losung wurde

auf die Membran gegeben und fir 3 bis 5 Minuten im Dunkeln inkubiert. Nach

Waschung mit Aqua dest. wurde die Membran getrocknet und archiviert.

2.6.10 Nachweis des Primar-Antikorpers mittels Chemielumineszenz

Zum Nachweis des Primarantikorpers wurde ein zweiter Sekundarantikorper

eingesetzt an den eine Meerrettichperoxidase gebunden ist (siehe Tabelle 10). Nach

Inkubation des sekundaren Antikorpers wurde die Membran dreimal in 1 x TBST-

Puffer fur je 10 Minuten gewaschen. Zur Detektion wurden die Losungen A und B

(ECL Western Blot Detektionsreagenz, GE-Healthcare) in einem Verhaltnis von 1:11

gemischt und die Membran darin 5 Minuten inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit

katalysiert die Meerrettichperoxidase die Oxidierung von Lumigen-PS3. Das dabei

emittierte Licht wurde dann mit Hilfe der Kodak-Imager-Station 440 (Programm
Kodak 1D.35) detektiert.

Tabelle 10 Sekundar-Antikbrper

Antikorper Detektionsenzym | Hersteller Quelle Verdiinnung

Anti- Alkalische Dako Cytomation, | Ziege 1:1000

Kaninchen Phosphatase Hamburg

Anti- Alkalische Dako Cytomation, | Schwein 1:1000

Kaninchen Phosphatase Hamburg

Anti-Maus Meerrettich- Dako Cytomation, Kaninchen | 1:5000
peroxidase Hamburg

Anti-Ziege Meerrettich- ASD Serotec Kaninchen | 1:5000
peroxidase
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2.7 WST1- Zellproliferationstest

Mit dem WST1-Test erfolgt eine colorimetrische Bestimmung der Aktivitat des
Zellmetabolismus durch Umsatz von Tetrazolium-Salzen in einer funktionierenden
Atmungskette. Dadurch konnen direkt Ruckschliusse auf die Menge an viablen Zellen
gezogen werden. Das Tetrazolium-Salz WST1 (in Loésung hellrot) wird durch
Oberflachenproteine, das mitochondriale Succinat-Tetrazolium-Reduktase-System,
zu einem Formazan (in Losung dunkelrot) reduziert. Dieser Prozess ist NADH-

abhangig, welches nur von vitalen Zellen gebildet wird.

In dieser Arbeit wurden jeweils 2 x 104 Zellen in 200 yl Medium mit 10% FKS und 1%
Penicillin/Streptomycin in eine 96-Well-Platte als 3fach-Ansatz ausgesat. Nach 24,
48, 72 und 96 Stunden wurden 20 ul der WST1-Lésung zur Zellsuspension pipettiert
und bei 37°C und 5% CO2 fur 2 Stunden inkubiert. Im Anschluss wurde die
Absorption am Photometer bei einer Wellenlange von 450 nm (Referenzwellenlange
650 nm) gemessen. Als Blindwert wurde reines Medium mit WST-1 verwendet.
Dieser wurde von dem Mittelwert der Absorptionswerte der zu untersuchenden

Proben abgezogen.

2.8 Statistik

Bei identischen Versuchen (n = 3) wurden die Ergebnisse als Mittelwert mit den
jeweiligen Standardabweichungen angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte
mit dem Programm Excel Version 2013 fur Windows. Der Vergleich erfolgte mittels
t-Test zwischen den Zellen die mit der spezifischen Vigilin-siRNA behandelt wurden
und den Kontrollgruppen (unbehandelte Zellen und Zellen die mit der unspezifischen
AlexaFluor-siRNA transfiziert wurden). Statistische Signifikanz wurde Dbei
p-Werten <0,05 angenommen. Die rechnerische Auswertung und grafische

Darstellung der Daten erfolgte ebenfalls mit Excel Version 2013.
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2.9 Materialien

2.9.1 Gerate und Materialen

Gerate
Agarosegelkammer
Brutschrank
Elektro-Blotter, Fastblot 34
Elektrophoresekammer
FACScan
Geldokumentationsystem
Gene Pulser

Heizblock, 2099-DA
ECL-Reader

Nanodrop
Neubauerzahlkammer
Mikroskop Telaval3

Nikon Eclipse TE 200

Konfokales Laser-Rastermikroskop, LSM
410
PCR Cycler

Pipettensatz (10 pl, 100 pim 1000 ul)
pH-Meter

sterile Werkbank, Herasafe
Stromversorgungsgerat, Powerpac 300
Stromversorgungsgerat, Powerpac 3000
Vortexer

Wasserbad

Zentrifuge, Beckmann Avanti 30
Zentrifuge, Hettich, Rotina 35 R
Zentrifuge, Eppendorf 5418

Biorad

Heraeus Instruments
Biometra

Biorad

Becton & Dickinson
Herolab

Biorad

Liebisch

Kodak

peQlab

Blau Brand

Carl Zeiss Jena
Nikon

Carl Zeiss Jena

Biorad
Eppendorf
Mettler Toledo
Heraeus Instruments
Biorad

Biorad

Uni EQUIP
GFL
Beckmann
Hettich
Eppendorf



Materialien

6-, 24- und 96-Wellplatten

2, 5,10, 25 ml Einweg Pipetten
Chambered Coverglass System
Chromatografiepapier, 3 mm CW
Einfrierbox
Eppendorfreaktionsgefalie
Elektroporationsklvetten
FACS-Roéhrchen
Nitrozellulosemembran, Hybon-ECL
Pipettenspitzen

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen mit Filter
Zentrifugenrohrchen, 15 ml und 50 ml

Zellkulturflaschen, 25 cm? und 75 cm?

2.9.2 Kits und Fertiglosungen

100 bp Leiter, DNA-Langenstandard
Annexin V PE Apoptosekit

Biocoll

Cell Proliferation Reagent WST-1

ECL Plus Western Blotting detection
reagents
PKH26GL

Ponceau S

Proteinstandard, Dual Color

RNeasy Mini Kit

Rotiphorese NF-Acrylamid/Bis-Losung

Nunc

Greiner bio-one
Nunc
Whatman
Nalgene
Eppendorf
Biorad

BD Falcon
Amersham
Eppendorf
Greiner bio-one
Biozym

Greiner bio-one

Nunc

Amersham

BD Pharmingen
Biochrom
Roche

GE Healthcare
Sigma

Serva

Biorad

Qiagen

Roth



2.9.3 Nahrmedien und Antibiotika

Alpha MEM
DMEM-Medium
IMDM mit L-Glutamin
FKS, hitzeinaktiviert

Penicillin Streptomycin (10.000 U/ml)

RPMI-Medium-1640

2.9.4 Enzyme

Tag-Polymerase
Supercript I
DNase

2.9.5 Chemikalien

6 Aminohexansaure
2-Propanol

Agarose
Ammoniumchlorid
Ammoniumpersulfat
BCIP
Bromphenolblau
BSA

Borsaure
B-Mercaptoethanol
DMSO

dNTP

EDTA

Ethanol
Ethidiumbromid
Glycin

Magnesiumchlorid-Hexahydrat
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Biochrom
Biochrom

PAA Laboratories
Gibco

Gibco

Biochrom

Pharmacia Biotech
Invitrogen

Qiagen

Roth

JT Baker

Biozym

Merck

Sigma

Sigma

Roth

Serva

Roth

Merck

Sigma

Pharmacia Biotech
Merck
Zentralapotheke Uni Rostock
Stratagene

Merck

Roth



Methanol

Milchpulver
Natriumchlorid

NBT

N, N, Dimethylformamid
Pefablock SC-Protease Inhibitor
Propidiumiodid
Salzsaure

SDS

TEMED

Tris Base

Triton X-100
Trypanblau

2.9.6 Puffer und Losungen
1x TBST (pH 8,0)

AP-Puffer (pH 9,5)

Anode | Puffer

Anode Il Puffer

Labscan Analytical Sciences
Roth

Merck

Sigma

Merck

Roth

Sigma

Zentralapotheke Uni Rostock
Serva

Sigma

Roth

Sigma

Sigma

Natriumchlorid
Tris Base
Triton X-100
Aqua dest.
Tris Base
Natriumchlorid

Magnesiumchlorid-
Hexahydrat
Aqua dest.

Tris Base
Methanol
Aqua dest.
Tris Base
Methanol
Aqua dest.
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8,76
1,21
0,5

ad 100
12,1
5,84
0,2

ad 1000
3,63
200
ad 1000
36,3
200
ad 1000

ml

ml

ml

ml

ml

ml

ml



Kathodenpuffer

BCIP-Lésung

NBT-Losung

BCIP/NBT-Gebrauchslésung

Pefabloc 100 mM

Lysepuffer

2 x Probenpuffer

Sammelgelpuffer (pH 6,8)

Tris Base
6-Aminohexansaure
Methanol

Aqua dest.
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-
phosphat-p-Toluidin-Salz
N,N-Dimethylformamid
Nitrotetrazoliumblauchlorid
N,N-Dimethylformamid
AP-Puffer

BCIP-Lésung
NBT-Losung

AP-Puffer

Pefabloc

Aqua dest.

PBS

NP 40

Pefabloc (100 mM)

SDS

Glycerin

EDTA (5 mM, pH 8)
Sammelgelpuffer

Bromphenolblau

Aqua dest.
Tris Base
SDS

Aqua dest.
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3,028
5,25
200

ad 1000
7,5

500

400
100
500
500
ad 50
100
ad 4,20
750
250
20
3,8
22

2

25

1
Spatelspitze
ad 100

6,06
0,4
ad 100

ml
ml

mg



Trenngelpuffer (pH 8,8)

3 x Elektrophoresepuffer

0,5x TBE

SDS-Polyacrylamid-
Trenngel 8%

SDS-Polyacrylamid-

Sammelgel

Tris Base
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3 Ergebnisse

3.1 Vigilin-Expression in Zellen der AML

Zu Beginn wurde der Nachweis der Vigilin-Expression auf mRNA-Ebene
durchgefiihrt. Dazu wurden immer mindestens 1 x 108 Zellen lysiert um 1 ug RNA zur
reversen Transkription einsetzen zu kénnen. Die aus der dann folgenden PCR
entstandenen Produkte wurden auf Agarosegelen aufgetrennt. Der positive
Nachweis gelang in Zellen der AML-Zelllinien HL60 und NB4 und in de novo Blasten
von erkrankten Patienten. Von 14 untersuchten Patienten konnte in 11 Proben die
mRNA und in 5 das Vigilin-Protein nachgewiesen wurde (Tabelle 11). Abbildung 8
zeigt eine exemplarische Darstellung der PCR-Ergebnisse fiur die Zelllinien HL60,
NB4 und 10 Patienten. Als Kontrolle nutzten wir gegenuber dem 161 bp schweren
Vigilin-PCR-Produkt das 350 bp R2-Mikroglobulin als Referenzgen.

Tabelle 11  mRNA und Protein-Nachweis in de novo-AML Blasten

Patient mRNA Protein
P1 Positiv Negativ
P2 Positiv Positiv
P3 Positiv n.b.

P4 Positiv n.b.

P5 Positiv Negativ
Pg Positiv Negativ
P7 Positiv n.b.

P8 Positiv Negativ
P9 Positiv Positiv
P10 Positiv Positiv
P11 Positiv n.b.
P12 n.b. Positiv
P13 n.b. Positiv
P14 n.b. Negativ

(n.b. = nicht bestimmt)
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Abbildung 8 Vigilin-mRNA-Expression

Vigilin-mRNA-Expression in den Zelllinien HL60 und NB4 und de novo AML-Zellen (P1 bis P3 und P5 bis P11).
K: Kontrolle; P: Patienten

Der Nachweis von Vigilin auf Proteinebene erfolgte mittels Western Blot. Hierflr
wurden von den Zelllinien 80 pg Protein und von den Patientenproben bis zu 240 ug
Protein aufgetragen. Da nicht von allen Patienten ausreichend Material zur
Verfligung stand, konnten nicht alle Proteinlysate fir den Western Blot genutzt bzw.

miteinander verglichen werden.

In beiden AML-Zelllinien sowie in den Patientenproben konnte ein positiver
Vigilinnachweis erbracht werden. Ein exemplarisches Western Blot-Ergebnis ist in
Abbildung 9 dargestellt.
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Hep2 HL60 NB4 P9 P12 P13 P14

Vigilin

Abbildung 9 Vigilinprotein-Expression

Vigilinprotein-Expression in den AML-Zelllinien HL60, NB4 und 4 de novo AML-Zellen (P). Nachweis des

gebundenen Primarantikérpers durch eine an den Sekundar-Antikérper gebundene alkalische Phosphatase.

3.2 Transfektionsergebnisse

Zur Transfektion wurde die Methode der Elektroporation genutzt. Diese wurde in vier
voneinander unabhangigen Versuchen durchgefuhrt. Zum Ausschluss unspezifischer
Hemmeffekte wurde eine mit Alexa Fluor markierte unspezifische siRNA genutzt. Es
wurden 1 x 107 Zellen der Zellinien HL60 und NB4 elektroporiert. Die
Transfektionseffizienz wurde mittels konfokaler Laserrastermikroskopie und
Durchflusszytometrie bestimmt. AnschlieRend erfolgte die Kultivierung uber 96
Stunden. Untersuchungen zum Einfluss von Vigilin auf die Zellproliferation wurden
mithilfe des WST-1 Tests  durchgefuhrt. AuRerdem wurde der Anteil frGh- und
spatapoptotischer und nekrotischer Zellen bestimmt. Die abschlieRende Prufung zur

Effizienz der Vigilinhemmung erfolgte mittels Western Blot.

3.2.1 Ergebnisse der Transfektionseffizienz

Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz dienten die Durchflusszytometrie und die
konfokale Laser-Rastermikroskopie (LSM). Im Gegensatz zur Durchflusszytometrie,
welche nur das reine Fluoreszenzsignal messen kann, gelingt bei der LSM durch die
Darstellung der Zelle in differenten Schichten eine genaue Lokalisation der siRNA.
Dies ist von Bedeutung, da nur die intrazellular lokalisierte siRNA den gewilinschten
Effekt der RNA-Interferenz bewirken kann.
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3.2.1.1 Konfokale Laserrastermikroskopie

Sechs Stunden nach Elektroporation der Zellen wurde die Transfektionseffizienz am
konfokalen Laserrastermikroskop bestimmt. Es wurden jeweils 100 Zellen ausgezahlt
und die Anzahl der intakten Zellen mit griner Fluoreszenz bestimmt. Das rote Signal
der Farbstoffes PKG26GL diente zur genauen Detektion von Zellen mit intakter
Zellmembran. Da eine Zellzahlung nur einen ungefahren Wert angeben kann, diente
diese Methode zu einer ersten Abschatzung der Transfektionseffizienz und korrekten
intrazellularen Lokalisierung der siRNA (siehe Abbildung 10). In beiden Zelllinien lag
der Anteil der korrekt transfizierten Zellen mit intrazellular lokalisierter siRNA bei Uber
90%.

HL60

NB4

Abbildung 10 Ermittlung der Transfektionseffizienz mittels LSM

In der oberen Reihe (A und B) sind die LSM-Aufnahmen nach Transfektion der Zelllinie HL60 und in der unteren
Reihe (C und D) die der Zelllinie NB4 dargestellt. Das jeweils rechte Bild ist eine vergrofRerte Darstellung . Der
intrazelluldre Raum stellt sich aufgrund des Eindringens der AlexaFluor488-siRNA griin dar und erlaubt nach
Auszahlen einer reprasentativen Anzahl an Zellen, eine Abschatzung der Transfektionseffizienz. Hier zeigte sich

eine Transfektionseffizienz von Giber 90% in beiden Zelllinien.
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3.2.1.2 Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrisch konnten die in der LSM gesehenen Ergebnisse bestatigt

werden (siehe Abbildung 11). Fiur die Messung wurden jeweils 2 x 10

5 Zellen

verwendet. Es zeigte sich eine Transfektionsrate bei HL60 mit 97,5% und NB4 mit

97.2%.
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Abbildung 11 Bestimmung der Transfektionseffizienz bei HL60 und NB4

Wie unter 2.4.1.

erlautert wurde die Transfektionseffizienz an den beiden Zelllinien HL60 und NB4 am

Durchflusszytometer bestimmt. In beiden Zelllinien wurde eine Rate von uUber 97% transfizierter Zellen erreicht.

3.2.2 Ergebnisse des Western Blot

In den Abbildung 12 und Abbildung 13 sind die Western Blots der beiden Zelllinien

HL60 und NB4 nach erfolgter Transfektion zu den entsprechenden Messzeitpunkten

zu sehen. Es wurden jeweils 60 ug Gesamtprotein aufgetragen. Die behandelten

Zellen der Zelllinie HL60 zeigen keine Anderung der Vigilinexpression im Vergleich

zur Kontrollgruppe und der Expression der Zellen die mit der unspezifischen siRNA

behandelt wurden.
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In den NB4-Zellen stellt sich bei den mit der Vigilin-siRNA behandelten Zellen,
insbesondere zu den Messzeitpunkten 48 bis 96 Stunden, eine schwachere

Vigilinbande im Vergleich zur konstanten Bande der Kontrolle und der unspezifischen
siRNA dar.

Western Blot HL60

K24 K48 K72 K96 AS24 AS48 AS72 AS96 Vig24 Vigd8 Vig72 Vig96

Vigiin  ——>

Tubulin C——>

Abbildung 12 Vigilin-Protein-Expression nach Transfektion der Zelllinie HL60

Darstellung der Vigilin-Expression mittels Western Blot nach der siRNA-Transfektion der Zelllinie HL60. Zum
Nachweis wurde die Methode der Chemielumineszenz genutzt. K: unbehandelte Zellen. AS: Zellen die mit der

unspezifischen AlexaFluor-siRNA behandelt wurden. Vig: Zellen die mit der spezifischen Vigiln-siRNA behadelt
wurden. 24, 48, 72, 96: Messzeitpunkte in Stunden.

Western Blot NB4

K24 K48 K72 K96  AS24 AS48 AS72 AS96 Vig24 Vigd8 Vig72 Vig9e

Vigiin  ——> M *” —

Todin > o e - '

Abbildung 13 Vigilin-Protein-Expression nach Transfektion der Zelllinie NB4

Darstellung der Vigilin-Expression mittels Western Blot nach der siRNA Transfektion der Zelllinie NB4. Zum
Nachweis wurde die Methode der Chemielumineszens genutzt. K: unbehandelte Zellen. AS: Zellen die mit der

unspezifischen AlexaFluor-siRNA behandelt wurden. Vig: Zellen die mit der spezifischen Vigiln-siRNA behadelt
wurden. 24, 48, 72, 96: Messzeitpunkte in Stunden.
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3.2.3 Ergebnisse der Zellzahlung

Die Zellen wurden nach der Inkubation geerntet und in der Neubauerzahlkammer
gezahlt. Bis auf die Kontrolle in der Zelllinie HL60 zeigte sich in allen anderen
Gruppen eine stetige Zunahme der Zellzahl (siehe Abbildung 14). Bis auf einen
signifikanten Unterschied in der Zelllinie NB4 zwischen den Zellen die mit der
spezifischen siRNA und den Zellen, die mit der unspezifischen siRNA behandelt
wurden zeigte sich in beiden Zelllinien kein signifikanter Unterschied zwischen den
mit der Vigilin-siRNA transfizierten Zellen gegenuber den Zellen der Kontrolle und

denen, die mit der unspezifischen siRNA transfiziert wurden.

Zellzahl HL60 Zellzahl NB4
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5 —
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Abbildung 14 Bestimmung der Zellzahl nach Transfektion bei HL60 und NB4

Die Diagramme stellen die Zellzahl der verschiedenen Zellgruppen Uber 96 Stunden dar. Es zeigt sich, bis auf die
Kontrollgruppe der HL60-Zelllinie eine stetige Zunahme der Zellzahl, ohne Hinweis auf eine
Proliferationshemmung der mit der Vigilin-siRNA transfizierten Zellen. K: unbehandelte Zellen. AS: Zellen die mit
der unspezifischen AlexaFluor-siRNA behandelt wurden. Vig: Zellen die mit der spezifischen Vigiln-siRNA
behandelt wurden. 24, 48, 72, 96: Messzeitpunkte in Stunden. * p <0,05

3.2.4 Ergebnisse des WST1-Test

Der WST1-Test dient zum Nachweis metabolisch aktiver Zellen. In der Zelllinie HLG60
zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Zellen die mit der Vigilin-
siRNA transfiziert wurden und der Kontrolle. Ansonsten konnte in beiden Zelllinien
keine signifikante Anderung der Aktivitat der mit der Vigilin-siRNA behandelten
Zellen, im Vergleich zur Kontrolle und zu den mit der unspezifischen Alexa-siRNA

transfizierten Zellen, gesehen werden. Es bestand somit keine Einschrankung der
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Proliferation der mit Vigilin-siRNA behandelten Zellen. In Abbildung 15 ist dies

grafisch dargestellt.

Der Wert bei 96 Stunden der HL60-Zellen (im Diagramm nicht dargestellt) ist dadurch
zu erklaren, dass die Zellen ungehemmt proliferierten und durch den dadurch
erhohten Metabolismus sehr hohe Mengen an Tetrazoliumsalzen umsetzten, und
eine stark dunkelrote Zellsuspension entstand,  die vom Photometer Werte der
Einzelansatze aulerhalb des messbaren Bereiches erbrachten, und somit nicht

verwertbar waren.
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Abbildung 15 Metabolische Aktivitét nach Transfektion bei HL60 und NB4

In den Diagrammen ist die Absorption der WST1-Messung als Surrogat-Marker fiir die metabolische Aktivitat der
Zellen Uber die Zeit dargestellt. In allen drei Gruppen konnte kein Unterschied der metabolischen Aktivitat und
damit keine Einschrankung der Proliferation, gesehen werden. K: unbehandelte Zellen. AS: Zellen die mit der
unspezifischen AlexaFluor-siRNA behandelt wurden. Vig: Zellen die mit der spezifischen Vigiln-siRNA behandelt
wurden. 24, 48, 72, 96: Messzeitpunkte in Stunden. * p <0,05

3.2.5 Ergebnisse der Durchflusszytometrie

Mit der Methode der Durchflusszytometrie konnte neben der Transfektionseffizienz
die Differenzierung zwischen frihapoptotischen, spatapoptotischen und nekrotischen
Zellen erfolgen. Ausgehend davon, dass eine spezifische Hemmung des Vigilins in
den Zellen eine frihe Signalkaskade initiiert, wirden die Zellen den kontrollierten
Zelltod einleiten. Dem gegenuber stehen die nekrotischen Zellen, die vorwiegend

durch die Elektroporation stark geschadigt wurden.
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Es gab keinen signifikanten Unterschied im Anteil der nekrotischen (Propidiumiodid
und Annexin V positiv) und frihapoptotischen (Annexin V positiv und Propidiumiodid
negativ) Zellen der Kontrolle im Vergleich zu den Zellen die mit der unspezifischen

siRNA und denen die mit der Vigilin siRNA transfiziert wurden.
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Abbildung 16 Friih- und spatapoptotische Zellen nach Transfektion von HL60

In den beiden Diagrammen ist der Anteil der friihapoptotischen und spatapoptotischen/nekrotischen Zellen der
Zelllinie HL60 Uber die Zeit aus vier unabhangigen Versuchen dargestellt. K: unbehandelte Zellen. AS: Zellen die
mit der unspezifischen AlexaFluor-siRNA behandelt wurden. Vig: Zellen die mit der spezifischen Vigiln-siRNA
behandelt wurden. 24, 48, 72, 96: Messzeitpunkte in Stunden.

In Abbildung 16 sind die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Bestimmung der
frih- und spatapoptotischen Zellen dargestellt. In der behandelten Zelllinie HL60 war
der Anteil der frihapoptotischen Zellen in der Gruppe der unspezifischen siRNA im
Vergleich zur spezifischen Vigilin-siRNA nach 24 Stunden fast identisch (25,2% vs
25,2 %). Auch im weiteren Verlauf war die Differenz zu keinem Messzeitpunkt groRer
als 1,2% und somit nicht signifikant. Ebenfalls nicht signifikant ist der Unterschied
zwischen den mit der spezifischen Vigilin-siRNA transfizierten Zellen und der
Kontrolle. Der Anteil der nekrotischen Zellen allerdings lag in der Kontrollgruppe zu
jedem Messzeitpunkt etwas hoher (Maximum 24 Stunden mit 44,9%) als in den
Zellen die mit der siRNA transfiziert wurden (unspezifische siRNA 24 Stunden 30,4%;
Vigilin-siRNA 33,7%). Zwischen den beiden Gruppen der Zellen die transfiziert
wurden bestand auch beim Anteil der nekrotischen Zellen kein signifikanter

Unterschied.
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Abbildung 17 Frih- und spatapoptotische Zellen nach Transfektion von NB4

Beide Diagramme zeigen den Anteil der frihapoptotischen und nekrotischen Zellen der Zelllinie NB4 tber die
Zeit. K: unbehandelte Zellen. AS: Zellen die mit der unspezifischen AlexaFluor-siRNA behandelt wurden. Vig:
Zellen die mit der spezifischen Vigiln-siRNA behandelt wurden. 24, 48, 72, 96: Messzeitpunkte in Stunden.
*p <0,05

Auch in den behandelten Zellen der Zelllinie NB4 zeigte sich kein signifikanter
Unterschied im Anteil der frUhapoptotischen Zellen (siehe Abbildung 17). Das
Maximum zeigten die mit der Vigilin-siRNA behandelten Zellen nach 24 Stunden mit
33,5%. Im Vergleich dazu zeigten Zellen, die mit der unspezifischen siRNA behandelt
wurden, einen Anteil von fruhapoptotischen Zellen von 31,9%. In der Kontrollgruppe
lag dieser Anteil nach 24 Stunden bei 31,6%.

Ein signifikanter Unterschied zeigte sich im Anteil der nekrotischen Zellen der Zellen
die mit der spezifischen siRNA behandelt wurden, gegenuber den Zellen die mit
unspezifischen siRNA transfiziert wurden. Das Maximum an nekrotischen Zellen,
nach 24 Stunden mit einem Anteil von 41,4%, zeigten diejenigen, die mit der
AlexFluor-siRNA behandelt wurden.

In beiden Zelllinien zeigten alle drei Gruppen im beobachteten Zeitraum von 96
Stunden eine stetige Verminderung des Anteils der frihapoptotischen und
nekrotischen Zellen. Weder durch die spezifische Vigilin-siRNA, noch durch

unspezifische Effekte der Transfektion war eine Proliferationshemmung nachweisbar.
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4 Diskussion

Die akute myeloische Leukamie des Erwachsenen ist trotz moderner intensiver
Therapiestrategien wie Polychemotherapie, allogener Blutstammzelltransplantation
und neu entwickelter Medikamente eine bosartige Erkrankung der Hamatopoese mit
nur maliger Heilungsrate. Abhangig vom Alter des Patienten, seinen
zytogenetischen Veranderungen und seines Allgemeinzustandes variiert die
Uberlebenswahrscheinlichkeit zwischen 10 und 40% (Appelbaum et al., 2006;
Juliusson et al., 2009). Neuere Medikamente die auf molekularbiologischer und/oder
molekulargenetischer Ebene einen Therapieansatz schaffen (z.B.
Deacetylaseinhibitoren), haben sich als wirksam in der Behandlung der AML
erwiesen (Abaigar et al., 2013; Estey, 2013).

Das KH-Domanen-Protein Vigilin wurde in der hier vorliegenden Arbeit auf seinen
Einfluss auf Proliferation und Apoptose in Zellen der akuten myeloischen Leukamie
untersucht, um seine Eignung als mdgliches therapeutisches Zielprotein zu ermitteln.
Die Bedeutung des Vigilins konnte in der Vergangenheit in Zelllinien solider Tumoren
erforscht werden (Duan et al., 2011). Durch seinen Einfluss auf die
posttranskriptionelle Genregulation zeigte eine Hemmung dieses Proteins eine
deutliche Abnahme der Synthese- oder Proliferationsleistung der Zielzelle (Schuh et
al., 2003). Ebenfalls nachgewiesen wurde es in Zellen der akuten lymphatischen
Leukamie, allerdings zeigte eine Hemmung des Vigilins mittels siRNA in diesen
Zellen keinen Anderung der Proliferationsrate der in dieser Arbeit verwendeten
Zelllinien (Schult, 2008).

In dieser Arbeit sollten nun Daten zur Expression von Vigilin in AML-Zelllinien und
AML-de novo-Blasten gesammelt werden. Durch Hemmung des Vigilins mittels RNA-
Interferenz sollte eine mdgliche essentielle Bedeutung fur die Genregulation durch

Vigilin nachgewiesen werden.

Es konnte gezeigt werden, dass Vigilin in den AML-Zelllinien HL60 und NB4 sowohl
auf mRNA- als auch auf Proteinebene exprimiert wird. In den de novo-AML-Blasten
des untersuchten Patientenmaterials (n=14) konnte in 11 Proben die mRNA und in 5
Proben das Protein nachgewiesen werden. Bei den anderen Proben war die Menge
des verfugbaren Materials begrenzt so dass ein Nachweis des Vigilin-Proteins nicht

erbracht werden konnte. Um eine valide Bewertung der Expression von Vigilin in
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de novo-Blasten zu erhalten, sollte eine deutlich hdhere Anzahl an Patientenprobe

untersucht werden.

Die Vigilin-Expression wurde schon mehrfach in gesunden Geweben und
Tumorzellen nachgewiesen (Duan et al., 2011; Neu-Yilik et al., 1993). Neu-Yilik et al.
konnten Vigilin in Zelllinien der akuten lymphatischen Leukamie nachweisen. Erste
Untersuchungen zur Proliferation der lymphatischen Leukamiezellen zeigten keinen

wesentlichen Einfluss des Vigilins auf das Wachstumsverhalten (Schult, 2008).

Die Zelllinien HL60 und NB4 zeigten eine deutlich hohere Vigilin-Expression als die
Proben der de novo-AML der Patienten. Ob diese Unterschiede durch die differente
Zytogenetik der immortalisierten Zellen gegenuber den de novo-Blasten zustande
kommt ist unklar (Dirks and Drexler, 2004). Andere Untersuchungen zeigten
veranderte Expressionmuster verschiedener Proteine schon zwischen den Zelllinien
(Lee et al., 2002) aber auch zwischen Zelllinien und de novo-Material (Leupin et al.,
2006).

Eine fehlende Vigilin-Expression zeigt sich in peripheren mononuklearen Zellen
gesunder Probanden (Schult, 2008). Allerdings zeigen neuere Ergebnisse dass
Vigilin auch in gesunden Zellen exprimiert wird und dort maligeblich an

intrazellularen Prozessen beteiligt ist (Lu et al., 2012).

Eine Hemmung des Vigilingens durch Antisense-Oligo-DNA in der Zelllinie HEp2
fuhrte zu einer erhdhten Apoptoserate durch das Fehlen von Vigilin (Schuh et al.,
2003). Vorausgegangen sind Untersuchungen die zeigten, dass ein Fehlen des
Vigilins die Apoptose ausldst (Goolsby and Shapiro, 2003).

Ob ahnliche Effekte in Zellen der AML induzierbar sind, sollte in dieser Arbeit
ebenfalls untersucht werden. Zur Hemmung des Vigilingens wurde der Prozess der
RNA-Interferenz gewahlt. Es wurden die nach Goolsby und Shapiro ermittelten
spezifischen siRNA-Molekile Vig1 und Vig 2 zusammen im Verhaltnis 1:1 genutzt
und mittels Elektroporation in die Zielzelle transfiziert, und sehr hohe

Transfektionsraten erzielt (Goolsby and Shapiro, 2003).

In Vorversuchen wurde die zu diesem Zeitpunkt erhaltliche effektivste Methode zur
Transfektion ermittelt (Schult, 2008). Auch heute stellt die Methode der
Elektroporation/Elektropermeabilisation eine effektive Methode zur Transfektion dar
(Teissie and Golzio, 2014; Walters et al., 2005; Wei et al., 2008). Das fruhere
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Problem der sehr niedrigen Transfektionseffizienz und mangelhaften Qualitat der
siRNA-Transfektion in Suspensionszellen konnte durch Weiterentwicklung und
Optimierung der Transfektionsbedingungen groRtenteils behoben werden
(Ovcharenko et al., 2005). Bei der Methode der Elektroporation konnte
nachgewiesen werden, dass selbst in Zellen mit gleicher Gewebezugehdarigkeit, aber
unterschiedlichem Phanotyp und/oder Zytogenetik durch minimale Anderungen der
Spannung, des Widerstandes und des Feldpotentials deutlich bessere

Transfektionsraten erzielt wurden (Jordan et al., 2008).

Zur Uberprufung einer Suppression des Vigilin wurde dessen Protein-Expression
mittels Western Blot Gber die Zeit kontrolliert. Eine Kontrolle auf mMRNA-Ebene
erfolgte nicht, da davon auszugehen war, dass durch Degradierung mittels RNA-
Interferenz die Vigilin-mRNA-Konzentration deutlich abnimmt, und somit keine
Translation in das funktionelle Vigilin-Protein erfolgt. Im Gegensatz zu den
transfizierten Zellen der Zelllinie HL60 konnte in den Zellen der Zelllinie NB4 eine
Abnahme der Vigilinexpression der mit der spezifischen siRNA transfizierten Zellen,
im Vergleich zu denen, die mit der unspezifischen siRNA transfizierten Zellen,
insbesondere zu den Messzeitpunkten 48 und 72 Stunden, gesehen werden.
Inwieweit dies auf ein methodisches Problem oder den unterschiedlichen Phanotyp
der beiden Zelllinien zurlck zu fluhren ist, ist zu diesem Zeitpunkt noch unklar.
Bekannt ist, dass der, der PML zugrundeliegende Pathomechanismus des
fehlregulierten ATRA-Rezeptors fur eine Proliferationsinduktion in diesen
Leukamiezellen verantwortlich ist. Durch Rekrutierung von Histon-Deacetylasen
kommt es zur Bildung von Heterochromatin, und somit zu einer
Transkriptionshemmung mit folgendem Differenzierungsarrest  und Bildung eines
malignen Zellklons (Grignani et al., 1998). Darauf aufbauende Untersuchungen
ergaben Hinweise, dass weitere Mechanismen zur Transkriptionshemmung durch
den mutierten ATRA-Rezeptor eine wesentliche Rolle spielen (Ozpolat et al., 2007;
Segalla et al., 2003). Es kdnnte also anzunehmen sein, dass eine Vigilinhemmung
mittels siRNA in Zellen die den mutierten ATRA-Rezeptor tragen, durch weitere
Signalwege und posttranskriptionelle und posttranslationale Vorgange beeinflusst

wird.

Eine weitere Erklarung der reduzierten Vigilinproteinsynthese in den NB4-Zellen
konnte die zentrale Stellung von Hsp90 und der von diesem Chaperone vermittelten

Stimulierung des Transkriptionsfaktors NF/kB in dieser Zelllinie darstellen (Jiang et
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al., 2011; Reikvam et al., 2009). Wie anfangs erwahnt zeigten neuere
Untersuchungen eine zentrale Rolle von Hsp90 fur die RNA-Interferenz. Es kénnte
also in den Zellen der Zelllinie NB4 aufgrund einer aktiveren Chaperone-Wirkung von
Hsp90 zu einer effektiveren Hemmung durch die Vigilin-siRNA gekommen sein. Ob
diese Annahme Bestand hat, miussen weitere Untersuchungen bezlglich der

Steigerung der Effektivitat der induzierten RNA-Interferenz klaren.

Zur Kontrolle des Einflusses der Vigilinhemmung auf den Metabolismus und somit
auch auf die Proliferationsrate der transfizierten Zellen wurden diese zu den
festgelegten Zeitpunkten gezahlt und eine Kontrolle des aktiven Metabolismus mittels
des WST1-Tests durchgefihrt. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede,
weder in der Zelllinie HL60 noch NB4, in der Aktivitat der Atmungskette und der
Proliferationsaktivitat der mit der spezifischen siRNA tranfizierten Zellen gegenuber
der Kontrolle und den Zellen die mit der unspezifischen siRNA behandelt wurden.
Auch wenn gezeigt wurde dass eine Vigilinhemmung in der Zelllinie NB4 erfolgte,
hatte diese doch keinen Einfluss auf das Wachstum der Zellen. Auch in der
genaueren Analyse zur Unterscheidung frihapoptotischer und nekrotischer Zellen
zeigen sich in beiden untersuchten Zelllinien keine Unterschiede zwischen der
Kontrolle bzw. den Zellen die mit der unspezifischen siRNA behandelt wurden und
den Zellen, die mit der Vigilin-siRNA transfiziert wurden. Somit kdnnen unspezifische
Effekte der Transfektion und/oder der induzierten RNA-Interferenz, wie zum Beispiel
Akivierung immunologischer Prozesse, ausgeschlossen werden (Forsbach et al.,
2012).

Die in der Zellzahlung, im WST1-Test und in der Durchflusszytometrie gemessenen
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen ergeben sich statistisch,
zeigten aber keinen Effekt auf zellularer Ebene und sind wahrscheinlich

zellbiologisch nicht signifikant.

Ein Ansatz zur Erklarung der fehlenden Vigilinhemmung koénnten neuere
Untersuchungen zur Wirkungsweise und Regulationsmechanismen der Wirkung der
RNA-Interferenz durch siRNA liefern. Es konnte gezeigt werden dass die Effektivitat
der RNA-Interferenz vom Ausmal} der Expression der Zielsequenz abhangt. Je
starker das kodierte Protein synthetisiert wird, umso groRRer ist der Effekt der RNA-
Interferenz (Hong et al., 2014). Ebenso zeigen sich auch Unterschiede in der

Sensibilitat der Zelllinien gegenltiber dem genutzten Mediator zum Erreichen der
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RNA-Interferenz. Es gibt Hinweise dass bestimmte Zellen eine effektivere Hemmung
der Proteinexpression durch lange doppelstrangige RNA (dsRNA) zeigen als durch
siRNA (Barry et al., 2013; Wang et al., 2013). An welche Ausgangsbedingungen in
der Zielzelle das geknUpft ist, beispielsweise Gewebetyp, Zielprotein oder Variabilitat

der Zielsequenz ist momentan noch unklar, und bedarf weiterer Untersuchungen.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit erstmalig eine Expression der Vigilin-
mMmRNA und des Vigilinproteins in Zellen der akuten myeloischen Leukamie in
Zelllinien und in de novo-Blasten gezeigt werden. Mittels Elektroporation konnte eine
effektive Transfektion der Vigilin-siRNA in die Zielzelle erreicht werden. Allerdings
erfolgte keine wirksame Hemmung der Vigilinproteinsynthese und somit keine, wie
anfangs angenommen, Hemmung der Proliferationsaktivitdt der Zielzelle durch
Apoptose-Induktion. Ob das an genetischen oder, wie bei der Zelllinie NB4 vermutet,
an molekulargenetischen Eigenschaften, oder an einer fur AML-Zelllinien ineffektiven
RNA-Interferenz liegt, muss durch weitere Untersuchungen geklart werden. Somit
kann, aufgrund dieser Arbeit, die Annahme, dass Vigilin ein potentiell therapeutisch

nutzbares Zielprotein in Zellen der AML sein kdnnte, nicht gestitzt werden.

52



5 Zusammenfassung

Die akute myeloische Leukamie im Erwachsenenalter ist trotz standiger
Weiterentwicklung der Therapiestrategien und Entwicklung neuer zielgerichteter
Medikamente eine maligne Systemerkrankung in dessen Behandlungsverlauf,
abhangig vom Subtyp und der Risikoeinteilung, nur malige Heilungsraten und oft

auch nur kurze progressionsfreie Intervalle erreicht werden.

Vigilin nimmt unter den KH-Domanen-Proteinen eine Sonderstellung ein und ist
Bestandteil eines Ribonukleoproteinkomplexes, der nach Bindung an die tRNA, diese
aus dem Zellkern in das Zytoplasma transportiert. Vigilin wurde in vielen Geweben
und Tumorzellen nachgewiesen. In fruheren Versuchen fuhrte eine Hemmung der
Expression des Proteins zu einer veranderten Syntheseleistung, Hemmung des
Wachstums und zu einer gesteigerten Apoptose. Vorversuche an Zelllinien der
akuten lymphatischen Leukamie (ALL) zeigten keine Hemmung des Vigilins durch
RNA-Interferenz, und somit erfolgte auch keine Veranderung der
Proliferationsaktivitat in diesen Zellen. Ob Vigilin in Zellen der akuten myeloischen
Leukdmie exprimiert wird, und eine Hemmung einen Effekt auf das

Wachstumsverhalten dieser Zellen hat, ist bisher noch unklar.

Vigilin konnte in den Zelllinien HL60 und NB4, sowie in de novo AML-Blasten auf
mRNA- und Protein-Ebene nachgewiesen werden. Der Nachweis erfolgte mittels
PCR und Western Blot. Die Bedeutung des Proteins und sein Einfluss auf den
Metabolismus und das Wachstum von AML-Zellen sollte durch den
Regulationsmechanismus der RNA-Interferenz geklart werden. Hierzu wurde eine
spezifische siRNA in Zellen der AML-Zelllinien HL60 und NB4 durch Elektroporation
transfiziert. Eine geringe Hemmung der Vigilinproteinexpression konnte Uber einen
Zeitraum von 96 Stunden nur in der Zelllinie NB4 zu den Messzeitpunkten 48 und 72
Stunden gezeigt werden. Allerdings hatte dies keinen Einfluss auf die durch den
WST1-Test ermittelte metabolische Aktivitat oder durch Zellzdhlung bestimmte
Proliferationsrate. Das gleiche Ergebnis zeigte sich auch in den Zellen der Zelllinie
HLG0, in denen keine Hemmung der Vigilinproteinexpression gelang. Eine Erhdhung
der Apoptoserate, wie sie in soliden Tumorzellen nach Ausschaltung des Vigilins
beschrieben ist, konnte ebenfalls nicht gezeigt werden. Die durchflusszytometrische
Analyse unter Verwendung von Annexin V und Propidiumiodid, zeigte keinen

signifikanten Unterschied im Anteil der fruhapoptotischen Zellen gegentber den
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spatapoptotischen/nekrotischen Zellen zwischen den mit der Vigilin-siRNA

transfizierten Zellen und den beiden Kontrollgruppen.

Abschliel3end zeigt diese Arbeit, dass eine Vigilinhemmung in Zellen der AML, die als
Suspensionszellen vorliegen, im Gegensatz zu den an soliden Tumorzellen
gemachten Beobachtungen, kaum oder nur partiell gelingt, und auch eine
erfolgreiche Ausschaltung keinen Einfluss auf die Proliferationsaktivitat hat.
Folgeuntersuchungen missen nun zeigen welche Ursachen einer ineffektiven RNA-

Interferenz zugrunde liegen, um diese zu optimieren.
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6 Thesen

1. Die akute myeloische Leukamie ist eine maligne hamatologische
Systemerkrankung die zur Zeit nur durch eine Polychemotherapie oder eine

allogene Stammzelltransplantation heilbar ist.

2. Gezielte Therapeutika, im Sinne einer signalwegspezifischen Therapie (targeted

therapy), sind zur Zeit nicht vorhanden.

3. Das Multi-KH-Domanen-Protein Vigilin ist an entscheidenden mRNA- und tRNA-

Transportvorgangen beteiligt.

4. Eine Uberexpression dieses Proteins wurde bereits in einigen Tumorzelllinien
nachgewiesen und konnte auch bei Zellen der akuten myeloischen Leukamie

vorliegen.

5. Eine Hemmung in Zelllinien einer Larynxkarzinomzelllinie (HEp2) und einer
Cervixkarzinomzelllinie (HeLa) fuhrten zu signifikanten Proteinsynthese-

veranderungen.
6. Vigilin ist in Zellen mit ausgepragter Proteinsyntheseleistung uberexprimiert.

7. Es wird die Hypothese untersucht, dass die Hemmung der Vigilinsynthese in
Zellen der akuten myeloischen Leukamie zu einer Anderung der Proliferationsrate

des malignen Zellklons fuhrt.

8. Bei verminderter Proteinsynthese durch den fehlenden mRNA- und tRNA-
Transport kdnnen essentielle Stoffwechselwege der Zelle nicht mehr aufrecht

erhalten werden und die Zelle leitet folglich die Apoptose ein.

9. Die Methode der RNA-Interferenz ist ein natlrlich ubiquitdr vorkommender

Mechanismus zur Genregulation in eukaryoten Zellen.

10. Suspensionszellen lassen sich, im Vergleich zu adharenten Zellen, schwerer

transfizieren.

11. Die effektivste Methode zur Transfektion von siRNA in Suspensionszellen ist die

Elektroporation.
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12. Zur Ermittlung einer ausreichenden Herunterregulierung des Vigilingens ist der

negative Nachweis mittels des Western Blot eine ideale Methode.

13. Um den Effekt der fehlenden Vigilinexpression zu validieren, sollte die Zellzahl
der an sich rasch proliferierenden AML-Zelllinien HL60 und NB4, Uber die Zeit

abnehmen bzw. zumindest stagnieren.

14. Einer Abnahme der Proliferationsaktivitit geht eine Verminderung des
Metabolismus der AML-Zelllinien HL60 und NB4 voraus. Diese kann mit dem
WST1-Test objektiviert werden.

15. Sollte Vigilin, im Gegensatz zu den Tumorzelllinien HEp2 und HelLa, in den AML-
Zelllinien HL60 und NB4 nicht exprimiert sein, wird eine Hemmung der

Vigilinexpression keinen Effekt zeigen.

16. Sollte trotz Uberexpression und erfolgreicher Herunterregulierung des Vigilingens
in den AML-Zelllinien HL60 und NB4 kein Effekt messbar sein, ist anzunehmen
dass Vigilin keinen entscheidenden Einfluss auf den Metabolismus und/oder die

Proliferationsaktivitat in diesen Zelllinien hat.

17. Eine Hemmung des Vigilingens mittels RNA-Interferenz in den AML-Zelllinien
HL60 und NB4 kann zu einem gesteigerten Metabolismus und/oder einer

gesteigerten Proliferationsaktivitat fihren.

18. Signifkante Veranderungen im Metabolismus der Zielzelle, die durch eine
Hemmung des Vigilingens bedingt sind, kdnnen therapeutische Ansatze in der

Behandlung maligner Erkrankungen darstellen.
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