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Abstract

Ilona Vogt-Humberg

Propagierung hamatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen mit Hilfe induzierbare
T-Zell-Faktoren und Identifizierung unbekannter mMRNA-Spezies
mittels der Differential Display Technik

Aktivierte T-Zellen kdnnen durch Sekretion verschiedener Zytokine nicht nur die Ausbildung
von Immunre&ktionen beeinflussen, sondern auch regulatorisch auf die induzierte Hamato-
poese e@nwirken. Da eine verbesserte in vitro Expandierung eine wichtige Vorausstzung fur
die breitere therapeutische Anwendung von hdmatopoetischen Stammzelen aus Nabelschnur-
blut (NSB) und peripherem Blut (PB) darstellt, besteht derzeit ein grof3es Interesse a1 noch
unbekannten hamatopoetischen Wachstumsfaktoren. Die hier vorliegende Arbeit soll als
Basis fur die kunftige Identifizierung und Charakterisierung hamatopoetischer Wadstums-
faktoren aus aktivierten T-Zellen dienen. Dazu sollten zunéchst Hinweise fur die Existenz
noch unbekannter hdmatopoeserelevanter Faktoren gefunden, und danach ein Verfahren zur
| dentifizierung unbekannter MRNAS etabliert werden.

Durch Kulturtiberstande &tivierter T-Zellen und Reinigungsfraktionen einer IL-2-Produktion
(SFO, SF1 und SF3) IaRt sich die Proliferation friher, linienunspezfischer CD34'CD38-
Vorlauferzellen anregen. Dabei war die Zellvermehrung duch niedrige Zytokinkonzen-
trationen und antagonistische Effekte avischen aktivierenden und inhibierenden Zytokinen
begrenzt. Entgegen den mit rekombinanten Zytokinen herbeigefiinrten Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen, konnten die hier verwendeten Zytokinkombinationen aufgrund ihrer
Zusammensetzung und Konzentration Zellen aus PB zu stérkerer Proliferation anregen als
Zellen aus NSB. Bel Experimenten mit der Reinigungsfraktion SF3 konnten erstmals
Hinweise auf hdmatopoesa nhibierende Eff ekte des Zytokins RANTES gefunden werden.

Die Hypothese, dal3 de beiden Zytokine LIF und FL die Expression von Rezeotoren fir
stimulierende und inhibierende Wachstumsfaktoren steigern und so die Proliferation von
CD34°CD38-Zellen rur indirekt beeinflussen, konnte wahrend der Kombinationsexperimente
mit der Reinigungsfraktion SF1 mit LI1F und/oder FL aufgestellt werden.

Unbekannte Faktoren in der Reinigungsfraktion SF1 inhibierten bei zusdtzlicher Gabe der
Zytokine G-CSF, IL-3 und IL-6 de Proliferation der CD34'- und CD34'CD38-Zellen aus
PB, wahrend wiederum andere unbekannte Faktoren im Eluat der Concanavalin A (ConA)-
Chromatographie von SFO die Proliferation der Zellen aus NSB stimulierten.

Mittels mRNA-Differential-Display wurden funf Fragmente noch unbekannter mRNAS
identifiziert, deren Expression durch die Aktivierung mit dem Phorbolester PMA (4[3-
Phorbol-12-myristat-13-acstat) und dem Kalziumionophor A23187 induziert wurde. Durch
RT-PCR konnten zwel dieser mRNAS erstmals nach 24 h, zwei weitere mRNAS nach 48 h
und die finfte mMRNA erstmals nach 72 h Stimulation nachgewiesen werden.

Die Synthese von drei der flinf unbekannten mRNAs konnte auch durch die Aktivierung der
T-Zellen mit ConA und PHA-M (Phytohdmagglutinin-M) indwziert werden. Eine mRNA war
nur durch PHA-M, aber nicht durch ConA indwzierbar und eine weitere mRNA war weder
durch ConA noch durch PHA-M indwzierbar. Dadurch wird belegt, dal3 de beiden zuletzt
beschriebenen mMRNASs entweder Uber andere Aktivierungswege oder durch andere T-Zell-
Subpopulationen gebildet werden als die drei anderen mRNAS.

Schlagworte: CD34"-Zellen; hamatopoetische Wachstumsfaktoren; mRNA Differential
Display



Abstract

Ilona Vogt-Humberg

Propagation of hematopoietic stem and progenitor cells with inducible t-cdl fadorsand
identification of unknown mRNA spedeswith the differential display technology

By secreting different cytokines, adivated t-cell s influence immune reacdions as well as they
possibly regulate induced hematopoiesis. Since an improved in vitro expansion can provide a
basis for a broader therapeutic use of hematopoietic stem cells from umbilical cord or
peripheral blood, interest in unknown hematopoietic growth fadors will increase. The am of
this investigation is to show the way for the future identification and charaderisation of
adivated t-cell derived hematopoietic growth fadors. Therefore, it is necessary to find
evidences for the existence of presently unknown hematopoietic factors and to establish a
method for the identification of the corresponding mRNAS.

Proliferation of ealy, lineage-unspecific CD34'CD38-progenitor cells was gimulated by
culture supernatants of adivated t-cells and fradions of an IL-2 production (SFO, SF1, and
SF3). Within these experiments, proliferation was limited by low cytokine concentrations and
antagonistic effeds between adivating and inhibiting cytokines. Contrary to the results of
other reseach groups that used recombinant cytokines, the ingredients and concentrations of
the cytokine combinations used for this investigation induced a higher proliferation of
peripheral blood cells than of umbilical cord blood cdls. Furthermore, first indicaions for
RANTES as a hematopoietic inhibitor resulted from experiments with the fraction SF3.
Experiments with different combinations of SF1 with LIF and/or FL lead to the supposition
that the two cytokines LIF and FL may increase the expresson of receptors for stimulating
and inhibiting gowth fadors. According to this supposition, the dfeds of LIF and FL on the
proliferation of CD34'CD38-cells can be assumedas indired.

Presently unknown fadors within SF1 inhibited the proliferation of CD34'- and CD34'CD38
-cells of peripheral blood when combined with the cytokines G-CSF, IL-3 and IL-6. Other
unknown factors within the eluate fracion of a Concanavalin A (Con A) chromatography of
SFO stimulated the proliferation of umbilica cord blood but not of peripherd blood cells.

By mRNA differential display, five fragments of unknown mRNAs were found. Their
expresson was induced by adivation with the phorbolester PMA (43-phorbol-12-myristate-
13-acdate) and the calcium-ionophore A23187 Two of these mMRNASs were first detected by a
RT-PCR 24 hours after simulation, while two others after 48 hours and the fifth after 72
hours.

Synthesis of three of these MRNASs was also possible by the adivation of t-cells with ConA
and PHA-M. One mRNA could only be induced by PHA-M and not by ConA while the last
one wuld not be induced by PHA-M or ConA. This proves that the last two mentioned
mMRNAswere induced using other adivation mecdhanisms or tha they were cieded by another

subpopulation of t-cells.

K eywords. CD34"-cells; hematopoietic growth fadors; mRNA differential display
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1. EINLEITUNG

1.1 Die Hamatopoese

1.1.1 Hamatopoetische Stammzellen und ihre Charakterisierung

Alle im Blut zirkulierenden Zellen leiten sich aus einem kleinen Poaol pluripotenter hamato-
poetischer Stammzellen ab. Diese zichnen sich durch hohes Selbsterneuerungspotential und
umfassende Proliferationskapazitat aus. Hdmatopoetische Stammzellen werden wahrend der
frihen Embryonalentwicklung in den hamatopoetisch aktiven Strukturen des Knochenmarks
angelegt und sorgen dann zeitlebens fir die Erhaltung der Hamatopoese. Aufgrund der
begrenzten Lebensdauer ausdifferenzierter hamatopoetischer Zellen missen durch die
sogenannte konstitutive oder Steady-State-Hamatopoese taglich ungefahr 10° kernhaltige
Zellen pro kg K érpergewicht neu gebildet werden.

Unter normalen Stealy-State-Bedingungen sind nur etwa 10 % der friihen hdmatopoetischen
Stammzellen mitotisch aktiv. Die Ubrigen Zellen befinden sich in einer Ruhephase, der
sogenannten Go-Phase (Lajtha, 1963.

In akuten Stref3situationen, z.B. bel Infektionen oder bei Blutverlust, 1&3t sich die Bildung
neuer Blutzellen durch die induzierte Hamatopoese andhernd exponentiell steigern. Werden
bei der kongtitutiven Hamatopoese dle Zelltypen neu gebildet, kommt es durch die indwzierte
Hamatopoese nur zur Neubildung bestimmter, gerade verstarkt benttigter Zelltypen. Bei
bakteriellen Infektionen werden beispielsweise vermehrt Granulozyten gebildet (Cannistra
und Griffin, 1988.

Aus pluripotenten hamatopoetischen Stammzelen gehen durch Proliferation und
Differenzierung myeloische und lymphoide Stammzdlen hervor. In weiteren Schritten
entstehen aus diesen Zellen sogenannte Vorlauferzellen (Progenitorzdlen), die sich dann zu
reifen Blutzellen weiterentwickeln (Abb. 1).

Mit jedem dieser Entwicklungsschritte geht ein Tell des Differenzierungs- und Selbster-

neuerungspotentials verloren.
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Abb. 1: Vereinfachte Dar stellung der Hamatopoese und dar an beteiligter Zytokine.
Grin dargestellte Zytokine wirken aktivierend und rot dargestdlte Zytokine inhibierend auf die entsprechenden Entwicklungsdadien (veranderte Darstellung aus:

Cope: Cytokines Online Pathfinder Encyclopaedia, Horst |belgauft’s Hypertext Information Universe of cytokines, www.copewithcytokines.de, 1999.
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Gemeinsames Differenzierungsmerkmal und derzet vorrangiger Isolations- und Detektions-
parameter fir hAmatopoetische Stamm+ und Vorléuferzellen ist das CD34-Antigen (Civin et
al., 1984 Katz & al., 1985 Andrews et a., 1986. Es handelt sich um ein 115kD grof3es
Glykophosphoprotein, das auch auf den Oberflachen embryonaler Fibroblasten (Brown et dl.,
1997) und vaskuldrer Endothelzellen (Fina & al., 199Q Beschorner et al., 1985 exprimiert
wird.

Die Funktion des CD34-Antigens ist bislang unbekannt. Ergebnisse der Arbeitsgruppen um
Healy (1995 und Krause (1996 lassen die Vermutung zu, dal3 das CD34-Antigen durch die
Bindung L-Selektin-ahnlicher Moleklle auf der Oberflache stromaler Zellen des Knochen-
marks an der Zelladhasion betelli gt sein konnte. Transformierte murine Thymozyten, die das
CD34-Antigen exprimieren, binden an humanes, aber nicht murines Knochenmarkstroma,
wogegen mormale murine Thymozyten nicht an humanes Knochenmarkstroma binden
konnen.

Des weiteren fanden Krause d al. (1996 Hinweise auf eine Hamatopoeseinhibition durch das
CD34-Antigen. Zellen der murinen myeloischen Leukéamiezllinie M1 differenzieren nur
dann zu Makrophagen aus, wenn die Konzentration endogener CD34-mRNA sinkt. Die
konstitutive Expresson eines rekombinanten CD34-Proteins verhindert die Ausdifferen-
zierung der M1-Zellen zu funktionsféhigen Makrophagen (Fadleretd., 1995.

Das Gemisch von CD34" hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen kann aufgrund der
Expression verschiedener Oberflachenmolekiile ndher charakterisiert werden. Als primitivste
hamatopoetische Zellen gelten solche Zellen, die neben dem CD34-Antigen auch CD117 und
CDw90 exprimieren, aber keine Expression der Antigene CD33, CD38 wund HLA-DR
aufweisen (Andrews et a., 1998 Craig et a., 1993 Tergappen et a., 1991). Mit zu-
nehmender Differenzierung der Zellen gehen die fur primitive hamatopoetische Zellen
charakteristischen Marker (z.B. CD117 uwnd CDw90) verloren, wéahrend die Zellen beispiels-
weise neben CD38 und HLA-DR auch linienspezifische Marker zu exprimieren beginnen. Zu
diesen linienspezifischen Markern gehdren unter anderem CD19 (fruber B-Zellmarker), CD7
(friher T-Zellmarker), CD33 (friher Monozytenmarker) oder CD61 (friher Thrombozyten-

marker) (aus Informationen der Firma Bedkmann Coulter, Hamburg).
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1.1.2 EinfluR des hadmatopoetischen Microenvironments auf die

Hamatopoese

Die hamatopoetischen Stammzellen eines erwachsenen Menschen finden sich zu ca 95% in
den hamatopoetisch aktiven Strukturen des Knochenmarks. Dort sind sie eingebettet in ein
Netzwerk aus ssromalen und akzessorischen Zellen sowie deren Produkten, der sogenannten
extrazellularen Matrix. Zu den stromalen Zellen gehoren Fibroblasten, endotheliale Zellen
und Adipocyten. T-Zellen und Makrophagen gehdren zu den akzessorischen Zellen.
Komponenten der extrazelluléren Matrix sind Kollagen, Fibronedin, Laminin, Hyaluron-
saure, Proteoglykane und verschiedene Glykoproteine.

Diese direkte Umgebung der hamatopoetischen Zellen wird als hématopoetisches
Microenvironment oder Stammzelnische bezeichnet (Owen, 1988 und ist entscheidend an
der Steuerung der Hamatopoese letelli gt (Abb. 2).

Stromazellen
b
extrazellulare Matrix |

pluripotente hamatopoetische
Stammzellen
akzessorische Zellen
h

Abb. 2: Schematische Darstellung verschiedener Komponenten des hamatopoetischen Mikro-
environments und ihr Einflufd auf hamatopoetische Stammzellen.

Stromazell en interagieren mit hamatopoetischen Stammzell en Uber [a] direkten Zell-Zell-K ontakt oder
bilden [b] Proteine der extrazdlularen Matrix, die wiederum [c] mit hamatopoetischen Stammzellen
interagieren kdnren. AuRBerdem synthetisieren Stromazdlen Zytokine, die als [d] zellaszii erte, bzw.
[f] extrazdlulére Matrix-assziierte Moleklle prasentiert oder [€] sekretiert werden. Akzessorische
Zellen kénren [g] ebenfalls Zytokine sekretieren und werden wie stromale Zdlen [h, i] durch die
eigenen Zytokinereguliert (nach Mayani et al., 1992.
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1.1.2.1 Einflufl stromaler und akzessorischer Zellen und der

extrazelluldren Matrix auf die Hamatopoese

Zellen des hamatopoetischen Microenvironments beeinflussen die Hamatopoese Uber
verschiedene Mechanismen. Hierzu gehort unter anderem die mechanische Unterstiitzung der
Differenzierung von hBmatopoetischen Stamm- und Vorléuferzellen durch stromale Zellen.
Adipozyten akkumulieren beispielsweise bei geringer hamatopoetischer Aktivitat Fett-
Vakuolen, die sie bei gesteigerter Hamatopoese wieder verlieren. Auf diese Weise stellen
Adipozyten nicht nur en Lipid-Reservoir dar, das fir den Metabolismus der
hamatopoetischen Zellen wahrend der Proliferation bendtigt wird, sondern schaffen durch ihre
Verkleinerung zusétzlichen Raum fur hdmatopoetische Zellen (Tavassoli, 1984).

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist der direkte Zell-Zel-Kontakt (Abb. 2, a) zwischen
stromalen und h&matopoetischen Zellen, welcher Uber Rezegtoren wie LFA-1 (ICAM-1 und
ICAM-2), LFA-3 (LFA-2) und ICAM-1 und ICAM-2 (LFA-1) erfolgt (Hemmler, 1988
Springer, 199Q Long, 1992. Studien haben gezeigt, dal3 z.B. granulozytdre Zellen bevorzugt
mit Fibroblasten und erythroide Zellen bevorzugt mit Makrophagen assoziieren (Weiss
1976. Aufgrund dieser Erkenntnisse geht man derzeit davon aus, dal3 hdamatopoetische Zellen
die Interaktion mit stromalen Zellen fir eine optimale Entwicklung bendtigen.

Desweiteren produzieren und sekretieren stromale Zellen Makromolekile, die die
extrazellulare Matrix bilden (Abb. 2, b). Neben dem direkten Zell-Zell-Kontakt mit stromalen
Zellen rehmen hdmatopoetische Stamm- und Vorléuferzellen auch Kontakt mit der
extrazellularen Matrix auf (Abb. 2, ¢). So konnten in verschiedenen Studien die Kollagen-
typen I-VI im hamatopoetischen Microenvironment nachgewiesen (Chichester et a., 1993
Klein et a., 1995 und der Kollagentyp | als adhésives Substrat fur erythroide (BFU-E) und
myeloische (CFU-GM) Progenitorzellen identifiziert werden (Konigsmann et al., 1992.

Auch Proteoglykane sind an der Bindung von hamatopoetischen Stammzdlen beteiligt
(Gordon et al., 1988. Sie bestehen aus einem Kernprotein, das kovalent mit Glykosamino-
glykan-Seitenketten (GAG) verbunden ist. Eine Ausnahme stellt die nur aus einem
Glykosaminoglykan bestehende Hyaluronsdure dar. Die GAGs sind sehr lange, negativ
geladene, unverzweigte Ketten aus verschiedenen sich wiederholenden Disaccharid-
Einheiten, anhand derer die Klassifizierung in Heparansulfat-, Chondroitinsulfat-,
Dermatansulfat- und Keratansulfat-Proteoglykane eafolgt. Neben der Hyaluronsdure konnten
im hamatopoetischen Microenvironment bisher alle Proteoglykane mit Ausnahme von
Keratansulfat-Proteoglykanen entweder membrangebunden oder extrazdlular nadhgewiesen
werden (Kjellén et al., 1991 Kolset et a., 1990. Stammzellen binden u.a. Uber Rezeptoren
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wie VLA-1 (bindet Laminin und Kollagen), VLA-4 und VLA-5 (binden Fibronektin) oder
CD44 (erkennt Hyaluronsdure) an die extrazellulare Matrix. Gordon und Mitarbeiter (1989
konrten zeigen, dal3 friihe hamatopoetische Zellen Gber Heparansulfat an die extrazellulére
Matrix binden.

Die Zellen des hdmatopoetischen Microenvironments gellen aul3erdem die Hauptquelle for
ha&matopoetisch relevante Zytokine dar (Abb. 2, d urd g).

1.1.2.2 Einflu3 von Zytokinen auf die Hamatopoese

Unter dem Begriff Zytokine wird eine Gruppe von Peptiden, Proteinen und Glykoproteinen
zusammengefaldt, die von Lymphozyten oder anderen Korperzellen sezerniert werden und auf
autokrinem oder parakrinem Weg das Zellwadhstum, die Differenzierung oder die Funktion
unterschiedlicher Zellpopulationen beeinflussen (Bergmann, 1996. Es werden hématopoese-
aktivierende Zytokine wie GM-CSF, G-CSF, M-CSF oder IL-3 und hamatopoeseinhibierende
Zytokine wie TNF-a, TGF-3 oder IFN-y unterschieden (Torok-Storb, 1983).

Die meisten Zytokine werden nur nach entsprechender Stimulation synthetisiert und
sezaniert. Im hadmatopoetischen Microenvironment sind es T-Lymphozyten und
Makrophagen, die nadch ihrer Aktivierung Zytokine synthetisieren. Man geht davon aus, dal3
diese Zytokine eine entscheidende Rolle bel der induzierten Hamatopoese spielen. Stromale
Zellen hingegen kdnnen bestimmte Zytokine konstitutiv synthetisieren. Zu diesen Zytokinen
gehdren die hamatopoetischen Wachstumsfaktoren M-CSF, G-CSF, SCF, IL-6 und
Erythropoetin, die die konstitutive Hamatopoese aufrecht erhalten. GM-CSF und TGF-[3
werden sogar vorab synthetisiert und in intrazelluldren Granula gespeichert, bis sie bei Bedarf
daraus freigesetzt werden. TNF-a und IL-13 werden als membranstandige Molekile
synthetisiert (Mayani et a., 1992.

Zytokine wirken in einem komplexen Interaktionsnetzwerk, in dem sich u.a. die Effekte
einzelner Zytokine gegenseitig verstarken kdnnen. Solche Synergieeffekte sind zum Teil auf
gemeinsame Rezetoren und/oder den gleichen Signaltransduktionsweg zuriickzufihren.
Beigpielsweise binden TNF-a und TNF-[3 einerseits und IL-1a und IL-13 andererseits an
gemeinsame Rezeptoren (Vilcek und Le, 1994. Obwohl sich die Rezeptoren von IL-1 und
TNF unterscheiden, I6sen beide denselben Signaltransduktionsweg aus. Beide bewirken eine
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB und somit auch die Aktivierung derselben Gene
(Lowenthal et al., 1989.

Die Zellen des hdmatopoetischen Microenvironments produzieren aber nicht nur Zytokine,
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sondern werden selbst auch durch sie beeinflufdt (Abb. 2, hundi). Zum Beispiel kann IL-1 die
Synthese von IL-2, IL-6, IL-8, GM-CSF und chemotaktischen Faktoren induzieren (Vilcek
und Le, 1994, wohingegen IL-4 und IL-6 die Bildungvon IL-1 und TNF-a durch Monozyten
hemmen (Hart et al., 1989. Cashman und Kollegen (1990 konnten in diesem Zusammen-
hang zeigen, dal3 sromale Zellen direkt benachbarte hdmatopoetische Progenitorzdlen durch
die Sekretion von TGF-3 in der Go-Phase des Zellzyklus halten kdnnen. Werden stromale
Zellen dlerdings durch IL-1 stimuliert, so beginnen sie mit der Synthese und Sekretion
stimulatorischer Zytokine wie zB. GM-CSF. Diese wiederum regen hamatopoetische
Progenitorzdlen zur Proliferation an (Eaves und Eaves, 1989 Cashman et a., 1990. Das
Verhéltnis von hBmatopoetischen Stimulatoren zu Inhibitoren spielt also eine entscheidende

Rolle bei der Proliferation von hdmatopoetischen Progenitorzellen

Viele Zytokine wirken nicht als frele Molekile auf hamatopoetische Zellen (Abb. 2, ),
sondern entweder zellassoziiert oder aber an Komponenten der extrazelluldren Matrix
(Abb. 2, f) gebunden. Beispielsweise sind von M-CSF und SCF zellassoziierte Formen
bekannt, die den hdmatopoetischen Zellen wahrend des direkten Kontakts mit stromalen
Zellen préasentiert werden (Stein et al., 199Q Flanagan und Leder, 1990. GM-CSF, IFN-y und
IL-3 binden an in der extrazllularen Matrix vorhandene Heparansulfat-Proteoglykane
(Roberts et al., 1988 Keating et al., 1988 Gordon et a., 1987 und TGF-3 an B-Glycan,
Biglycan und Decorin. Die der Bindung von Wachstumsfaktoren an Glykosaminoglykane
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen sind hislang unbekannt. Mdglicherweise
bewirken positiv geladene a-helicae Protein-Doménen die Bindung an Heparin. Durch die
Bindung von Zytokinen an Proteoglykane wird ein schrnelles Absinken der
Zytokinkonzentration am Ort der Bildung verhindert. Stoppen die entsprechenden Zellen die
Sekretion von Wachstumsfaktoren, so kdnnen Proteoglykane als eine Art Zytokin-Reservoir
dienen (Abb. 3).
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Abb. 3: Proteoglykane der extrazdlularen Matrix binden Zytokine und verhindern auf diese
Weise ein schnelles Absinken der Zytokinkonzentration.

(a) Wachstumsfaktoren (Zytokine) binden entweder an die fir sie spezifischen Rezeptoren und |dsen
intrazelulére Signalwege aus oder binden an Proteoglykane. (b) Findet keine Zytokinsekretion mehr
statt, dienen Proteoglykane als Zytokinspeicher und setzen weiterhin Zytokine frei.

GAG = Glykosaminodykan

(verdnderte Dargtdlung aus: Cope: Cytokines Online Pathfinder Encyclopaedia, Horst |begauft's
Hypertext Information Universe of cytokines; www.copewithcytokines.de, 1999.

Wahrend der Hamatopoese lassen sich drei Entwicklungsebenen unterscheiden, auf denen
Zytokine wirken konnen (Ogawa, 1993:
a) Ebeneder ruhenden Stammzellen:
hier wirken z.B. SCF, IL-1, IL-3, IL-6, IL-11, LIF, flt3-Ligand (FL) und G-CSF.
b) Ebeneder frihen, noch undeter minierten Vorlauferzellen:
hier wirken z.B. IL-3, GM-CSF und SCF.
c) Ebeneder spéaten, bereitsreihenspezifischen Vorlauferzellen:
hier wirken z.B. G-CSF, M-CSF, IL-5 und Epo.

Neben diesen aktivierenden Faktoren sind auch negative Regulatoren der Hamatopoese
bekannt. Hierzu gehdren Interferone, TNF-a und TGF-f3. Interferone und TNF-a inhibieren
die Proliferation zellreihenunspeafisch, wogegen TGF-3 als Antagonist zu den auf der Ebene

der ruhenden Stammzellen wirksamen Zytokinen agiert.
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1.1.3 In vitro Expandierung hamatopoetischer Stammzellen:

Methoden und Nutzen fur die Transplantationsmedizin

Die Transplantation hamatopoetischer Stammzellen, insbesondere die Knochenmark-
transplantation, wurde in den vergangenen 30 Jahren mit zunehmendem Erfolg bei Patienten
mit akuten und chronischen Leukd&mien, malignen Lymphomen, aplastischer Anamie,
Panmyelopathie (Knochenmarkversagen) und bei angeborenen schweren |mmundefekten
eingesetzt (Gale und Chamlin, 1987 O'Reilly, 1983

Hamatopoetische Stammzdlen fur die Transplantation kénnen entweder aus allogenem (von
einem genetisch differentem Spender), syngenem (von einem genetisch identischen Spender)
oder aus autologem (vom Patienten selbst) Material gewonnen werden. Als Quellen kommen
Knochenmark, Nabelschnurblut oder peripheres Blut (nach Mobilisierung von Stamm- und
Vorléauferzellen) in Frage. Allogenes Material aus Knochenmark oder peripherem Blut steht
nur in begrenztem Umfang zur Verfliigung, da einerseits die Histokompatibil itétsantigene von
Spender und Empfanger kompatibel sein miissen und andererseits ein genereller Mangel an
Spendern besteht (Rubinstein et a., 1993. Bel Stamm- und Vorlauferzellen aus autologem
Material sind haufig nur wenige Zellen vorhanden, da zuvor durchgef Uihrte Krebstherapien die
Zahl der Stamm und Vorlauferzellen reduziert haben oder das Ausgangsmaterial mit
Tumorzellen verunreinigt ist (Brugger et a., 1994 Craig et a., 1994 Rill et al., 1994.
Allogenes Material aus Nabelschnurblut kann helfen, deutlich mehr Transplantate aur
Verfligung zu stellen. Die Menge an Stammzellen, die ais einer Nabelschnur gewonnen
werden kann, reicht alerdings nur fir einen ca 20 kg schweren Patienten aus.

Durch ein in vitro Kultursystem, mit dem sich hamatopoetische Stammzellen vor einer
Transplantation vermehren lassen, konnte die Dauer der hamatopoetischen Rekonstitution
verkirzt, und T-Zellen und Tumorzellen leichter aus dem Transplantat entfernt werden. Da
dann auch eine geringere Zahl an geeigneten Spender-Zellen entnommen werden mul3, kdnnte
sowohl die Zahl der Apharesen, die ar Gewinnung der mobilisierten Stamm- und
Vorlauferzellen aus peripherem Blut notwendig ist, as auch das bendtigte
Knochenmarkvolumen reduziert werden. Somit konnten einerseits mehr Patienten autolog
transplantiert und andererseits auch Material aus Nabelschnurblut zur Transplantation
erwadhsener Patienten herangezogen werden. Ziel intensiver Forschungsaktivitéten ist daher
die Etablierung von Systemen zur in vitro Expandierung hamatopoetischer Stammzellen
Eine besonders héufig verwendete Methode auir Expandierung hdmatopoetischer Stamm- und
Vorlauferzellen ist die Kultivierung unter dem Einflul3 von Kombinationen hochdosierter

Zytokine, wie sie aich in dieser Arbeit verwendet wurde. Verschiedene Arbeitsgruppen



1. Einleitung Seite-15

(Haylock et a., 1992 Srour et a., 1993 Coutinho et al., 1990 wnd Brugger et a., 1993
konnten beispielsweise mit einer Kombination von IL-1p3, IL-3, IL-6, G-CSF, GM-CSF und
SCF innerhalb von 14 Tagen eine 20- bis 60-fadhe Vermehrung friher Vorlauferzellen aus
peripherem Blut erreichen. Andere in diesem Zusammenhang héufig verwendete Zytokine
sind FL, Epo, und LIF.

Eine weitere Methode stellt die Expandierung in einer kontinuierlichen Kultur dar. Die aste
Expandierung von sehr frilhen hAmatopoetischen Zellen in einem Bioregtor wurde von
Koller et a. (1993 a) beschrieben. Seine Arbeitsgruppe epandierte LTC-IC's (long-term
culture-initiating cells) aus Knochenmark in einem Biore&tor mit stromalen Zellen. Unter
Verwendung von IL-3, IL-6 und SCF-hatigem Medium konnte die Gesamtzellzahl
verzehnfacht und die Zahl der LTC-IC's verdreifacht werden. Spater konrnte die Zahl der
LTC-IC's in einem &nlichen Biore&tor durch den Zusatz weiterer Zytokine (z.B. GM-CSF
und Epo) sogar verzehnfacht werden (1993b und 1995. Im Vergleich hierzu konrnten Petzer
et a. (1996 mit einem serumfreien Kulturmedium, das mit IL-3, IL-6, G-CSF, FL, SCF und
NGF (nerve growth fador) versetzt wurde, ohne stromale Zellen in 3 bis 5 Wochen eine
Vermehrung der LTC-1C’s um das 50-fache erreichen.

Die Expandierung hamatopoetischer Stamm+ und Vorléuferzellen fir die Klinische
Anwendung erfolgt zumeist in gasduchléassgen Kulturbeuteln oder in Zellkulturflaschen. In
gasdurchlassigen Kulturbeuteln konnte beispielsweise die Zahl von LTC-IC's aus
Knochenmark durch Verwendung eines IL-1 und IL-3-haltigen Kulturmediums um das
18-fache gesteigert werden (Moore und Hoskins, 1994

Obwohl Forschungsergebnisse dafir sprechen, dal3 hamatopoetische Stammzellen in vivo zu
einer grof3en Zahl selbsterneuernder Zellteilungen fahig sind, die auch einen Anstieg der
Stammzellzahlen bewirken, konnte dies in vitro noch nicht nachgewiesen werden. Trotz ener
Vielzahl unterschiedlicher Kultursysteme, Wachstumsfaktoren und auch Stromazdlinien
konnten mit den bislang erfolgreichsten Experimenten die Stammzelleigenschaften nur tlber
einen limitierten Zeitraum erhalten und ein begrenzter Anstieg der Zellzahl belegt werden
(McAdams et a., 1996. Als ein wichtiger Grund fir das bisherige Scheitern der
Kultivierungsexperimente ist vermutlich die Auslosung der Apoptose azusehen, obwohl
Experimente gezeigt haben, dal3 allein durch das Verhindern der Apoptose keine afolgreiche
Stammzel lkultivierung ermoglicht wird. Durch die Blockierung der Apoptose, beispielsweise
durch die Uberexpresson des Proteins Bcl2, konnte in einer frilhen héamatopoetischen
Vorlauferzellinie der Maus die Differenzierung der Zellen auch ohne die Anwesenheit von
Wadhstumsfaktoren ausgel6st werden (Fairbairn et al., 1993.
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Aufgrund der beschriebenen Probleme bel der Kultivierung hamatopoetischer Stamm+ und
Vorlauferzellen besteht derzet ein sehr grol3es Interese an noch unbekannten Faktoren, die
die Kultivierung hdmatopoetischer Stammzelen verbessern, indem sie sowohl die Apoptose
alsauch die Differenzierung der Zellen verhindern.

Daaktivierte T-Zellen eine Vielzahl verschiedener Faktoren g/nthetiseren, die das Wachstum
und die Differenzierung hdmatopoetischer Stamm- und Vorléuferzellen beanflusen, besteht
begrtindete Hoff nung, noch unbekannte Faktoren mit den genannten Eigenschaften zu finden.

Diein dieser Arbeit beschriebenen Experimente sollen hierfir die Grundlage darstellen.

1.2 T-Lymphozyten

Vorlauferzellen von T-Lymphozyten wandern zur Differenzierung aus dem Knochenmark
inden Thymus (daher thymusabhéngige (T-) Lymphozyten; T-Zellen). T-Zellen exprimieren
auf ihrer Oberflache Antigenrezeptoren (T-Zell-Rezeptoren, TCR), die Peptidantigene
erkennen konnen. Es werden allerdings keine 16slichen Antigene ekannt, sondern nur solche,
die durch MHC-Molekile (major histocompatibility complex) auf der Oberflache anderer
Zellen gebunden sind. Dieses Phanomen wird als MHC-Restriktion bezeichnet.

Aufgrund ihrer T-Zell-Rezeptoren lassen sich T-Zellen in zwei Gruppen unterteilen. Die
groRRere Gruppe exprimiert T-Zell-Rezeptoren aus je einer a— und -Kette und de kleinere
Gruppe T-Zell-Rezeptoren aus je einer y- und o-Kette. Die a/3-T-Zellen kénnen wiederum in
zwei Untergruppen untertellt werden: eine eprimiert das Co-Rezeptormolekil CD4
(CD4"-T-Zellen) und die andere CD8 (CD8*-T-Zellen). Aktivierte CD4"- und CD8"-T-Zellen
spielen Uber verschiedene regulatorische Mechanismen und Effektorfunktionen eine wichtige
Rolle bei der Kontrolle von Immunreaktionen. Beispielsweise konnen CD4"-T-Zellen durch
verschiedene Oberflachenproteine (z.B. durch den CD40 Ligand) und sezernierte Zytokine
wichtige regulatorische Funktionen tbernehmen und werden daher auch als T-Helferzellen
(Ty-Zellen) bezeichnet. Aufgrund der Sekretion unterschiedlicher Zytokine werden die
Ty-Zellen wiederum in zwel Untergruppen unterteilt. Tyl-Zellen sekretieren unter anderem
IL-2, IFN-y und TNF-B und aktivieren somit die =zllulare Immunantwort. Ty2-Zellen
sekretieren IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10 und unterstiitzen damit die Umwandlung von B-Zellen
in antikorperproduzierende Zellen. Die Produktion von IL-3 und GM-CSF ist Tyl- und
Tw2-Zellen gemeinsam.

Aktivierte CD8™-Zellen konren sich zu zytotoxischen T-Zellen (CTLs) entwickeln; diese

lysieren Targetzdlen, die ein bestimmtes Antigen exprimieren.
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CD4"- und CDS8"-T-Zellen unterscheiden sich auRerdem in ihrer MHC-Redtriktion, da
CD4"-T-Zellen MHC-Klas= Il und CD8"-T-Zellen MHC-Klass | restringiert sind (Sprent et
al., 1986und 1987 Swain, 1983).

Auf den y/o-T-Zell-Rezeptoren exprimierenden T-Zellen sind zumeist weder CD4- noch
CD8-Co-Rezeptormolekille nachweisbar (Moller, 1991 Allison und Havran, 1991). lhre
Funktion ist bislang unbekannt.

1.2.1 Aktivierung von T-Zellen

Zur Aktivierung von T-Zellen und der damit verbundenen klonalen Expansion sind zwei
Signale notwendig. Das antigenspezifische Signal wird duch die Erkennung korperfremder,
an Selbst-MHC-Moleklle gebundener Peptidfragmente ausgelost. Das kostimulierende Signal
stammt von professonellen antigenprasentierenden Zellen (APC's. dendritische Zellen,
Makrophagen und B-Zellen). Das bekannteste kostimulierende Signal wird duch die
Interaktion von CD28-Molekilen auf T-Zellen mit B7-Molekilen auf antigenprasentierenden
Zellen ausgelost (Linsley et al., 1991, Azumaetd., 1992.

Naive, ruhende T-Zellen treten durch das Zusammentreffen mit einem spezifischen Antigen
in Gegenwart des erforderlichen kostimulierenden Signals in die G;-Phase des Zellzyklus ein
(Weiss und Imboden, 1987). Fehlt das kostimulierende Signal, so fuhrt dies zur Anergie der
T-Zelle. Die vom CD28-Molekil indwzierte Signaltransduktionskette fuhrt unabhéngig von
der durch den TCR ausgelésten Signatransduktionskette zaur Regulation der [L-2
Genexpression (Fraser et a., 1991).

Die durch Bindung eines Peptid-MHC-Komplexes an den TCR ausgeloste Signaltrans-
duktionskette wird duch einen Proteinkomplex vermittelt, der als CD3 bezeichnet wird.
Dieser besteht aus den drei Proteinen CD3y, CD3d und CD3g, an deren zytoplasmatische
Domanen Tyrosinkinasen assoziiert sind. Der Komplex wird duch die Proteine ¢ und n (ein
alternatives Spleil3produkt des (-Gens) vervollstandigt, die entweder als {/( (80% der T-Zell-
Rezeptoren) oder {/n Dimere vorliegen. Die {-Kette kann mit Tyrosinkinasen assoziieren und
wird selbst tyrosinphosphoryliert (Paul, 1993.

Nadh Bindung des geafischen Peptid-MHC-Komplexes an den TCR kommt es zur
Zusammenlagerung des TCR-CD3-Komplexes mit dem passenden Corezeptor (CD4 oder
CD8) und dem CD45-Molekil. Dadurch werden die mit den zytoplasmatischen Doménen
asziierten Tyrosinkinasen aktiviert, welche wiederum Enzyme &tivieren, die dann zu einer

Aktivierung der Phospholipase C-yl fuhren. Diese katalysiert die Hydrolyse des
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Plasmamembran-Phospholipids Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat  in  Inositol  1,4,5-
triphosphat und Diacylglycerol. Inositol 1,4,5-triphosphat erhoht durch Freisetzung von Ca®*
aus intrazell ulren Speichern die Ca**-Konzentration in der Zelle, wahrend Diacylglycerol das
Enzym Proteinkinase C aktiviert. Zusétzlich wird ein kalziumspezifischer lonenkanal in der
T-Zell-Membran gedffnet, der das Einstrémen von Ca** aus der extrazellularen Fliissgkeit
erlaubt. Ca?* bildet mit Calmodulin Komplexe, die wiederum verschiedene Kinasen und
Phosphatasen (z.B. Calcineurin) aktivieren. Dies fuhrt zur Aktivierung DNA-bindender
Proteine wie NF-kB, die ihrerseits die spezifische Gentranskription aktivieren, die dann

letztendlich zur Proliferation und Differenzierung fuhrt (Paul, 1993)

In vitro kann die atigeninduzierte Aktivierung von T-Zellen mit Hilfe von Mitogenen
simuliert werden. Zwischen der T-Zell-Aktivierung duch Antigene und der durch Mitogene
besteht alerdings ein entscheidender Unterschied. Ein Antigen aktiviert nur solche
T-Zellklone, die den antigenspezifischen T-Zell-Rezeptor exprimieren. Dieses Phanomen
wird als klonale Selektion bezeichnet und fuhrt dazu, dal3 in der Regel nur 0,02—-Q1 % der
T-Zellen durch ein spezielles Antigen aktiviert werden. Mitogene dagegen aktivieren viele
Klone mit unterschiedlicher Antigenbindungsezifitét, so dal3 haufig 30—-60% der T-Zellen
aktiviert werden. Aus diesem Grund werden Mitogene auch als polyklonale Aktivatoren
bezeichnet (Klein, 1991).

In der hier vorliegenden Arbeit erfolgte ane in vitro Aktivierung der T-Zellen mittels der
Mitogene A23187 PMA, ConA und PHA-M. Im Folgenden werden die genannten Mitogene
kurz beschrieben.

A23187ist ein von Streptomyces chartreusensis produziertes Antibiotikum, das als Kalzium-
ionophor wirkt. Jeweils zwei lonophormolekile bilden mit einem zweiwertigen Kation, wie
z.B. Ca&®*, Mg** oder Mn?* einen Komplex (Abb. 4 A), der biologische Membranen durch-
queren kann.

Die Strukturformel des Phorbolesters PMA (43-Phorbol-12-myristat-13-acdat) ist in Abb.
4 B dargestdllt.

PMA und A23187 simulieren die frihen Ereignisse der durch Antigene hervorgerufenen
Signaltransduktion, indem PMA an Stelle von Diacylglycerol die Proteinkinase C aktiviert
(Hirano et al., 1984 und A23187 @s Einstrémen von Ca’*-lonen in die Zellen bewirkt
(Lichtman et a., 1983. Wie Mohr und Mitarbeiter (1986 in diesem Zusammenhang zeigen
konrten, fihrt die Aktivierung von T-Zellen mit PMA und A23187 \erglichen mit anderen

Aktivierungsverfahren zu einer besonders starken Zytokinsynthese.
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A B

Abb. 4: (A) Schematische Darstellung eines A23187Metallionen-K omplexes; (B) Struktur eines
PM A-Molekils. (Produktinformationen Calbiochem-Novabiochem, Bad Soden).

ConA (Concanavalin A) und PHA-M (Phytoh&magglutinin) gehdren zur Proteingruppe der
Lektine und hinden gpezifisch an Kohlenhydratreste. Das aus den Extrakten der
Schwertbohne Canavalia ensiformis isolierte ConA bindet spezifisch an a-D-Manno-
pyranoside und a-D-Glucopyranoside bzw. an entsprechende Reste in Polysaachariden oder
Glykoproteinen. ConA ist ein aus vier identischen Monomeren aufgebautes Ca?*- und Mn?*-
haltiges Metalloprotein. Jedes Monomer besitzt eine Kohlenhydratbindungsdelle und eine
Bindungsgelle fir Ca®*- und Mn®*-lonen, die fir die Kohlenhydratanlagerung benétigt
werden (Klein, 1991). Das aus der Gartenbohne Phaseolus vulgaris gewonnene PHA bindet
spezifisch an N-Aceylgalaktosamin und ist wie ConA ein Tetramer (Klein, 1991). Es besteht
adlerdings aus zwei verschiedenen Untereinheiten: die L-Untereinheiten agglutinieren
Leukozyten, aber keine Erythrozyten und wirken mitogen, wohingegen die R-Untereinheiten
Erythrozyten agglutinieren, aber nicht mitogen wirken. Das in den Versuchen zu dieser Arbeit
verwendete PHA-M besteht aus L 4- und LsR-Molekilen und wirkt nur auf Leukozyten.

Studien mit PHA und ConA deuten darauf hin, dal3 beide aur Aktivierung von T-Zellen
fUhren, indem sie an Komponenten des TCR-CD3-Komplexes binden (Weiss et a., 1987 und

damit die Signaltransduktion ausldsen.
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1.2.2. Induzierbare T-Zellfaktoren und ihre Bedeutung fur die

Hamatopoese

Viele Funktionen aktivierter T-Zellen beruhen auf sezenierten Faktoren, deren Freisetzung
durch die spezifische Antigenerkennung angeregt wird. Diese Faktoren lassen sich in
Zytotoxine und Zytokine unterteilen. Zytotoxine werden hauptsdchlich von zytotoxischen
CD8"-T-Zellen gebildet. Sie befinden sich in sekretorischen Granula, aus denen sie bei
Erkennung des spezifischen Antigens freigesetzt werden kdnnen. Siesind nicht spezifisch und
konren daher auf ale Zellen einwirken. Zu den Zytotoxinen gehoren Granzyme und
Perforine. Da Zytotoxine nicht hdmatopoeserelevant sind, soll in diesem Zusammenhang
nicht néher auf sie eingegangen werden.

Zytokine werden hauptsichlich von CD4™-T-Zellen, aber in geringerem Malke auch wvon
zytotoxischen CD8'-T-Zellen gebildet. Da ihre Wirksamkeit von spezifischen Rezeptoren auf
der Zielzelle abhangig ist, wirken sie, anders als Zytotoxine, nur spezifisch auf den
entsprechenden Rezeptor exprimierende Zellen. Zu den von T-Zellen gebildeten Zytokinen
gehdren: IL-1a und B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12, IL-17, IFN-y,
GM-CSF, TNF-a und 3, TGF-3, LIF, MIP1la und 3, RANTES und Oncostatin M (OSM).
Viele dieser Zytokine zigen auch Wirksamkeit auf hamatopoetische Stamm- und
Vorléauferzellen. Dieser Einfluf3 soll deshalb im Folgenden kurz beschrieben werden.

IL-1a und -1f unterstiitzen in Synergie mit 1L-3 de Granulopoese und Thrombopoese, in
Synergie mit GM-CSF das Wachstum von CFU-M. Aul3erdem regen sie andere Zellen zur
Synthese und Sekretion von GM-CSF, G-CSF, M-CSF und IL-6 an. Des weiteren fordern
IL-1a und -1 die Proliferation friher Vorlduferzellen (Han und Caen, 1994).

IL-3 induziert den Eintritt hamatopoetischer Stammzelen in den aktiven Zellzyklus (Spivak
et a., 1985. Aulerdem stimuliert es neben frihen Vorlauferzellen auch myeloische,
erythrozytére und megakaryozytére Vorlauferzellen (Hapel et a., 1985 Yang et al., 1986.
IL-4 fordert in Synergie mit GM-CSF die Bildung dendritischer Zellen und in Synergie mit
SCF die Proliferation und Differenzierung friher myeloischer Vorlauferzdlen (Rosenzwajg et
al., 1998. Aulierdem inhibiert IL-4 die Proliferation friher megakaryozytéarer Vorléuferzellen
(Sonodaet a., 1993.

IL-5 bewirkt die Proliferation und Differenzierung reiferer eosinophiler Vorlauferzellen
(Sanderson, 1992.

IL-6 regt hamatopoetische Stammzdlen zum Eintritt in den aktiven Zellzyklus an (Leay et
al., 1988 Kishimoto, 1989. In Synergie mit I1L-3 und IL-1 (Bruno und Hoffman, 1989 oder
SCF, LIF und IL-3 (Debili et a., 1993 fordert es die Proliferation megakaryozytarer
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Vorlauferzellen. Aul’erdem unterstiitzt IL-6 de Proliferation und Differenzierung von
CFU-GM (Kishimoto, 1989. In Anwesenheit von IL-3, G-CSF, GM-CSF, oder M-CSF
verstérkt es die Proliferation von CFU-M und CFU-G (Rennick et al., 1989.

IL-10wirkt synergistisch mit Epo auf die Proliferation spéter erythrozytarer (CFU-E, BFU-E)
und megakaryozytarer (CFU-MK) Vorlauferzellen (Wang et al., 1996 Rennick et al., 1994.
AulRerdem kann es die durch IL-7 induzierte Bildung von pr&B-Zellkolonien (CFU-pre-B)
verstérken (Fine @ al., 1994 und in Synergie mit IL-3 ein vermehrtes Wachstum von
Mastzell-Vorlaufern induzieren (Rennick et a., 1994).

IL-13 kann in Kombination mit GM-CSF die Bildung dendritischer Zellen anregen (Lopez &
al., 1997 Rosenzwajg et al., 1998. AulRerdem konnten Xi und Mitarbeiter (1995 zeagen, dal3
IL-13 in Synergie mit IL-3 das Wachstum megakaryozytarer Vorlauferzellen stimuliert, aber
die Proliferation von CFU-GM und BFU-E inhibiert. In Synergie mit SCF bewirkt IL-13 eine
verstérkte Proliferation und Differenzierung friher myeloischer Vorléauferzellen (Jaabsen et
al., 19949.

IL-15 stimuliert alleine oder in Kombination mit SCF die Differenzierung von CD34"-Zellen
zu NK-Zellen und dendritischen Zellen (Bykovskaia & al., 1999. Die Kombination von
IL-15 mit SCF verstarkt die Entstehung von NK-Zellen (Mrozek et a., 1996 Muench et a.,
2000.

IL-17 stimuliert endotheliale Zellen, epitheliale Zellen und Fibroblasten zur Sekretion von
z.B. IL-6, IL-8 und G-CSF (Fossiezet d., 1999. Direkte Effekte von IL-17 auf CD34"-Zellen
sind bislang nicht bekannt.

GM-CSF regt vor allem das Wachstum und die Differenzierung myeloischer Vorlauferzellen
(CFU-GM) an (Metcalf et a., 1986 a, b), zagt aber auch Wirkung auf megakaryozytére
(CFU-MK), erythrozytare (CFU-E, BFU-E) und gemischte Vorlauferzellen (CFU-GEMM)
(Metcdf et a., 1980 Tomonagaetd., 198G Maaur et d., 1987).

M-CSF gimuliert die Proliferation und Differenzierung reiferer, bereits liniendeterminierter
Vorlauferzellen (CFU-M) zu Makrophagen (Ralph et a., 1989. GM-CSF verstérkt die
Wirkung von M-CSF (Caracciolo et al., 1987).

TNF-a und -B inhibieren die Proliferation von CFU-GEMM, CFU-GM und BFU-E (Murphy
et a., 1988 Skobin et a., 2000. Jawmbsen et a. (1992 podulieren, da? TNF-a die
Proliferation hamatopoetischer Stamm- und Vorléuferzellen inhibiert, indem es die
Expression von Wachstumsfaktor-Rezetoren verringert. In Synergie mit GM-CSF indwziert
TNF-a die Differenzierung zu dendritischen Zellen (Santiago-Schwarz e al., 1992)

| FN-y inhibiert die Proliferation von CFU-GM. Nach Murphy et al. (1988 scheint die IFN-y-
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indwzierte Inhibition der CFU-GM allerdings eher auf die Induktion der Monozyten-
Differenzierung, als auf einen direkt toxischen Effekt zurlickzufiihren zu sein. Tsuji et al.
(1998 konrten zeigen, dal3 IFN-y die Proliferation spater megakaryozytérer Vorlauferzellen
anregen kann.

MIP-1a und -1f wirken rur in Kombination mit anderen Wachstumsfaktoren auf hdmato-
poetische Stamm- und Vorlduferzellen. MIP-1a inhibiert die durch andere Wachstums-
faktoren ausgeloste Proliferation friher myeloischer Vorlauferzellen, wohingegen es die
Proliferation spéterer Stadien fordert (Broxmeyer et a., 1990 1993 Mayani et al., 1995. In
Kombination mit MIP-1a ist MIP-1[3 in der Lage, die inhibitorischen Effekte von MIP-1a zu
blockieren (Broxmeyer et al., 1991b).

Die Effekte von OSM (Oncogatin M) auf die Proliferation und Differenzierung hamato-
poetischer Stamm- und Vorléauferzellen sind kbslang kaum untersucht. Keller et a. (1996
konnten durch die Inkubation von Knochenmarkzellen mit einer Kombination von OSM und
SCF keine koloniestimulierenden Wirkungen madweisen. Eine Vorinkubation der
Knochenmarkzedlen mit OSM verhinderte die durch LIF und SCF induzierte Proliferation der
Zellen. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dal3 OSM in Synergie mit IL-3 de Bildung
megakaryozytarer Kolonien fordert (Wallaceetd., 1995.

Endotheliale Zellen werden durch OSM zur Synthese von GM-CSF und G-CSF angeregt
(Brown et d., 1993.

Auch die Wirkung von RANTES auf die Proliferation und Diff erenzierung hamatopoetischer
Stamm- und Vorlauferzellen ist bislang kaum untersucht worden. Die Proliferation von
CFU-GEMM, CFU-GM und BFU-E wurde durch den Zusatz von RANTES zu GM-CSF und
SCF nicht beeinfluldt. Synergie-Effekte avischen RANTES und z.B. MIP-1a konnten nicht
beobadtet werden (Broxmeyer et a., 1993.

LIF fordert in Synergie mit IL-3 das Wachstum megakaryozytarer Kolonien (Han und Caen,
1994 und in Synergie mit Epo de Proliferation von BFU-E. In Kombination mit anderen
Wadhstumsfaktoren regt LIF ruhende, linienunspezifische Vorlauferzellen zum Verlassen der
Go-Phase und zur Proliferation an (Leay et a., 1992 Ogawa, 1992und Shah etd., 1996.
Andere Arbeitsgruppen beschreiben, da3 LIF das Uberleben frither Vorlauferzellen, aber
nicht deren Proliferation fordert (Ratgjczek et al., 1997).
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

T-Zellen sind wichtige Zellen des Immunsystems, da sie neben Effektorfunktionen, wie der
spezifischen Abt6tung virusinfizierter Zellen oder Tumorzdlen, vor allem entscheidend an
der Koordination des Immunsystems beteiligt sind. Durch Synthese verschiedener Zytokine
konren aktivierte T-Zellen die Ausbildung von Immunreaktionen beeinflussen und
vermutlich regulatorisch auf die induzierte Hamatopoese einwirken.

Derzeit besteht ein grof3es Interesee an unbekannten hématopoeserelevanten Faktoren, well
man sich durch ihren gezielten Einsatz eine bessere in vitro-Expandierung von CD34"-Zellen
erhofft. Besonders fur eine breitere therapeutische Anwendung von hématopoetischen
Stammzellen aus NSB und PB wére dies eine wichtige V oraussetzung.

Da verschiedene bereits bekannte ha&matopoetische Wachstumsfaktoren wvon aktivierten
T-Zellen gebildet werden, besteht die Hoff nung, weitere noch unbekannte Faktoren finden zu
konren. Die hier vorliegende Arbeit soll als Basis fur die kinftige Identifizierung und

Charakterisierung solcher Faktoren dienen.

Daher ist das Ziel dieser Arbeit:

(1) Hinweise fur die Existenz noch unbekannter héamatopoeserelevanter Faktoren zu
finden und
(2) ein Verfahren zu etablieren, mit dem unbekannte mRNAs identifiziert werden

kdnnen.

Dazas wurden zundchst verschiedene Kulturiberstdnde &tivierter T-Zellen und drel
Reinigungsfraktionen einer IL-2-Aufreinigung hinsichtlich ihrer Zytokinzusammensetzung
charakterisiert und der Einflu@ deser Faktorenkombinationen auf die Kultivierung von
CD34"-Zellen aus PB und NSB untersucht. Durch Kombination humaner T-Zellfaktoren mit
verschiedenen rekombinanten Zytokinen kbzw. durch chromatographische Aufreinigung der
T-Zellfaktorengemische wurde dann nach Hinweisen auf bislang unkekannte Faktoren mit
ha&matopoetischer Wirkung gesucht.

Mittels mRNA-Differential-Display wurden Fragmente von mRNAs identifiziert, die von
aktivierten, aber nicht von ruhenden T-Zellen exprimiert werden. Diese wurden in
Plasmidvektoren kloniert, in E. coli XL1-Blue transformiert und schliefdlich sequenziert.
Durch Datenbankvergleich wurden Fragmente von unbekannten mRNAs identifiziert, die

schliefdlich hinsichtlich ihrer Expression weiter charakterisiert wurden.



2. Material

Seite-24

2. MATERIAL

2.1 Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle verwendeten Chemikalien von den Firmen Merck
Eurolab (Darmstadt), Serva Eledrophoresis (Heidelberg) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

bezogen.

a-[*P|dATP
Ammoniumpersulfat
Ampicillin

Bado Agar

Bado Yeast Extrakt
Bado-Tryptone

Bovines Serumalbumin (BSA)
Coomassie Protein Assay Reagent
DNA-Langenstandard X1V
dNTP-Mix

Gel-Mix-6

Glutaminldsung

Humanes Serumalbumin (HSA)
Insulin

IPTG

LDL

McCoy’s 5A

NaCl-Lo6sung (0,9 %)

NuSieve 3.1 Agarose

PBS

Penicillin / Streptomycinsulfat-Ldsung
RPMI 1640

TEMED

Tetracyclin

Transferrin

2.2 Verbrauchsmaterialien

0,5 ml Re&tionsgeféalie
1,5 ml-Re&ktionsgefalde
15 ml Zentrifugenrohrchen
3M-Papier

50 ml Zentrifugenréhrchen
Accuspin System-HISTOPAQUE-1077
AG-051-X-Resin
Amberlite AG 501-X8 (D)
ConA-Sepharose
Dynabeads oligo (dT)2s
EDTA-Monovetten

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Amersham Pharmacia Biotedh (Freiburg)
Roche Diagnostics (Mannheim)

Difco Laboratories (Detroit, USA)

Difco Laboratories (Detroit, USA)

Difco Laboratories (Detroit, USA)
C-C-Pro (Neustadt)

Pierce (Rockford, USA)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Applied Biosystems (Foster City, USA)
Life Technologies (Eggenstein)

Life Technologies (Eggenstein)
DRK-NSOB (Springe)

C-C-Pro (Neustadt)

Life Technologies (Eggenstein)

C-C-Pro (Neustadt)

C-C-Pro (Neustadt)

B. Braun (Melsungen)

Biozym (Hesdsch Oldendorf)
DRK-NSOB (Springe)

Life Technologies (Eggenstein)

C-C-Pro (Neustadt)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Roche Diagnostics (Mannheim)

C-C-Pro (Neustadt)

Applied Biosystems (Foster City, USA)
Eppendorf (Hamburg)

Nunc (Roskilde, Danemark)

Schleicher & Schilll (Das=l)

Nunc (Roskilde, Danemark)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

BioRad Laboratories (Mtnchen)
BioRad Laboratories (Mtnchen)
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Dynal (Oslo, Norwegen)

Sarstedt (NUmbrecht)
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FACS-Ro6hrchen Beaon Dickinson (Heidelberg)

Fradogel EMD TMAE-650(S) Merck Eurolab (Darmstadit)
Gel-Blotting-Papier GB003 Schleicher & Schill (Das=l)
Gewebekulturplatten (24 Vertiefungen) Beaon Dickinson (Heidelberg)

Microcon 100

MiniMACS Separation Columns
Nitrocdlulose-Membran

Petrischalen

Polaroid Film; Typ 667

Rontgenfilm Biomax MS1

Sterilfilter TPI30/3 (0,2 um)

Visking Dialyseschlauche (6 mmund
27 mm Durchmesser)
Zellkulturflaschen (250 ml und 750ml)

2.3 Geréate

1-Kanal-Fladhbettschreiber
Begasungsbrutschrank

Biofuge Pico

Chromatographie-Séule XK16/20
FACScan

Geltrockner

Gene Amp 9600PCR System
GeneQuant 1| RNA / DNA Calculator
Horizon 20-25 Elektrophorese-System

Horizontal Elektrophorese-System; Modell H5

HPLC Anlage

Inkubator

Kuhlgerdt MultiTemp Il
Minifuge RF
Peristaltik-Pumpe P-3
Photometer PCP6121

S2 Elektrophorese-System
Single Path Monitor UV-1
Transferkammer

2.4 Testkits

CD34 Progenitor Cell Isolation Kit
ELISAs fur verschiedene Zytokine
Message Clean[] Kit

QIAEX Il Gel Extraktion Kit

QI Aprep-spin Plasmid Kit

RNA PCRKit

RNAimagel] Kit

Sure Clonell Ligation Kit

Millipore (Eschborn)

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)
Schleicher & Schilll (Das=l)

Beaon Dickinson (Heidelberg)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Schleicher & Schuell (Dassal)

Serva Eledrophoresis (Heidelberg)

Beaon Dickinson (Heidelberg)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Heraaus (Hanau)

Heraaus (Hanau)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Beaon Dickinson (Heidelberg)

Life Technologies (Eggenstein)

Applied Biosystems (Foster City, USA)
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Life Technologies (Eggenstein)

Life Technologies (Eggenstein)
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Heraaus (Hanau)

Amersham Pharmacia Biotedh (Freiburg)
Heraaus (Hanau)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Eppendorf (Hamburg)

Life Technologies (Eggenstein)
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Amersham Pharmacia Biotedh (Freiburg)

Miltenyi Biotec(Bergisch Gladbach)

R & D Systems (Wiesbaden-Nordenstadt)
WAK-Chemie (Bad Soden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Applied Biosystems (Foster City, USA)
WAK-Chemie (Bad Soden)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
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2.5 Zdlmaterial

2.5.1 Humanes peripheres Blut

Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete humane periphere Blut (PB) stammte
ausgchliefdlich von freiwilligen Blutspendern des DRK Blutspendedienstes NSOB, Institut

Springe.

2.5.1.1 Lymphozytenreiche Plasmatuberstande

Die lymphozytenreichen Plasmaiibersténde wurden in der Abteillung Zellgewinnung des
DRK-Blutspendedienstes hergestellt. Je 450-550ml Vollblut wurden mit 70ml CPD-
Stabilisator (Citrat-Phosphat-Dextrose-Stabilisator als Antikoagulans) vermischt und 12—-16h
bei 2-8 °C gelagert. Wahrend der Lagerung sanken die Erythrozyten e urd konnten dann mit
Hilfe einer geeigneten Abpref3vorrichtung vom leukozyten- und thrombozytenreichen Plasma
abgetrennt werden.

2.5.1.2 Buffy Coats

Auch die Buffy Coats wurden in der Abteilung Zellgewinnung des DRK-Blutspendedienstes
gewonnren. Es handelt sich hierbei um die leukozytenreiche Schicht, die bei der Zentrifugation
von Vollblut zwischen dem Erythrozytensediment und dem Plasmatiberstand entsteht.

Je 450-550 ml Vollblut wurden mit 70 ml CPD-Stabilisator versetzt und 10min bel 4.100x g
zentrifugiert. Anschlief3end wurde das thrombozytenarme Plasma und die Erythrozyten von
der leukozyten- und thrombozytenreichen Schicht, dem Buffy Coat, abgetrenrt.

2.5.2 Nabelschnurblut

Das Nabelschnurblut (NSB) wurde von Mittern zur Verfigung gestellt, die ihre Kinder im
Krankenhaus Nordstadt (Hannover), im Vinzenzkrankenhaus (Hannover), in der Frauenklinik
der Medizinischen Hochschule Hannover oder im Robert-Koch-Krankenhaus (Gehrden) zur
WEelt brachten.

Aus der Nabelschnurvene wurden jeweils ca 10 ml Blut in EDTA-Monovetten (Sarstedt,

Numbrecht) abgenommen und bis zur weiteren Verwendung be 4 °C gelagert.
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2.5.3 Bakterien

E. coli XL1-Blue:  recAl, relAl, endA1l, gyrA96, supE44, hsdR17, thi, lac(FproAB,
ladgZM15, Tn10), (Tet®) (Stratagere, Heidelberg)

2.6 T-Zdl-Stimulatoren

Zur in vitro Stimulation von T-Zellen wurden die Stimulatoren PMA, A23187 ConA und
PHA-M verwendet. PMA und A23187 wurden von der Firma Calbiochem-Novabiochem
(Bad Soden), ConA von der Firma Sigma-Aldrich (Deisenhofen) und PHA-M von der Firma
Roche Diagnostics (Mannheim) bezogen.

2.7 Antikorper fur die Durchflu3zytometrie

Die fur die Durchfluzytometrie verwendeten Antikdrper wurden von der Firma Bed<mann
Coulter (Hamburg) bezogen. Als Negativkontrolle diente die Isotypkontrolle IgG; (FITC) +
|gGZa (PE)

Spezifitdt | Konjugat Klon Isotyp Expresson auf
CD34 PE, FITC 581 lgG: | pluripotenten hdmatopoetischen Zellen
CD38 PE, FITC T16 lgG: | aktivierten T- und B-Zellen, Monozyten,
NK-Zellen, Plasmazellen

2.8 Wachstumsfaktor en

Die rekombinanten humanen Wachstumsfaktoren wurden von den Firmen TEBU (Frankfurt)

oder Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bezogen.

Wachstumsfaktor | GroRRe (kD) | Quelle
flt3-Ligand (FL) 17,5 E
G-CSF 19,0 E
GM-CSF 14,0 E

LIF 19,7 E. coli
E
E
E

SCF 184
IL-3 150
IL-6 209
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2.9 Reinigungsfraktionen

Als Quelle fur humane T-Zellfaktoren dienten neben Zellkulturiiberstanden aktivierter
T-Zellen die Randfraktionen einer IL-2-Aufreinigung (nach Mohr et a., 1986. Zur
| L-2-Produktion wurden Lymphozyten mit A23187 und PMA stimuliert. Aus den Kulturtber-
standen wurde dann mittels eines mehrstufigen chromatographischen Aufreinigungs-

verfahrensIL-2 gewonnen.

Zellkultur-
Uberstand

'

Silicagel
Adsorptionschromatographie

'

S-Sepharose Fast Flow
Kationen-Austausch-
Chromatographie

Durchlauf Eluat Eluat Eluat
SFO SF1 SF2 SF3

l

weitere Aufreinigung
von IL-2

Abb. 5: Schematischer Ablauf der ersten Schritte der IL-2-Aufreinigung aus K ultur Gberstanden
aktivierter T-Zellen.

Abbildung 5 zeigt schematisch die easten Schritte der Aufreinigung von IL-2 aus
Zellkulturtiberstanden bis zur S-Sepharose Fast-Flow-Chromatographie. Das nicht an die
S-Sepharose-Saule gebundene Material wird im Folgenden als SFO bezeichnet. Die bei
unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen eluierten Fraktionen werden als SF1 (50 mM NaCl),
SF2 (350 mM NaCl) und SF3 (1 M NaCl) bezichnet. In dieser Arbeit wurden rur die
Fraktionen SFO, SF1 und SF3 verwendet. Die Fraktion SF2 stand nicht zur Verfligung, da
daraus IL-2 aufgereinigt wurde. Die Randfraktionen SFO, SF1 und SF3 wurden bis zur
Verwendung bei -30 °C gelagert.
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2.10Enzyme

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen Xbal und Eco Rl wurden von der Firma
Amersham Pharmacia Biotedh (Freiburg), die Ampli Tag DNA-Polymerase, die MULV
Reverse Transkriptase sowie der RNase Inhibitor von Applied Biosystems (Foster City, USA)
bezogen.

2.11 Oligodesoxynukleotide

2.11.1 Primer fur das mRNA-Differential-Display
Verwendet wurden die Primer aus dem ,, RNAimagel] Kit 1* (WAK-Chemie, Bad Soden):

H-TuA: S-AAGCTTTTTTTTTTTA-3
H-AP:

H-APL: 5-AAGCTTGATTGCC-3
H-AP2: 5-AAGCTTCGACTGT-3
H-AP3: 5-AAGCTTTGGTCAG-3'
H-AP4: 5-AAGCTTCTCAACG-3
H-APS: 5-AAGCTTAGTAGGC-3
H-APG: 5-AAGCTTGCACCAT-3
H-APT: 5-AAGCTTAACGAGG-3'
H-APS: 5-AAGCTTTTACCGC-3

2.11.2 Kontrollprimer fiur die RT-PCR

Als Positivkontrollen fir die RT-PCR-Untersuchungen dienten die IL-2- und B-Actin-Primer-
Setsfir die RT-PCR (Stratagene, Heidelberg).

IL-2 Primer Set
Sense Primer: 5-ATGTACAGGATGCAACTCCTGTCTT-3'
Antisense Primer: 5-GTCAGTGTTGAGATGATGCTTTGAC-3'

Amplimerlange: 451bp
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B-Actin Primer Set
Sense Primer; 5-TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA-3
Antisense Primer: 5'-CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGATGGAGGG-3

Amplimerlange: 661bp

2.11.3 Primer fiur die RT-PCR

Die Oligonukleotide fur die unbekannten Fragmente wurden entweder von MWG Biotedch

(Ebersberg) oder von Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) synthetisiert.

Position | Amplimer-

Primer Sequenz (bp) lange (bp)
B1F 5-GCTCAGGGCAGGGAGAG-3 17mer | 210194| BI1F/B1R
B1R 5-CCAACATTGTACTCTGAA-3 18mer | 2-19 210
BOF 5-TGGCTGTGCCCACGAGGAACT-3' 21mer | 452-432| B9F/B9R
BO9R 5-TCTTTGAAAGGAGGGCACTG-3 20mer | 81-100 372
B14F |5-CAGCCGCCTTCCAAGAT-3 17mer | 281-265| B14F/B14R
B14R |5-CAGTTGGCATTTGAACAAGC-3 20mer | 3554 247
B15F |5-TGCCATCCTTAGCTTCTTCC-3 20mer | 132-113| B15F/B15R
B15R |5-TTGGACCATGAAGCCAGAAT-3' 20mer | 1534 118
B18F |5-GGAGGAATCTGGGCTTCA-3 18mer | 265248| B18F/B18R
B18R |5-TTCAAAAAGCCAGTCAGTGTT-3 21mer | 49-69 217
B19F |5-CATGCAGACAGAAACTGGTCA-3 21mer | 207-187| B19F/B19R
B19R |5-ATAGATAAATTTAGGGGA-3 18mer | 1-18 207
B20F |5-GCTCCTCACATGCCTGA-3' 17mer | 239-223| B20F/B20R
B20R |5-GCACTGGAGGCTGGTGATTA-3 20mer | 1534 225

B22F |5-CACAGATTTGAGTTTGCAAGGA-3* | 22mer | 235214| B24F/B24R
B22R |5-CATGGCTGTTCGTGACATTC-3 20mer | 12-31 224

B23F |5-TTCACCACAGATTTTCAGTTGTT-3' | 23mer | 229207 | B25F/B25R
B23R [5-TGAGGAGTTATACTTTTAATCCAC-3'| 24mer | 41-64 189

2.12 Klonierungsvektor

Als Klonierungsvektor wurde das Plasmid pUC18 verwendet:
pUCL8: Derivat von pBR322 lad, lacZ, MCS, lac promotor, amp; 2686bp;
(Yanisch-Perron et al., 1985 Pharmacia, Freiburg)
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3. METHODEN

3.1 Zdlulare M ethoden

3.1.1 Gewinnung von Lymphozyten aus Ilymphozytenreichen

Plasmatberstanden

Die Zellen in lymphozytenreichen Plasmaliberstanden wurden mittels Zentrifugation (20 min
bei 200x g) pelletiert und zweimal mit 0,9 % NaCl-Losung gewaschen. Die Zellzahl wurde
mikroskopisch nach Trypanblau-Farbung in der Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
Anschlief3end wurden die Zellen entweder mit verschiedenen Stimulatoren aktiviert oder
direkt zur RNA-Isolierung eingesetzt.

3.1.2 Isolierung hadmatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen

aus Nabelschnurblut oder peripherem Blut

Die Isolierung hdmatopoetischer Stamm- und Vorléuferzellen erfolgte in einem zweistufigen
Verfahren. Im ersten Schritt wurden zundchst mononukle&e Zellen (MNC) aus NSB und PB
mit Hilfe der Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation isoliert. In einem zweiten Schritt wurden
daraus dann CD34'-Zellen (hamatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen) mit Hilfe der

I mmunaffinitétstedhnik angereichert.

3.1.2.1 Isolierung mononuklearer Zellen
Buffy Coats oder NSB wurden 1:4 mit PBS verdumt, auf Accuspin System-HISTOPAQUE-
1077Rohrchen pipettiert und 20min bei 1000x g zentrifugiert (Abb. 6).

Zentrifuge
Blut> s

= '1000xg ’ ’“ < MNC

“fritte”> u < “fritte”
10 Minuten,

& Histopaque® >
1077 Erythro-
Zyten )

ACCUSPIN™ SYSTEM-HISTOPAQUE®-1077

Abb. 6: Schema der Isalierung mononuklearer Zellen mit Hilfe von Accuspin System-
HISTOPAQUE-107#R6hr chen (Produktinformation Sigma-Aldrich, Deisenhofen).
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Die MNC wurden abgenommen und zweimal mit PBS gewaschen (10min, 200x g).
Anschliel3end wurden die Zellen in MACS-Puffer (0,5 % BSA und 5mM EDTA, pH 7,2 in
PBS; entgast und sterilfiltriert) resuspendiert und de Zellzahl mit Hilfe der Trypanblau-
Farbung in der Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

3.1.2.2 Anreicherung von CD34"-Zellen mit Hilfe der Immun-

affinitatstechnik

Zur Anreicherung von CD34"-Zellen wurde der CD34-Progenitorzell-1solationskit der Firma
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach) verwendet. Es handelt sich dabei um ein indirektes
Markierungsverfahren, das die positive Selektion von CD34"-Zellen erlaubt. Zunéchst wird
dabei ein haptenkonjugierter primarer monoklonaler Antikorper an die CD34"-Zellen
gebunden. Die CD34"-Zellen werden indirekt magnetisch markiert, indem an den priméren
Antikorper ein anti-Hapten Antikdrper gebunden wird, an den MACS Micro Beals gebunden
sind. Die aif diese Weise magnetisch markierten Zellen werden im magnetischen Feld
angereichert. Nach Herstellerangaben kénnen CD34°-Zellen mit diesem Verfahren auf

85-98 % Reinheit angereichert werden.

Je 108 mononuklede Zellen wurden in 300ul MACS-Puffer aufgenommen, mit 100l
Reagenz A1l (humanes Immunglobulin zur Blockierung der Fc-Rezeptoren) und 100l
Reagenz A2 (monoklonaler haptenkonjugierter CD34-Antikorper) versetzt und 15min bei
4 °C inkubiert. Dann wurden die Zellen mit MACS-Puffer gewaschen und pelletiert
(Zentrifugation 10 min, 200 x g). Das Pellet wurde in 400 ul MACS-Puffer resuspendiert, mit
100l Reagenz B (Konjugat aus superparamagnetischen MACS Micro Beals und anti-
Hapten Antikorpern) vermischt und 15min bei 4 °C inkubiert. Anschlief3end wurde eneut
mit MACS-Puffer gewaschen und in 400 ul MACS-Puffer resugendiert.

Zur Anreicherung der markierten Zellen wurden je nach Zellmenge MS'- bzw. LS'-Saulen
verwendet. MS™-Saulen wurden mit 500ul und LS-Saulen mit 3 ml MACS-Puffer gespilt,
bevor die Zellsuspension aufgetragen wurde. Am Magneten haftende Zellen wurden mit
MACS-Puffer gewaschen (MS™-Saulen 3 x mit je 500 ul MACS-Puffer; LS™-Saulen 3 x mit je
3 ml MACS-Puffer), bevor die Saulen vom Magneten entfernt und die Zellen mit 1. ml (fur
MS’-Saulen) bzw. 2 ml (fir LS™-Saulen) MACS-Puffer eluiert wurden.

Zur weiteren Aufreinigung wurden die eluierten Zellen auf neue, vorgespullte Saulen gegeben.
Die am Magneten haftenden Zellen wurden gewaschen und dann mit dem entsprechenden
Kulturmedium (genaue Beschreibung des Mediums siehe Abschnitt 3.1.6) eluiert.
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Abschliel3end wurde die Zellzahl mittels Trypanblau-Farbung in der Neubauer-Zahlkammer
bestimmt.

3.1.3 Bestimmung der Zellzahl mittels Trypanblau-Farbung in

einer Neubauer-Zahlkammer

Die a1 z&hlenden Zellen wurden 1:2 mit Trypanblau (TB) versetzt und in eine Neubauer-
Zahlkammer gebracht. Unter dem Mikroskop lief3en sich lebende, farblose Zellen von toten,
blau gefarbten Zellen unterscheiden. War ein Auszéhlen der Zellen aufgrund grof3er
Zellzahlen nicht mdglich, wurde das Ausgangsmaterial mit 0,9 % NaCl-Losung verdinnt.
Ausgezahlt wurden die vier aul3eren Quadrate (Abb. 7).

Abb. 7: Netzwerkeinteilung einer Neubauerkammer und fir die Zellzdhlung verwendete
Quadrate.

Die Neubauerkammer besteht aus vier auf3eren Quadraten ohne und funf inneren Quadraten
mit Netzeinteilung (Abb. 7). Jedes groRe Quadrat hat eine Flache von 1 mm?; dies ergibt bei

einer Tiefevon 0,1 mmein Volumen von 0,1 pl.

Die Zellzahl pro ml wurde wie folgt ermittelt:

Zellzahlin 4 QuadrateriVerdinnungfaktorlVerdinnungfaktor(TB) [10*
4

Zellzahl/ml =
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3.1.4 Aktivierung von Lymphozyten mit unterschiedlichen

Stimulatoren

Zur Stimulation von Lymphozyten wurde ein Basismedium bestehend aus RPMI 1640 mit
100U/1 Penicillin, 50mg/I Streptomycinsulfat, 2,7 mM Glutamin und 0,5 g/l Protein aus einer
Human-Albumin-Ldsung verwendet. Je nach Versuch erfolgte die Zugabe der folgenden

Stimulatoren:

) PMA: 10ng/ml  und A23187 100ng/ml
)] ConA:  2ug/mi
) PHA-M: 1 pg/mi

Lymphozyten aus lymphozytenreichen Plasmaiiberstanden wurden mit einer Konzentration
von 4x10° Zellen/ml im beschriebenen Stimulationsmedium aufgenommen und bei 37 °C und
5 % CO; in wasserdampfgesattigter Atmosphére im Inkubator kultiviert.

Die Kultivierung der Zellen wurde nach 6 h (T6), 18 h (T18), 24 h (T24), 48h (T48), 72h
(T72), 96 h (T96) bzw. 120 h (T120) beendet. Danach wurden die Zellzahlen mit Hilfe der
TB-Férbung in der Neubauer-Zahlkammer bestimmt und die Zellen durch Zentrifugation
(10 min, 200x g) pelletiert. Die Kulturibersténde wurden bis zur weiteren Verwendung bei
-20 °C gelagert und die Zellsedimente sofort zur RNA-1soli erung verwendet.

3.1.5 Bestimmung von Zytokinkonzentrationen mittels ELISA

Die Konzentrationen von IL-1a und -3, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-15,
IL-17, M-CSF, GM-CSF, IFN-y, OSM, TNF-a und -3, RANTES, LIF, und MIP-1a und -3 in
den Zellkulturtberstanden, den Reinigungsfraktionen SFO, SF1 und SF3 und dem ConA-
Durchlauf bzw. -Eluat von SFO und SF1 wurde mittels ELISAs der Firma R & D Systems
(Wiesbaden-Nordenstadt) bestimmt.

Die verwendeten ELISAs beruhen auf der quantitativen Sandwich-Enzym-lmmunoassay-
Tednik. Die Kontrollen und Proben wurden auf Mikrotiterplatten pipettiert, die mit
spezifischen, gegen den zu bestimmenden Faktor gerichteten monoklonalen Antikorpern
beschichtet waren. Nach Ablauf einer Inkubationszeit, in der die jeweils zu bestimmenden
Zytokine an die Antikorper banden, wurden nicht gebundene Faktoren abgewaschen. In einem
weliteren Schritt wurde @n Mearettich-Peroxidase-konjugierter, polyklonaler Zweitantikorper
Zugesetzt, der an ein anderes Epitop des gebundenen Zytokins band. Nach Entfernen des
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Uberschissigen Zweitantikorpers durch einen weiteren Waschgang wurde die Substratlsung
Tetramethylbenzidin-H,O, zugegeben. Die Aktivitét der Meearettich-Peroxidase bewirkte den
Umsatz des Substrats zu einem blauen Farbstoff. Durch den Zusatz von Schwefelséure wurde
diese Red&ktion gestoppt und ein gelber Farbumschlag erzielt. Mit Hilfe eines Photometers
wurde die optische Dichte des umgesetzten Substrates ermittelt, die direkt proportional zur

Konzentration des zu bestimmenden Antigens in der Probe ist.

3.1.6 Serumfreie Suspensionskultur von CD34"-Zellen

Zur Kultivierung von CD34"-Zellen wurde ein Basismedium nach Lansdorp und Dragowska
(1992 verwendet. Es bestand aus McCoy’s 5A mit:
10mg/l Insulin (Stocklésung: 1 g/l in IMDM)
200mg/l Transferrin (Stocklésung: 20 g/l in IMDM)
10 umol/I [3-Mercaptoethanol
2 % (wiv) Bovines Serumalbumin (Stocklésung: 10 % (w/v) BSA in IMDM; mit
Hilfe von 60 g AG-051-X-Resin wurde die Ldsung deionisiert [30-60
min], anschlief3end wurde das Resin mit einem Faltenfilter abfiltriert

und die Losung sterilfiltriert)

100U/ Penicillin

50mg/I Streptomycinsulfat

40 mg/l Low-Density Lipoprotein
2,7mM Glutamin

Diesem Basismedium wurde durch den Zusatz von Reinigungsfraktionen (Abschnitt 2.9),
Fraktionen von ConA-Chromatographien (Abschnitt 3.3.1) oder Kulturiiberstdnden aus
T-Zell-Stimulationsversuchen (Abschnitt 3.1.3) 1 pug Protein/ml Kulturmedium zugesetzt.
Rekombinante Wadstumsfaktoren wurden wie folgt eingesetzt:

Zytokinkombination A: 50 ng/ml SCF
50 ng/ml G-CSF
10 ng/ml IL-3
50 U/ml IL-6
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Zytokinkombination X: 50 ng/ml G-CSF
10 ng/ml IL-3
50U/ml IL-6

Zytokinkombination L: 25 ng/ml SCF
25ng/ml LIF
100 ng/ml FL

Zytokinkombination M: 25ng/ml LIF
100 ng/ml FL

Es wurde ane Zellzahl von 2,5x104 Zellen/ml eingestellt und dann in 24-Well-Platten (1 ml
pro Well) bei 37°C und 5% CO, in waserdampfgeséttigter Atmosphére kultiviert. Das

Kulturmedium wurde woéchentlich erneuert, die Zellzahl (Vermehrungsfaktor) ermittelt und
die Expresgon unterschiedlicher Oberflachenantigene mittels Durchfluf3zytometrie bestimmt.
Dazu wurde die gesamte Zellpopulation aus dem Well entnommen, die Zellen gezihlt und mit
frischem Kulturmedium auf die Ausgangszellzahl umgesetzt. Aliquots der entnommenen
Zellpopulation wurden fur durchfluzytometrische Analysen (Abschnitt 3.1.7) verwendet.

Der Vermehrungsfaktor (Vf) wurde wie folgt beredhnet:

_ ermittelte Zellzahl
~ Ausgangszellzahl

3.1.7 Charakterisierung hamatopoetischer Stamm- und Vorlaufer-

zellen mittels DurchflufRzytometrie

Die Durchflu3zytometrie stellt eine Weiterentwicklung der Immunfluoreszenztechnik dar. An
bestimmte Antigene werden fluoreszenzmarkierte Antikdrper gebunden. Nacd einer hydro-
dynamischen Fokussierung passieren die Zellen einen Laserstrahl (Argon-lonen-Laser,
488 nm), der an der Zelle gestreut wird. Die Streuung ist dabel abhéngig von der Grof3e, der
Membranstruktur und der Granularitét der Zelle. Die Mesaung des Streuli chts in Richtung des
einfallenden Laserstrahls (FSC, ,forward light scater, Vorwartsstreulicht) gibt Auskunft
Uber die Grole der Zelle: je kleiner die Zelle, um so weniger Licht wird gestreut. Das im
rediten Winkel zum einfallenden Laserstrahl gestreute Licht (SSC, ,side scatter”,
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Seitwartsstreulicht) ist hauptsadilich von der Granularitét der Zelle abhéngig. Die Messung

der Fluoreszenz-Intensitét der durch den Laserstrahl angeregten Fluoreszenzfarbstoffe auf de
Zellen macht eine Bestimmung der Antigendichte moglich (Abb. 8). Als Fluoreszenzfarb-
stoffe wurden Fluoresceinisothiocyanat (FITC; maximale Emisgon bei 525nm) und
Phycoerythrin (PE; maximale Emisgon bei 578 nm) verwendet. Zur Unterscheidung lebender
und abgestorbener Zellen wurde den Ansétzen Propidiumiodid (PI; maximale Emisgon bei
611 nm) zugesetzt.

Side-Scatter (SSC)
extra/intrazellulare Strukturen

Fluoreszenzintensitat (FL)
= Antigenexpression

Abb. 8: MeRparameter (FSC, SSC und Fluoreszenzintensitét) der Durchflul3zytometrie.

Pro Testansatz wurden etwa 1x10° Zellen verwendet. Die Zellen wurden in FACS-Puffer
(5% FCS in PBS;, das FCS wurde vor der Verwendung 1h bei 56°C inaktiviert)
aufgenommen, zweimal gewaschen (10 min, 200x g) und anschlief3end in 100ul FACS
Puffer resuspendiert. Den Ansdtzen wurden die entsprechenden fluoreszenzmarkierten
Antikorper (je 10-20 pl) zugegeben und 20-30 min im Kihlschrank inkubiert. Danach wurden
die Ansdtze durch Zugabe von FACS-Puffer und anschlief3ender Zentrifugation fir 10 min bei
Raumtemperatur und 200x g gewaschen. Das $ gewonnene Zellpellet wurde in 500ul PBS
aufgenommen. Abgestorbene Zellen wurden durch den Zusatz von je 1 ul Propidiumiodid-
Stammlésung (Endkonzentration 0,5 mg/ml) angeférbt und anschlieend im Durchfluf3-
zytometer gemessen.

Anhand der bei den FACS-Messungen ermittelten antigenpositiven (bzw. antigennegativen)
Ereignisse konnte die Zahl der jeweils antigenpositiven (antigennegativen) Zellen in den
Kulturen (Zpn) bestimmt werden:

Z., = % EreignissgFACS- Messung) ZahlderTB - negativenZellenin derKultur
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Durch die zusétzliche M ultipli kation mit dem Vermehrungsfaktor konnte ausdiessm Ergebnis
die Gesamtzahl der antigenpositiven (antigennegativen) Zellen Uber den gesamten

Kultivierungszeitraum ermittelt werden.

3.2 M olekularbiologische M ethoden

Bei allen Arbeiten mit RNA oder mRNA wurde RNase-freies ddH,O verwendet. Nadh
Moglichkeit wurden RNase-frele Einmalartikel benutzt. Alle benotigten Gerédte oder
Glasmaterialien wurden durch 10 min Inkubation mit 3 % H,O,-Ldsung von RNasen befreit.
Wahlweise wurde daau RNaseZAP™ (Sigma, Deisenhofen) verwendet.

3.2.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Lymphozyten

Die Gesamt-RNA von stimulierten und urstimulierten Lymphozyten wurde mit Hilfe von
TriReagent (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) isoliert.

Diese Methode basiert auf einem von Chomczynski und Sacchi (Chomczynski, 1987
entwickelten Verfahren. Guanidinthiocyanat und Phenol inaktivieren die Nucleasen und
denaturieren die DNA- und RNA-asziierten Proteine. Die Trennung von RNA, DNA und
Proteinen erfolgt durch den Zusatz von Chloroform. In der waldrigen Phase befindet sich die
RNA, in der organischen Phase die Proteine und in der Interphase die DNA. Die RNA wird
durch den Zusatz von I sopropanol aus der wal3rigen Phase geféallt.

Die unter 3.1.1 erhaltenen Zellpellets wurden in isotoner Kochsalzlésung gewaschen und
durch Zentrifugation (10 min, 200x g) pelletiert. Auf die trockenen Pellets wurde aur Zelllyse
pro 5 kis 10x10° Zellen 1 ml TriReagent gegeben. Um eine vollstandige Dis®ziation der
Nucleoproteinkomplexe ai erreichen, wurde 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zu jeder
Probe wurden dann 200l Chloroform je ml TriReagent gegeben, die Ansdtze gut gemischt
und 2-15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nacdh einer Zentrifugation (15 min, 12.000x g)
wurde die obere wal¥rige Phase agenommen, mit 500ul Isopropanol je ml TriReagent
versetzt und 510 min bel Raumtemperatur inkubiert. Die RNA wurde schliedlich durch
erneute Zentrifugation (10 min, 12.000x g) pelletiert und mit 1 ml 75% Ethanol je ml
TriReagent gewaschen (Zentrifugation 5 min, 7.500x g). Der Uberstand wurde ebgenommen,
das Pellet 5-10min bei Raumtemperatur getrocknet und schlief3lich wieder in RNase-freiem
ddH,0 gelost. Die so gewonnene Gesamt-RNA wurde bei -70 °C gelagert.



3. Methoden Seite-39

3.2.2 Isolierung von mRNA aus Gesamt-RNA

Zur Isolierung der mRNA aus Gesamt RNA wurden Dynabeads oligo (dT)zs (Dynal,
Norwegen) verwendet. Es handelt sich hierbei um supermagnetische Kligelchen mit einem
Durchmesser von 2,8 um und einem Kern aus 6Fe;O3 und FesO4. Eine Polymerhille schiitzt
die 21 hindenden MRNA-Molekiile vor direktem Kontakt mit dem Eisen. Uber eine 5‘Linker-
Gruppe ist eine 25 Nukleotide lange Kette aus Desoxythymidin kovalent an die Polymerhtlle
gebunden.

Aus 75 pg Gesamt-RNA konnen mit 200 ul Dynabeads bis zu 2 ug mRNA isoliert werden.
Der Lagerungspuffer wurde von den Beals entfernt und diese dann zweimal mit je 100 ul
2x-Bindungspuffer (20mM TrissHCI, pH 7,5, 1M LIiCl; 2mM EDTA) gewaschen. Die
gewaschenen Beals wurden in 100 pl 2x-Bindungspuffer aufgenommen.

75 ug Gesamt-RNA wurden in 100l ddH,O aufgenommen und 2min bei 65 °C inkubiert,
um vorhandene Sekundarstrukturen zu zerstéren. Die RNA wurde den Beads zugesetzt und
die Komponenten gut gemischt. Zur Bindung der mRNA an die Dynabeals wurde die Probe
3-5 min unter Schitteln inkubiert. Danach wurde der Puffer mit den nicht gebundenen RNA-
Spezies entfernt. Die Beals mit der gebundenen mRNA wurden zuerst mit 200pl
Waschpuffer (L0mM TrissHCI, pH 7,5; 0,15M LIiCl; 1mM EDTA) und anschlief3end mit
200l Enzympuffer (z.B. 1x PCR-Puffer) gewaschen, bevor sie in 10-20 ul Elutionspuffer
(10mM Tris-HCI, pH 7,5) resuspendiert wurden. Durch 2 min Inkubation bei 65°C wurde
die mRNA von den Beals gelost und die mRNA-Ausbeute photometrisch bestimmt
(Abschnitt 3.2.3).

So verwendete Beads konrten regeneriert und bis zu viermal wiederverwendet werden. Dazu
wurden die Beads (Ausgangsvolumen 200 pl) dreimal in je 200l 0,1 M NaOH resuspendiert
und jeweils 2 min bei 65 °C inkubiert. Anschlief3end wurden die Beads viermal mit je 200 ul
Lagerungspuffer (250mM Tris-HCI, pH 7,0; 20mM EDTA; 0,1 % (v/v) Twea-20; 0,02 %
(w/v) Natriumazid) gewaschen und entweder sofort welterverwendet, oder aber in

Lagerungspuffer bei 4 °C gelagert.

3.2.3 Photometrische Bestimmung der RNA- bzw. DNA-Konzen-

tration

Zur Bestimmung der RNA- bzw. DNA-Konzentration wurde der GeneQuant 11 RNA/DNA
Calculator der Firma Amersham Pharmacia Biotedh (Freiburg) verwendet. Bei diesem

Photometer handelt es sich um ein Spektraphotometer, mit dem die gleichzeitige Messung
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der Proben bei Wellenldangen von 230nm, 260nm, 280nm und 320nm ndglich ist. Die
Messungen bei 260nm und 280nm dienen der Quantifizierung und Reinheitstiberprifung,
die optische Dichte (OD) bei 320nm der Hintergrundkompensation. Bel einer Wellenlénge
von 230nm kann die Proteinbestimmung erfolgen.

Fur die Mesaung wurde eine 10 mm-Ultramikrokivette mit einem Mindest-Probenvolumen
von 70 pl verwendet.

Eine ODg0von 1 entspricht ca 50 pg/ml Doppelstrang (ds)-DNA oder 40 pg/ml RNA.
Anhand des ODy2s/OD2go-Verhdtnisses kann die Reinheit der Nukleinsdurepréparation
Uberprift werden: reine RNA-Pr8parationen weisen ein OD,g/ OD2go-Verhdtnis von 2,0 und

reine DNA-Préparationen ein Verhéltnis von 1,8 auf.

3.2.4 Denaturierende Agarosegel-Elektrophorese

Um einen Abbau isolierter RNA durch RNasen ausschlief3en zu konnen, wurde die Integritét
der RNA mittels denaturierender Agarosegel-Elektrophorese Uberprift. Dazu wurde das
Horizontal Elektrophorese-System Modell H5 (Life Technologies, Eggenstein) verwendet.

Es wurde en 1,2 % Agarosegel mit 2% Formaldehyd und 5pul 0,01 M Ethidiumbromid-
l6sung in 1x Laufpuffer (5x Laufpuffer aus 0,1 M MOPS pH 7,0; 40 mM Na-Acdat; 5 mM
EDTA, pH 8,0) hergestellt. Bis zu 30ug RNA oder 5 ug mRNA (in 4 pl ddH,0) wurden mit
155 ul Probenpuffer (2 ul 5x Laufpuffer, 3,5ul Formaldehyd und 10pl Formamid)
vermischt, 15 min bei 65 °C inkubiert und anschlief3end auf Eis abgekiihlt. Den Proben wurde
dann 2 ul Gelladepuffer (50% (v/v) Glycerol, 1 mM EDTA, 0,25 % Bromphenolblau und
0,25 % Xylen-Cyanol) zugesetzt. Vor dem Auftragen der Proben erfolgte en funfminttiger
Vorlauf des Gels. Danach wurde die Elektrophorese in 1x Laufpuffer mit 3—4V/cm
durchgeftihrt. Das im Gel vorhandene Ethidiumbromid konnte ar die RNA binden und
anschlief3end unter UV-Licht (302 nm) sichtbar gemacht werden.

3.2.5 Entfernung von DNA-Kontaminationen aus RNA-Prapara-

tionen

Da DNA-Reste in einer RNA-Préparation die Ergebnisse einer anschlief3end durchgefihrten
RT-PCR verfdschen wirden, wurden wvorhandene DNA-Kontaminationen mit Hilfe des
»Message Cleanl] Kits* (WAK-Chemie, Bad Soden) entfernt.
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Fur einen 50 pl Re&tionsansatz wurden 10-50 ug Gesamt-RNA in 44 ul RNase-freiem
ddH,0 aufgenommen und mit 5 pl 10x Re&tionspuffer und 1l DNase | (10 U) versetzt. Der
Ansatz wurde gut vermischt und 30min bei 37 °C inkubiert. Proteine wurden durch eine
Phenol-Chloroform Extraktion entfernt, indem die jeweilige Probe mit demselben Volumen
Phenol-Chloroform (3:1) vermischt wurde. Nadh 10 min Inkubation auf Eis wurden die
Ansdtze 5 min bel 4 °C und 13000x g zentrifugiert. Die obere Phase wurde dgenommen,
mit /10 Volumen 3 M Natriumacdat und 25 Volumen eisgekiihitem 96% Ethanol
vermischt und zur Fallung der RNA fur mindestens 1 h bei -70 °C inkubiert. Die RNA wurde
durch Zentrifugation pelletiert (10min, 4°C, 13.000x g), mit 500ul 70% Ethanol
gewaschen (5 min, 4 °C, 13000 x g) und abschlief3end in 10-20 ul ddH,O gelost.

3.2.6 mRNA-Differential-Display

Die Methode des mRNA-Differential-Displays wurde 1992 von Liang und Pardee
vertffentlicht und bietet die Moglichkeit, differenziell exprimierte Gene ai identifizieren und
spéter zu klonieren.

Es wurde der ,RNAimagel] Kit“ (WAK-Chemie, Bad Soden) verwendet. In einem ersten
Schritt wird mit Hilfe der Reversen Transkriptase und einem oligo-dT Primer die aur mRNA
komplementéare dNA synthetisiert. In einem zweiten Schritt folgt dann die PCR-
Amplifizierung der cDNA mit einem randomisierten, degenerierten 10mer Primer und dem
oligo dT-Primer aus der reversen Transkriptase-Re&ktion. Damit eine empfindliche Detektion
der PCR-Produkte méglich ist, wird der Reektion **P-dATP zugesetzt. Die PCR-Produkte
werden auf ein DNA-Sequenzierungsgel (6 % denaturierendes Polyaaylamid-Gel) auf-
getragen und entsprechend ihrer Grofde aufgetrennt (Abb. 9). Die in die PCR-Produkte
eingebaute Radioaktivitdt wird mittels Autoradiographie sichtbar gemacht. In diesem Fall
kann durch den direkten Vergleich der Bandenmuster von aktivierten und nicht aktivierten
T-Zellen erkannt werden, welche Gene nur von aktivierten, aber nicht von ruhenden T-Zellen
exprimiert werden und umgekehrt.

Ausghliedlich bei  aktivierten T-Zellen auftretende Banden werden aus dem Gel
ausgeschnitten, die DNA daraus eluiert und dese dann mit Hilfe eines weiteren PCR-
Schrittes vermehrt.
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GAAAAAAAAAAA-An
TAAAAAAAAAAA-An
—CAAAAAAAAAAA-An
i Reverse transcription 5’-AAGCTTTTTTTTTTTG-3’(H-T1:G)
dNTPs
MMLYV reverse transcriptase
CAAAAAAAAAAA-An
< GTTTTTTTTTTTCGAA
II. PCR amplification 5°-AAGCTTGATTGCC-3’ (H-AP-1 Primer)
5-AAGCTTTTTTTTTTTG-3’ (H-T11G)
dNTPs

a-[**S-dATP]
AmpliTaq DNA polymerase

AAGCTTGATTGCC >
~GTTTTTTTTTTTCGAA
AAGCTTGATTGCC >
GTTTTTTTTTTTCGAA

I11. Denaturing polyacrylamide gel

RNA sample: X l y

— — Negative electrode (-)

— -— Positive electrode (+)

Abb. 8: Schematischer Ablauf des mRNA-Differential-Displays (Produktinformationen WAK-
Chemie, Bad Soden).

Es wurden Gesamt-RNA-Prdparationen wvon nicht stimulierten Lymphozyten und von
Lymphozyten, die fur 96 h mit PMA und A23187 stimuliert wurden, verwendet. Fir einen
20 ul Re&ktionsansatz wurden 2 pl der DNA-freien RNA-Préparation (0,1 pg RNA/ul) mit
9,4 ul ddH,0, 4 pl 5x Reverse Transkriptase-Puffer, 1,6 pl dNTP-Mix (250uM) und 2 ul H-
T1A-Primer (2 uM) vermischt. Der Redktionsansatz wurde wie folgt im Thermocycler
inkubiert: 5min bei 65°C, 60 min bei 37°C, 5min bel 75°C und 5min bei 4°C. Nach
10 min Inkubation bei 37 °C wurde dem Re&tionsansatz 1 pl MMLV Reverse Transkriptase
(100 U/ul) zugesetzt. Der Ansatz wurde sorgfaltig vermischt und sofort weiter inkubiert. Fir
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die PCR wurde ein Mix (20 pl) aus folgenden Komponenten hergestellt: 9,2 pl ddH»0, 2,0 pl
10x PCR-Puffer, 1,6 pl dNTP-Mix (25 uM), 2 pl H-AP Rimer (2 uM), 2 pl H-T;A (2 M),
2yl des Produkts aus der RT-Resktion, 1pl o-[**F]JdATP (2000Ci/mmol) und 0,2 pl
AmpliTag DNA Polymerase. Die Komponenten wurden gut vermischt und die PCR im
Thermocycler wie folgt durchgefiihrt: 40 Zyklen mit 15s bei 94 °C, 2 min bei 40°C und 30s
bei 72 °C. Abschlief3end wurde 5 min bei 72 °C inkubiert.

Die PCR-Produkte wurden mittels einer denaturierenden Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(PAGE) entspredhend ihrer Grole aufgetrennt. Es wurden der ,Gel-Mix 6“ und die
Elektrophoresegpparatur ,S2 Sequencing Gel Electrophoresis Apparatus® der Firma Life
Tednologies (Eggenstein) verwendet. Dem vorgefertigten ,,Gel-Mix 6%, der die Reagenzien
fir ein 6 % denaturierendes Polyacrylamidgel beinhaltet, wurden 450pul 10% Ammonium-
persulfatldsung zugegeben. Zwischen 2 Glasplatten, von denen eine auvor mit ,Gleitsilan®
(Sigmacote; Sigma-Aldrich, Deisenhofen) behandelt wurde, wurde daraus ein 30x40x0,04 cm
grol3es Gel gegossen. Das Gel polymerisierte innerhalb von 1 h und wurde dann in die
Elektrophoresekammer eingesetzt. Als Laufpuffer diente 1x TBE. Das Gel wurde zunadst
wahrend eines 30 minttigen Vorlaufs bei 100W erwarmt. Von jeder Probe wurden 3,5 pl mit
2 ul Ladepuffer versetzt und 2 min auf 80 °C erhitzt. Vor dem Laden der Proben wurden zur
Entfernung von Harnstoffresten jeweils 46 Probentaschen mit Puffer gespllt. Die
Elektrophorese wurde dannca 3,5 h bel 60 Watt mit konstantem Strom durchgeftihrt.

Nadh Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel aus der Elektrophoresekammer
herausgenommen, auf 3M-Papier (Schleicher & Schill, Dassel) geblottet, mit einer
Plastikfolie bededkt und unter Vakuum in einem Geltrockner (Life Tednologies, Eggenstein)
bei 80 °C fur 1 h getrocknet. Ein Rontgenfilm (Biomax MS1, Sigma-Aldrich) wurde auf das
Gel gelegt und Uber Nacht oder bei Bedarf bis zu 72h exponiert. Auf dem Autoradiogramm
wurden solche Banden markiert, die nur bei den Proben aus aktivierten T-Zellen sichtbar
waren. Autoradiogramm und Gel wurden zur Dedkung gebracht und die markierten Banden
aus dem Gel ausgeschnitten. Die Gelstiicke wurden mit 100l ddH,O versetzt, zundchst
10min bei Raumtemperatur und nachfolgend 15min bei 95°C inkubiert. Nadh 2 min
Zentrifugation bei 13.000x g wurde die im Uberstand enthaltene DNA durch den Zusatz von
10 ul 3 M Natriumaceat, 5 pul Glykogen (10 mg/ml) und 450ul 96% Ethanol geféllt. Nadc
30 min Inkubation bei —70 T wurde die DNA durch Zentrifugation (10 min, 13.000x g)
pelletiert, mit 200 pl eiskaltem 85% Ethanol gewaschen und das trockene Pell et anschlief3end
in 10 pl ddH,0 aufgenommen.
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Zur Reamplifikation der Proben wurde ein 40ul-Mix aus folgenden Komponenten
hergestellt: 20,4 pl ddH,0, 4,0 ul 10x PCR-Puffer, 3,2 ul dNTP-Mix (250uM), 4 ul H-AP
Primer (2 uM), 4 ul H-T1;A (2 uM), 4 pl des PCR-Produkts und 04 pul AmpliTag DNA
Polymerase. Die Komponenten wurden gut vermischt und de PCR im Thermocycler wie
folgt durchgefihrt: 40 Zyklen mit 15s bei 94 °C, 2min bei 40°C und 30s bei 72°C.
Anschlief3end folgten 5 min Inkubation bei 72 °C.

Die GrolRe der PCR-Produkte wurde auf einem TBE-Agarosegel Uberprift. Anschlief3end
wurden die Amplifikate mit Hilfe des ,QIAEX Il Gelextradion Kit“ (Qiagen, Hilden;
Abschnitt 3.2.9) ausdem Gel eluiert.

3.2.7 Darstellung von PCR-Produkten im TBE-Agarosegel

Je nach Anzahl der Proben wurde ein TBE-Agarosegel mit 100ml Volumen (,Horizontal
Elektrophorese-System Modell H5“; Life Tednologies, Eggenstein; 20 Proben) oder mit
300ml Volumen (,,Horizon 20:25 Elektrophorese-System”; Life Technologies, Eggenstein;
30 Proben) hergestellt (1,2 % Agarose in 1x TBE-Pufferp ul 0,01 M EtBr).

Soweit nicht anders angegeben wurden 5l von jedem PCR-Ansatz mit 1 pl Stoppmix
(0,25 % (w/v) Bromphenolblau, 0,25 % (w/v) Xylencyanal, 30 % (v/v) Glycerin) versetzt und
auf das Gel aufgetragen. Um Menge und Lénge der PCR-Fragmente aschéatzen zu konnen,
wurden 5-10 pl des DNA-Langenstandards ,DNA molecular weight marker XI1V* (Roche
Diagnostics, Mannheim) aufgetragen.

Die Elektrophorese wurde in 1x TBE-Puffer (89,2 mM Tris, 89,0 mM Borséure; 0,1 mM
NaEDTA-2H,0, pH 8,0) mit einer Spannung von etwa 5 V/cm durchgefuihrt (Sambrook et
al., 1989. Das im Gel enthaltene Ethidiumbromid interkalierte in die DNA und konnte dann
mittels UV-Licht (302 nm) sichtbar gemacht werden.

3.2.8 Ankonzentration von PCR-Produkten

Die PCR-Produkte wurden in ,Microcon 100° (Millipore, Eschborn) tberftihrt und 4 min bel
500x g zentrifugiert. Durch Umdrehen des Filters und erneute Zentrifugation (1 min,
1.000x g) liel3 sich die zurtickgebliebene FlUssigkeit mit den PCR-Produkten eluieren.

Durch diese Ultrafiltration wurde die Lésung auf 5-15ul eingeengt und zugleich von

Uberschissigen Primermolekilen, nicht eingebauten dNTPs und Pufferkomponenten befreit.
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3.2.9 Extraktion von PCR-Produkten aus Agarosegelen

Zur Extraktion von PCR-Produkten aus Agarosegelen wurde der ,,QIAEX 1l Gel Extraktion
Kit* (Qiagen, Hilden) verwendet.

Dazu wurden die PCR-Produkte aundchst ankonzentriert (Abschnitt 3.2.8) und der gesamte
Ansatz auf ein TBE-Agarosegel aufgetragen (Abschnitt 3.2.7). Unter UV-Licht wurden dann
die gewtinschten Banden aus dem Gel ausgeschnitten und das Gewicht der ausgeschnittenen
Gelstiicke bestimmt. Je 100mg Gel wurden 300l Puffer QX1 und je 5ug DNA, 10pl
"QIAEX I11"-Silicagellésung hinzugefligt. Die Ansdtze wurden grindlich gemischt und de
Agarose durch 10 min Inkubation im 50°C warmen Wassrbad geschmolzen. Durch
Zentrifugation (30 s, 13.000x g) wurde das Silicagel mit der gebundenen DNA pelletiert, die
Uberstande entfernt und das Pellet zuerst in 500ul Puffer QX1 und danach zweimal in je
500l Puffer PE gewaschen. Nadh dem letzten Waschschritt wurde der Puffer vollstandig
abgenommen und das Silicagel mit der gebundenen DNA fir 15min bei Raumtemperatur
getrocknet. Zur Elution der DNA wurden die trockenen Pellets in je 20ul ddH,O
resuspendiert, 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und das Silicagel erneut pelletiert (30 s,
13.000x g). Zur Kontrolle wurden je 2 pl der Eluate im TBE-Agarosegel tUberpriift.

3.2.10 Blunt-end Ligation

Zur blunt-end Ligation wurde der ,Sure Clone™ Ligation Kit* (Amersham Pharmacia
Biotedh, Freiburg) verwendet.

Als blunt-end Ligation wird die Verknipfung zweier DNA-Molekile mit glatten Enden
bezeichnet. Zundchst werden dabei durch die 3' - 5'-Exonukleaseaktivitét der Klenow-
Polymerase einzelstrangige 3'-Uberhénge an den Enden der PCR-Produkte entfernt. Dadurch
entstehen blunt-ends, die durch die T4-Polynukleotid-Kinase phosphoryliert werden.
Anschliel3end konnen die DNA-Molekile durch die T4-DNA-Ligase mit Vektor-DNA
(blunt-end und dephosphoryliert) verbunden werden.

In einem ersten Schritt fand eine kombinierte ,polish and kinase"-Re&tion statt. Dazu
wurden in einem 20 ul Re&ktionsansatz 16 pl der gereinigten PCR-Amplifikate mit 2 pl 10x
"Blunting/Kinase"-Puffer, 1yl Klenow-Fragment und 1pl T4-Polynukleotid-Kinase ver-
mischt und 30min bei 37 °C inkubiert. Mittels einer Phenol-Chloroform-Extraktion wurden
die Enzyme inaktiviert und Proteine und Nuklease entfernt. Dazu wurde dem Reaktionsansatz
20yl Phenol-Chloroform (3:1) zugesetzt, dieser grindlich gemischt und fir 2 min bei
13.000x g und 4°C zentrifugiert. Eine "MicroSpin Column" wurde mit 500l Sephaayl
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S-200 beladen, der Puffer durch Zentrifugation (30 s, 13.000x g) entfernt und die DNA-
haltige obere Phase der Phenol-Chloroform-Extraktion auf die Saule gegeben. Durch
Zentrifugation (30's, 13.000x g) wurde die DNA eluiert.

Fur die Ligations-Re&ktion wurden 7 pul des Produkts aus der "polish and kinase" Reaktion
mit 50ng dephosphoryliertem blunt-end Vektor (pUC18), 10ul 10x Ligationspuffer, 1pul
200mM DTT-L6sung und 1 ul T4-DNA Ligase (8,5 U/ul) vermischt und dann mit ddH»0 auf
20 ul aufgefillt. Der Redaktionsansatz wurde 1 h im Thermocycler bei 16 °C inkubiert. Die
Ligationsprodukte wurden bis zur Transformation bei -20 °C aufbewahrt.

3.2.11 Transformation rekombinanter Plasmide in kompetente

E. coli-Zellen

Die Transformation rekombinanter Plasmide in kompetente Bakterienzellen erfolgte nach der
Methode von Hanahan (Hanahan, 1983.

Pro Transformationsansatz wurden 100l superkompetente Zellen (Stratagene, Heidelberg)
mit 1,7 pl B-Mercaptoethanol versetzt und 10min unter wiederholtem Mischen auf Eis
inkubiert. Dann wurden 10-20 ul des Ligationsansatzes zugegeben und weitere 30 min auf Eis
inkubiert. Nach einem Hitzeschock (45 s bei 42 °C) wurden die Ansdtze 2 min auf Eis ab-
gekuhlt und mit je 900pul sterilem SOC-Medium (2 g/l Bado-Tryptone, 5 g/l Bacto-Y east-
Extrakt, 5 g/l NaCl, 4 g/l Glucose, 10 MM MgCl, und 10mM MgSO,) versetzt. Die Ansidtze
wurden 1h bei 37°C unter leichtem Schitteln inkubiert, bevor die Zellen durch
Zentrifugation (30 s bel 13.000x @) pelletiert wurden. Diese Pellets wurden in 150ul SOC-
Medium aufgenommen und auf LB-Agarplatiten (10 g/l Bado-Tryptone, 5 ¢/l Bacto-Yeast
Extrakt, 10g/l NaCl und 15¢g/| Bado-Agar) ausplattiert. Auf die LB-Agarplatten, die
zusatzlich Ampicillin (50 ug/ml) und Tetracyclin (12,5 pg/ml) enthielten, wurden zuvor je
Platte 40 ul 200mM PTG und 40ul 2 % X-Gal (w/v in Dimethylformamid) ausgestrichen.
Die Inkubation erfolgte tiber Nacht bei 37 °C.

3.2.12 Selektion rekombinanter Klone

Die Selektion rekombinanter Klone efolgte sowohl Uber die Antibiotikaresistenz als auch auf
biochemischem Weg. Letzterer basiert auf der Verwendung besonderer Vektor/Wirt-Systeme,
die nach Rekombination mit Fremd-DNA die Fahigkeit zur Biosynthese von 3-Galaktosidase

verlieren. Dies kann durch einen Féarbetest (blue-white-screen) auf den Agarplatten Uberprift
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werden (Vieira und Messng, 1982. Daai werden auf die Platten neben den im Agar
enthaltenen Antibiotika die Substanzen IPTG und X-Gal aufgebracht. |PTG wirkt ds Induktor
des Enzyms [3-Galaktosidase und X-Gal dient as Substrat dieses Enzyms. Da durch die
enzymatische Spaltung des Substrats ein tiefblauer Farbstoff entsteht, lassen sich nach der
Inkubation blaue Bakterienkolonien mit nicht rekombinanten Vektoren wvon weil3en

Bakterienkolonien mit rekombinanten V ektoren unterscheiden.

3.2.13 Plasmid-Mini-Praparationen

Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des , QI Aprep-spin Plasmid Kit* (Qiagen, Hilden) gewonnen.
Bei diesem Verfahren werden die Bakterienzellen in mehreren Schritten aufgebrochen:
zunaadhst wird die @Rere Membran durch EDTA destabilisiert, dann die Zellwande mit Hilfe
von SDS solubilisiert, die chromosomale DNA mittels alkalischer Hydrolyse (NaOH)
abgebaut und die RNA mit RNas A entfernt. Nadh Ausfélen der verbliebena Membranreste
erfolgt die Aufreinigung der Plasmid-DNA Uber eine lonenaustauschersaule.

Zunéchst wurde mit einer weil3en Bakterienkolonie eine 5ml Vorkultur in LB-Medium
(10g/l Bado-Tryptone, 5g/ll Bado-Yeast-Extrakt, 10 g/l NaCl, 50,0 mg/l Ampicillin,
12,5 mg/l Tetragyclin) angesetzt. Die Bakterien wurden Uber Nacht bei 37 °C unter Schiitteln
vermehrt, bevor sie durch Zentrifugation (3 min, 13.000x g) pelletiert wurden. Das Zdll pellet
wurde in 250l gekihltem Puffer P1 (mit 100 ug/pl RNaseA) resuspendiert. Der durch die
Zugabe von 250l Puffer P2 (Lysepuffer) und 350ul Puffer N3 (Neutralisierungspuffer)
entstandene weil3e Niederschlag aus chromosomaler DNA, Proteinen und Zelltrimmern
wurde durch Zentrifugation (10 min, 13.000x g) sedimentiert. Der plasmidhaltige Uberstand
wurde auf die "QIAprep-spin"-Saulen gegeben und zentrifugiert (30-60 s, 13.000x g). Durch
Zugabe von 750 ul Puffer PE und anschlief3ender Zentrifugation (30-60s, 13.000x g) wurde
die Plasmid-DNA gewaschen, bevor se mit 60 ul EB-Puffer eluiert wurde. Die Plasmid-
DNA-Préparation wurde bei -20 °C gelagert.

Die rekombinanten Plasmide wurden in einem 10 pl-Restriktionsansatz Uberprift. Daau
wurden 2 ul der DNA-Préparation mit 1 pl 10x Inkubations-Puffer und jeweils 10U der
Restriktionsendonukleasen Xba | und Eco RI (Amersham Pharmacia Biotedh, Freiburg)
versetzt, 1 h bei 37 °C inkubiert und anschlief3end auf einem TBE-Agarosegel aufgetrennt.
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3.2.14 RT-PCR

Fur die RT-PCR wurde der ,RNA PCR Kit“ (Applied Biosystems, Foster City, USA)
verwendet.

In einem ersten Schritt erfolgte die Reverse Transkription (RT) der mRNA in cDNA. Hierzu
wurde ein 20 pl-Mix aus den folgenden Komponenten hergestellt: 4 pl 25mM MgCl,-
Losung, 2 pl 10x PCR-Puffer I, 8 pul dNTP-Mix (je 20 mM), 1 pl RNase Inhibitor (20 U/ul),
1yl MuLV Reverse Transkriptase (50 U/ul), 50uM Primer und < 1ug RNA. Bei Bedarf
wurde der Re&ktionsansatz mit RNase-freiem ddH,O auf 20l aufgefillt. Der Mix wurde
10 min bei Raumtemperatur, 15 min bel 42 °C, 5 min bei 95°C und abschlie?end 5min bei
4 °C inkubiert. Nach Abschlufd der RT-PCR-Re&tion wurde ein 100 pl-Mix fur die PCR
Amplifikation der cDNA aus den folgenden Komponenten hergestellt: 4 ul 25mM MgCl,,
8 ul 10x PCR-Puffer I, 655 ul ddH,0O, 0,5ul AmpliTag DNA-Polymerase (5 U/ul), je
50 uM der beiden Primer und 20l des Produkts aus der RT-Red&ktion. Die Komponenten
wurden grundlich vermischt und die PCR im Thermocycler wie folgt durchgefiihrt: Zunéchst
wurde 105s bei 95 °C inkubiert. Dann folgten 40 Zyklen mit 30s bei 95°C, 30s bei 55°C
und 60sbei 72 °C. Abschlief3end wurde 7 min bel 72 °C inkubiert.

3.3 Proteinchemische M ethoden

3.3.1 Affinitatschromatographie mittels ConA

Zur weiteren Auftrennung der Reinigungsfraktionen SFO und SF1  wurde die
Affinitétschromatographie an Concanavalin A (ConA) gewdhlt. Das Lektin ConA bindet
reversibel an die Kernregion von N-glykosidisch gebundenen Zuckerketten. Es werden
sowohl Oligosaccharide vom komplexen, vom mannosereichen oder auch vom Hybridtyp
gebunden, sofern die Zuckerketten Uber zwei nicht-substituierte oder C-2 substituierte
a-Mannopyranosylreste in einem Molekul verfiigen (Ogata et al., 1975)

Bei der verwendeten ConA-Sepharose (Amersham Pharmada Biotedh, Freiburg) handelt es
sich um eine kugelférmige Agarosegel-Matrix, an die ConA mittels Cyanbromid-Methode
gebunden wurde.

Die Chromatographie-Saule wurde mit 15 ml der ConA-Sepharose-Suspension luftblasenfrei
gefullt, dann mit Bindungspuffer (0,02M Tris-HCI, pH 7,4; 0,5 M NaCl) aufgefillt, an die
Peristaltikpumpe angeschlossen und mit mindestens 45ml Bindungspuffer (dreifaches
Saulenvolumen) gespiilt. Die Probendetektion erfolgte Uber ein Durchflu3photometer bei



3. Methoden Seite-49

einer Wellenlange von 280nm. Nad Einstellen der Basislinie wurde die Saule mit einer
Durchflul3rate von 1,5 ml/min mit der Probe beladen. Zeigte der Schreiber durch Abweichen
von der Basidlinie este Telle der Durchlauffraktion an, wurde mit dem Sammeln begonnen.
Bei erneutem Erreichen der Basislinie wurde die Sammlung beendet. Anstelle von
Bindungspuffer wurde nun Elutionspuffer (Bindungspuffer plus 0,2M Methyl-a-D-
Mannopyranosid) auf die Saule aufgegeben. Die Sammlung der Elutionsfraktion erfolgte rach
demselben Prinzip wie bei der Durchlauffraktion. Zur Regeneration der Séule wurde diese
zunachst mit mindestens 150 ml Regenerationspuffer 1 (0,1 M Tris-HCI, pH 8,5; 0,5 M NaCl)
und dann mit mindestens 150 ml Regenerationspuffer 2 (0,1 M Natriumacdat, pH 4,5; 0,5 M
NaCl) gespult. Anschlieend wurde die Saule mit Bindungspuffer aquilibriert und

wiederverwendet.

3.3.2 Diskontinuierliche SDS-PAGE zur Auftrennung von

Proteingemischen

Zur Kontrolle der Chromatographien wurden die Fraktionen in der diskontinuierlichen SDS-
PAGE analysiert.

Aus 30% (w/v) Acrylamid und 08 % (w/v) N,N‘-Methylen-bis-Acrylamid wurde eine
Acrylamidstamml6sung hergestellt. Zu dieser Losung wurden 10g des lonenaustauschers
Amberlite AG 501-X8 (D) (Bio Rad Laboratories, Miinchen) gegeben und der Ansatz fir
mindestens 3 h unter Ruhren inkubiert. Danach wurde der lonenaustauscher Uber einen
Faltenfilter abfiltriert. Fur ein 15% Gel mit einer Dicke von 1,5 mm wurden 15ml der
Acrylamidstamml6sung, 7,5 ml Trenngelpuffer (1 M Tris-HCI, pH 8,8), 7,5 ml ddH»0, 150 pl
10% AP und 15ul TEMED vermischt. 25ml dieser Losung wurden sofort in die
Gelgief3kassette gefillt. Um die Diffusion von polymerisationshemmendem Sauerstoff zu
verhindern, wurde das Gel mit 1 ml wassergeséttigtem Isobutanol Uberschichtet. Nad ca
30min war das Gel vollstandig polymerisiert und Uberstehendes Isobutanol konnte
abgegossen werden. Fur die Sammelgell6sung wurden 1,3 ml Acrylamidstammldsung, 2,5 ml
Sammelgelpuffer (1 M Tris-HCI, pH 6,8), 12,4 ml ddH»0, 100 ul 10% AP und 15ul TEMED
vermischt. 10 ml der Sammelgell6sung wurden auf das auspolymerisierte Trenngel gegeben
und ein Probenkamm in das noch flissge Sammelgel eingestedkt. Nach ca 20 min war das
Sammelgel polymerisiert, der Probenkamm konnte eitfernt, das Gel in die
Elektrophoresegpparatur (Amersham Pharmacia Biotedh, Freiburg) eingesetzt und de
Probentaschen mit Laufpuffer ausgesptilt werden. Die Proben selbst wurden jeweils mit dem
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gleichen Volumen Probenpuffer (0,1 M TrissHCI, pH 6,8; 4% (w/v) SDS; 20% (v/v)
Glycerin; 9 % (v/v) B-Mercaptoethanol; 0,02% (w/v) Bromphenolblau) versetzt, 5 min bei
95°C inkubiert und in die Probentaschen pipettiert. Die Elektrophorese wurde mit einer
konstanten Stromstérke von 80 mA durchgefuihrt, bis die Bromphenolblaubande den unteren
Rand des Trenngels erreicht hatte. Die aufgetrennten Proteine wurden aus dem Trenngel auf

eine Nitrocellulosemembran geblottet und mittels kolloidalem Gold sichtbar gemacht.

3.3.3 Elektroblotting von Proteinen auf Nitrocellulosemembrane

Die Transferkammer (Amersham Pharmaaa Bioted, Freiburg) wurde mit 4 | Transferpuffer
(25mM  Tris, 0,2M Glycin, 20% Methanol) geflllt und dann mit Hilfe eines
Umlaufthermostats auf 15°C gekihlt. Eine Nitrocdlulosemembran (Schleicher & Schiill,
Dassl) wurde 10 min in Transferpuffer inkubiert und 6 Filterpapiere mit Transferpuffer
getrankt. Auf einem Sandwichhalter wurden zunddhst drei der getrénkten Filterpapiere
Ubereinander gelegt und darauf dann das Trenngel positioniert. Dann wurde das Trenngel mit
der Nitrocdlulosemembran und drei weiteren befeuchteten Filterpapieren luftblasenfrei
bedeckt und der Sandwichhalter geschlossen. Diese Anordnung wurde so in die
Transferkammer eingebracht, da3 de Membran an der Anodenseite und das Gel auf der
Kathodenseite lag. Der Transfer erfolgte dann tGber Nadt bei einem konstanten Strom von

0,1 A und einer Spannnung vorz0 V.

3.3.4 Farbung mit kolloidalem Gold

Nad Beendigung des Transfers wurde die Membran zur Abséttigung freier Bindungsdellen
far 1,5-2,5 h bei Raumtemperatur unter Schitteln in einer sogenannten Quenchlésung (PBS,
0,5 % [viv] TWEEN-20) inkubiert, dreimal mit ddH ,O gewaschen und schliefdlich an der Luft
getrocknet.

Zur Herstellung der Goldféarbelésung wurden 0,001% (w/v) Tetradhlorogoldsaure in ddH,O
aufgekocht und dann der kochenden Flisdgkeit 10ml 10% (w/v) Natriumcitratlésung
zugegeben. Nadh dem Farbumschlag von gelb mach dunkelrot wurde die Losung abgekiihlt
und mit 20 ml 20 % (v/v) TWEEN-20 urd 10ml 20 % (v/v) Citronensdure versetzt.

Die getrocknete Membran wurde fir 10-20h bei Raumtemperatur unter Schitteln in der

Goldféarbeldsung inkubiert, danach dreimal mit ddH,O gewaschen und erneut getrocknet.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Charakteriserung von Kulturtiberstanden aktivierter T-Zellen, von Renigungs-

fraktionen sowie von Fraktionen der ConA-Chromatographien mittels EL1SA

Bevor untersucht werden konnte, inwiefern die von A23187PMA-stimulierten T-Zellen
sezanierten Faktoren die Kultivierung hamatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen
beeinflussen, mufdte die Zusammensetzung der vorhandenen Faktorengemische moglichst
genau charakterisiert und quantifiziert werden. Dazu wurde die Konzentration verschiedener
h&matopoeserelevanter Zytokine mit Hilfe kommerziell erhdtlicher ELISAs bestimmt. Auf
diesem Weg konnte awvar nicht jede Komponente des Gemisches ermittelt werden, aber fur

die wichtigsten hamatopoeserelevanten Zytokine war eine Quantifizierung moglich.

Tabelle 1 zeigt die mittels der ELISAs ermittelten Zytokinkonzentrationen. Die angegebenen
Zytokinkonzentrationen fur die Kulturtiberstande sind Mittelwerte aus zwei Stimulationen,
die der Reinigungsfraktionen SFO, SF1 und SF3 sind Mittelwerte von jeweils drei (SFO und
SF1) bzw. zwei (SF3) Fraktionen.

In den Zellkulturiiberstdnden aktivierter T-Zellen konnte mit der Dauer der Aktivierung ein
Anstieg der Zytokinkonzentrationen beobachtet werden. Fur die meisten Zytokine wurde die
maximale Konzentration nach 96h erreicht. Bei einigen Zytokinen wie zB. IL-10,
TNF-a oder TNF-B sank die Konzentration aber bereits nach 72h wieder ab. Die
angegebenen Zytokinkonzentrationen sind die Mittelwerte as zwel Aktivierungs
experimenten.

In den Reinigungsfraktionen SFO, SF1 und SF3 waren die einzelnen Zytokinkonzentrationen
deutlich hoher als in den Zellkulturliberstanden aktivierter T-Zellen, da die Proben wahrend
der Aufreinigung auch ankonzentriert wurden. Fur jedes Zytokin war eine Anreicherung in
einer der drei Fraktionen zu beobachten, jedoch fanden sich in den beiden anderen Fraktionen
immer noch Reste des jeweiligen Zytokins. Nadh der Kationenaustausch-Chromatographie
konrten in der Durchlauffraktion SFO die grofden Mengen der Zytokine IL-1a und -[3, 11-2,
IL-3, IL-5, IL-6, IFN-y, MIP-1a, G-CSF, M-CSF und GM-CSF gefunden werden. In der
Elutionsfraktion SF1 konnten die grofden Mengen IL-13, OSM, TNF-a, LIF und MIP-1[3,
und in der Fraktion SF3 die gréf@en Mengen IL-4, IL-10, IL-17, TNF- und RANTES
nachgewiesen werden. Bel den angegebenen Zytokinkonzentrationen handelt es sich um die
Mittelwerte von drei (SFO und SF1) bzw. zwe (SF3) verschiedenan Reinigungsfraktionen.



T6 T18 T24 T48 T72 T96 SFO SF1 SF3 SFO SFO SF1 SF1
ConAD | ConAE | ConAD | ConAE
Zytokinkonzentration (pg/ml)
IL-1a nb nb 15 3 34 32 5.900 59 15 4.580 11 8 9
IL-1B nb nb 261 4 132 113 9.700 1.300 15 8.300 7 1.100 17
IL-3 20 230 340 | 1.200 | 3.270 | 4.330 |4.322.200| 77.300 2.700 2.155.500| 4.222.200| 45.330 8.500
IL-4 uN uN uN uN uN uN uN uN 28.800 uN uN uN uN
IL-5 nb nb 85 14 164 150 23.100 1.900 98 2.100 28.560 238 1.780
IL-6 200 | 1.420 | 3.900 | 15.800 | 32.300 | 29.550 | 3.352.000 | 694.700 3.880 3.357.980| 2.880.000 | 3.146.700| 164.500
IL-10 22 124 408 50 2.500 | 2.200 5.300 1.780 57.800 16.670 83 18.560 53
IL-13 nb nb nb nb nb nb 15.700 | 15.900 10.720 5.720 19.800 3.960 11.700
IL-15 uN uN uN uN uN uN uN uN uN uN uN uN uN
IL-17 nb nb 220 110 830 310 43 250 4.070 40 266 33 389
M-CSF nb nb 1.100 | 170 | 1.930 | 2.200 3.800 150 44 375 8.375 90 209
GM-CSF | 2930 |13.500(22.000| nb |20.450|23.500|5.764.000| 7.550 890 5.658.800| 2.526.720| 2.895 3.106
IFN-y nb nb nb nb nb nb |2.012.500 | 794.400 6.700 166.900 |4.268.750| 1.625.000 | 6.737.500
Oosm nb nb nb nb nb nb 5.500 13.700 4.200 1.570 8.110 639 27.610
TNF-a 880 | 1.080 | 1.640 | 3.520 | 5.860 | 2.960 | 578.280 | 262.620 | 50.480 509.590 | 10.610 | 126.960 | 14.740
TNF-B nb nb 240 55 3.900 | 3.200 | 23.400 6.970 244550 1.646 71.640 398 10.910
RANTES | 22.600 | 38.500 | 43.350 | 54.200 | 40.400 | 51.000| 6.800 350 |[10.888.800| 4.490 40 191 17
LIF 11 uN 19 85 5.560 | 7.000 uN 2.430 1.640 256 689 756 3.767
MIP-1a 620 520 | 6.800 |42.250 | 67.600 | 81.600 | 692.200 | 12.400 14.100 16.090 80 34.045 2.035
MIP-18 | 1.300 | 4.600 | 4.600 | 17.300 | 32.100 | 42.000 | 39.500 | 206.900 7.800 nb nb nb nb

Tab. 1. Konzentrationen (in pg/ml) unterschiedlicher Zytokine in den Zellkultur Gberstanden A23187PM A-stimulierter T-Zellen, in den Reinigungs-
fraktionen SFO, SF1 und SF3 und in den Fraktionen (ConA Durchlauf und ConA Eluat) der ConA Chromatographien von SFO und SF1.
nb: nicht bestimmt, uN: unter der Nachweisgrenze
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Auch die ConA-Chromatographie von SFO und SF1 bewirkte @ne Auftrennung der
Faktorengemische. Wéahrend Faktoren wie zB. IL-5, IL-13, IFN-y, OSM und TNF-(3, im
Eluat angereichert wurden, wurden Faktoren wie zB. IL-1a und -f3, IL-10, RANTES und
MIP-13 im Durchlauf abgetrennt. Jedoch konnten die genannten Zytokine auch in der jeweils
anderen Fraktion in deutlich geringeren Konzentrationen ebenfall s nachgewiesen werden. Die
Zytokine IL-3, IL-6 und GM-CSF lief3en sich sowohl im Eluat als auch im Durchlauf in
grolReren Konzentrationen nechweisen.

Die durch Addition der Zytokinkonzentrationen von ConA-Eluat und ConA-Durchlauf
erhaltenen Konzentrationen weichen zum Tell deutlich von den Zytokinkonzentrationen in
SFO und SF1 ab, da es sich bei den fir die Reinigungsfraktionen SFO und SF1 angegeben
Zytokinkonzentrationen um Mittelwerte ausdre verschiedenan Fraktionen hadelt.
Kulturtiberstande, Reinigungsfraktionen und Fraktionen der ConA-Chromatographien wurden
dem Kulturmedium der CD34"-Zellen in unterschiedlichen Mengen zugesetzt. Daher muliten
anhand der in Tabelle 1 angegebenen Konzentrationen die letztendlich im Medium vorhan-
denen Zytokinkonzentrationen berechnet werden. Néhere Angaben dazu finden sich in den

Abschnitten, in denen auch die jewelligen Kultivierungsexperimente beschrieben werden.

4.2 Isolierung hdmatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen

Eswurden CD34"-Zellen aus PB (Buffy Coats) und NSB angereichert. Dazu wurden zunéchst
mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation die mononukledren Zellen isoliert, aus denen
dann in einem zweiten Schritt durch immunmagnetische Zellseparation die CD34"-Zellen
isoliert wurden (siehe Abschnitt 3.1.2).

Die Anreicherung der CD34-Zellen wurde mittels DurchfluRzytometrie berpriift.
Abbildung 9 zeigt beispielhaft die Resultate einer durchfluRzytometrischen Analyse fur die
Oberfladchenmolekile CD34 und CD38.

Nad diesen beiden Anreicherungen konnte auf fast alen Zellen das CD34 Antigen
nachgewiesen werden (97 % bzw. 98% der gemessnen Ereignisse). Die CD34'CD38
-Subpopulation war in der Anreicherung aus NSB mit 22 % gegentiber 5 % der gemessnen

Ereignisse deutlich gréRer als in der aus PB.



4. Ergebnisse Seite-54

A B
PB NSB
ﬂ‘o Q‘o
(")o Lumo
w -
N oL,
o 2 @ 2
(] () ~
5 Oro Jo el it
% TA® K Y
10 10" 102 10 10* 10° 10" 102 10 10t
CD38 FITC CD 38 FITC

Abb. 9: Expression der Oberflachenmolekiile CD34 und CD38 nach Anreicherung von CD34'-
Zellen aus (A) PB und (B) NSB.

A:5% CD34'CD38, 92% CD34'CD38", 2% CD34CD38, 1% CD34CD38', insgesamt 97 % CD34"

B: 22% CD34'CD38, 76% CD34'CD38", 1% CD34CD38, 1% CD34CD38", insgesamt 98 % CD34"

In Abbildung 10 ist die CD34- und CD38 -Antigenexpression zusammenfassend fur alle
Anreicherungen dargestellt. Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen fir den
Gesamtanteil an CD34"-Zellen sowie die Anteile an frilhen (CD34°CD38) und spateren
(CD34'CD38") hamatopoetischen Zellen aus 88 NSB- und 52 PB-Préaperationen.
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Abb. 10: Gehalt an CD34", CD34'CD38, CD34'CD38"-Z€llen in den Anreicherungen aus PB
und NSB.
Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen von 52 PB- und 88 NSB-Proben.

Durch immunmagnetische Zellseparation wurde eine mittlere Reinheit der CD34"-Zellen von
etwa 90 % ereicht. Diese liegt im Bereich der laut Hersteller (Miltenyi Biotec Bergisch
Gladbad) zu erwartenden 85-98% Reinheit.
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In den Reinigungsfraktionen aus NSB war im Vergleich zu denen aus PB ein grofl3erer Antell
friiher hamatopoetischer Zellen vorhanden. Der Anteil an CD34°CD38-Zellen betrug in den
NSB-Anreicherungen 22,0 % und in den PB-Anreicherungen 9,8 %. Entsprechend waren in
den Anreicherungen aus PB mehr spéite hamatopoetische Zellen (CD34°CD38', 80,2 %
gegenuber 66,0 %) enthalten.

Bezogen auf die Gesamtpopulation der CD34"-Zellen waren in den Préparationen aus NSB
und PB also 25% bzw. 11 % friihe hdmatopoetische Zellen (CD34°CD38) und 75% bzw.
89 % spétere hamatopoetische Zellen (CD34'CD38") vorhanden. Die Experimente anderer
Arbeitsgruppen fuhrten zu &hnlichen Ergebnissen. Bender et a. (1994 konnten
beispielsweise eenfalls 25 % der aus NSB isolierten CD34'-Zellen als CD34'CD38-Zellen
identifizieren. Sato und Mitarbeiter (1993 konnten in ihren Anreicherungsfraktionen aus PB
18 % der CD34"-Zellen als CD34'CD38' identifizieren.

Die zum Tell geringflgigen Unterschiede in den Popu ationsgrof3en sind vermutlich einersets
auf individuelle Unterschiede avischen den verschiedenen Spendern und andererseits auf
jewells unterschiedliche Isolationsmethoden zurtickzufiihren, die moglicherweise eine
vermehrte Anreicherung der einen oder anderen Subpopulation bewirkten.

Weiterhin wurde deutlich, da3 sch NSB und PB auch aufgrund ihres Gehaltes an
CD34"-Zellen unterschieden. Aus den 52 untersuchten Buffy Coats —diese ettsprechen
jeweils 500 ml Vollblut —konnten zwischen 5,4x10* und 1,2x10° CD34"-Zellen isoliert
werden. Jedoch wurden aus den 88 NSB-Proben, deren einzelne Volumina von 6 his 40 ml
schwankten, je 1,8x10° his 8,3x10° CD34'-Zellen isoliert. Mittels immunmagnetischer
Zellseparation konnte aus PB und NSB jeweils eine CD34"-Zelle pro 11.700 (+24.100) bzw.
1.600(+1.800) mononukle&e Zellen isoliert werden. Auch diese Werte dedken sich mit denen
anderer Arbeitsgruppen. Broxmeyer et a. (1989 konnten beispielsweise aus NSB und PB
etwa 1-5 CD34"-Zellen pro 1.000 bzw. 20000 monanukledre Zellen isolieren.

Anhand des CD34" und CD34'C38-Zellgehalts der Anreicherungsfraktionen (Abb. 10)

konrten die Ausgangszellzahlen der Kultivierungsexperimente bestimmt werden. Da die

Kultivierungsexperimente mit jewells 2,5x104 Zellen/ml gestartet wurden, enthielten die
Kulturen aus PB je 2,3x10* CD34"- und je 2,4x10° CD34'CD38-Zellen/ml (90,4 % bzw.
9,8 %), die Kulturen aus NSB je 2,2x10* CD34"- und je 5,5x10° CD34'C38-Zellen/ml
(87,8 % bzw. 22,0 %).
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4.3 Kultivierung von CD34"-Zellen unter Zusatz von Zellkulturiiberstanden aktivierter
T-Zellen

Fur die Kultivierungsexperimente wurden Kulturiberstande von Lymphozyten verwendet, die
fir 6 bis 96 h mit dem Kalziumionophor A23187 und dem Phorbolester PMA aktiviert
worden waren. Die Kultivierung der aus PB und NSB isolierten CD34"-Zellen erfolgte in
serumfreien Suspensionskulturen unter Zusatz von 1% (v/v) der entspredhenden
Zellkulturtiberstande.

Mittels Kontrollexperimenten wurde vorab ausgeschlosen, dal3 Komponenten des T-Zell-
Stimulationsmediums die Proliferation hamatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen
beeinflussen konrten. Dazu wurden die CD34"-Zellen in einem Kontrollmedium kultiviert,
das neben der Zytokinkombination A (50 ng/ml SCF, 50 ng/ml G-CSF, 10 ng/ml IL-3 und
50U/ml IL-6) auch 1 % (v/v) des T-Zell-Stimulationsmediums enthielt. Diese Experimente
zeigten, dal3 das T-Zell-Stimulationsmedium die durch die Zytokinkombination A hervor-
gerufene Proliferation der CD34"- und CD34'CD38-Zellen (Abschnitt 4.5) nicht beeinflufte.

Auf die Darstellung dieser Ergebnisse wurde verzichtet.

In den Abbildungen 11 A-D ist die Vermehrung von CD34"- und CD34'C38-Zellen unter
dem Einflul? der Kulturiberstdnde &ktivierter T-Zellen dargestellt. Ausgehend von der
Ausgangszelzehl an Tag 0 (Abschnitt 4.2) ist die wochentliche Entwicklung der CD34"- und
CD34'CD38-Zellzahl abgebildet.

Unter dem Einflu® der Zellkulturiberstande &tivierter T-Zellen war nur eine sehr geringe
Vermehrung von CD34"- und CD34"CD38-Zellen zu beobachten, wobei die Zellen aus PB
mit einer geringfugig stéarkeren Proliferation reagierten als die ais NSB. Die jeweils beste
Vermehrung wurde durch die Verwendung der ZellkulturGberstande T96, T72 und T48
erreicht. Fir CD34'-Zellen aus PB wurde die maximale Zellzahl an Tag 7, fur die aus NSB an
Tag 14 errecht. Mit T96 konnte eine Vermehrung der Zellen aus PB um den Faktor 5,0 (von
2,3x10" auf 1,1x10° Zellen/ml) und der Zellen aus NSB um den Faktor 4,1 (von 2,2x10* auf
9,0x10* Zellen/ml) erreicht werden.

Bei der Vermehrung frilher CD34°CD38-Zellen aus PB und NSB konnten groRere
Unterschiede beobachtet werden. Zwar waren die areichten Zellzahlen ungefahr gleich grof3
da sich aber in den Isolaten aus PB weniger CD34'CD38-Zellen befanden als in den Isolaten
aus NSB, war der Vermehrungsfaktor fur die Zellen aus PB deutlich hoher. Die beste
Vermehrung friher hamatopoetischer Zellen wurde fir Zellen aus PB und NSB bel
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Verwendung des Kulturtiberstands T48 erreicht. Hier kam es zu einer maximalen
Vermehrung der Zellen aus PB um den Faktor 5,1 (auf 1,2x10% Zellen/ml) und aus NSB um
den Faktor 2,2 (auf 1,2x10" Zellen/ml).
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Abb. 11A-D: Vermehrung von CD34"-Zellen (A und B) und CD34'CD38-Zellen (C und D) aus
PB (A und C) und aus NSB (B und D) unter dem Einflul3 der Zellkulturiberstande T6, T18,
T24,T48, T72 und T96. Angegeben sind de Mittelwerte aus 4 Experimenten.

Bei Verwendung der Zellkulturiiberstdnde T6, T18 und T24 konnte keine Vergrofderung der
CD34"-Gesamtpopulation erreicht werden. Die Subpopulation der frilhen hamatopoetischen
Zellen (CD34°CD38-Zellen) hingegen konrte geringfiigig vergroRert werden. So ergab sich
beispielsweise bel Verwendung des Zellkulturiberstands T18 fur Zellen aus PB eine
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Vermehrung um den Faktor 3,8 (auf 9,3x10° Zelle/ml) und fiir Zellen aus NSB eine
Vermehrung um den Faktor 1,3 (auf 6,9x10° Zellen/m).

Wurde der Kulturiberstand nicht stimulierter T-Zellen verwendet, wobei die T-Zellen fir
24 h im Medium ohne Zusatz von PMA und A23187 lelassen wurden, so lief3en sich bereits
nach 7 Tagen keine lebenden hdmatopoetischen Stamm- und Vorléauferzellen mehr nach-
weisen (Daten hier nicht dargestellt).

Die Vermehrungsraten von CD34"- und CD34°CD38-Zellen miissen in Relation zu den im
Kulturmedium vorhandenen Zytokinkonzentrationen gesetzt werden. In Tabelle 1 sind die
Konzentrationen verschiedener von T-Zellen synthetisierter hamatopoeserelevanter Zytokine
in den Zellkulturlberstdnden zusammengefalst. Da die Zellkulturibersténde dem
Kulturmedium nur 1%ig (v/v) zugegeben wurden, sind die Zytokinkonzentrationen im
Medium entsprechend um den Faktor 100 geringer. In Tabelle 3 sind die Konzentrationen der
Zytokine angegeben, deren letztendliche Konzentration im Kulturmedium grofi3er als 10 pg/mi
ist.

T6 | T18 | T24 | T48 | T72 | T96
Zytokinkonzentration (pg/ml)
IL-3 <10 <10 <10 12 33 43
IL-6 <10 14 39 158 323 296
IL-10 <10 <10 <10 <10 25 22
M-CSF n.b. n.b. 11 <10 19 22
GM-CSF 29 135 220 n.b. 205 235
TNF-a <10 11 16 35 59 30
TNF-B n.b. n.b. <10 <10 39 32
RANTES 226 385 434 542 404 510
LIF <10 <10 <10 <10 56 70
MIP-1a <10 <10 68 423 676 816
MIP-18 13 46 46 173 321 420

Tab. 3: Konzentrationen verschiedener Zytokine im Kulturmedium der CD34'-Zellen nach
Zusatzvon 1% (v/v) T6, T18,T24, T48, T72oder T96.
Aufgefihrt sind rur Zytokine mit einer Konzentration gréRer als 10 pg/ml.

Die Zytokinkonzentrationen im Medium der CD34"-Zellen waren nech Zusatz von T6, T18,
T24, T48, T72 und T96 sehr gering. Von T6 zu T96 konnte &er ein Anstieg oer
Zytokinkonzentration beobachtet werden.
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Bei Verwendung von T18 ergab sich im Kulturmedium der CD34"-Zellen eine maximale
Konzentration eines einzelnen Zytokins von 385pg/ml (RANTES). Weitere Hauptkompo-
nenten stellten MIP-113 (46 pg/ml), IL-6 (14 pg/ml) und GM-CSF (135pg/ml) dar.

Der Zusatz von T96 fuhrte a1 deutlich hoheren Zytokinkonzentrationen. Dies betraf Zytokine
wie IL-3 (43 pgml), IL-6 (296 pg/ml), LIF (70 pg/ml) und GM-CSF (235pg/ml), die auf
frihe, linienunspezifische Vorlauferzellen wirken und Zytokine wie M-CSF (22 pg/ml), die
auf spatere, bereits linienspezifische Vorlauferzellen wirken. Aber auch die Konzentrationen
inhibitorisch wirkender Zytokine wie zB. MIP-1a (816 pg/ml) und TNF-a (30 pg/ml) waren
grofer.

4.4 Kultivierung von CD34°-Zellen unter Zusatz der Reinigungsfraktionen SFO, SF1
und SF3

Bei den Reinigungsfraktionen SFO, SF1 und SF3 handelt es sich um Randfraktionen eines
IL-2 Reinigungsganges. Im Zuge der Gewinnung von humanem IL-2 wurden die
Zellkulturtiberstande &tivierter T-Zellen zundchst Uber Silicagel ankonzentriert und dann
einer Kationenaustausch-Chromatographie a1 S-Sepharose unterzogen. Bei den hier
verwendeten Fraktionen handelt es sich um den Durchlauf SFO und die beiden Eluate SF1 urd
SF3 dieser Chromatographie. Die Kultivierung der aus PB und NSB isolierten CD34"-Zellen
erfolgte unter Zusatz von 0,2 % (v/v) der jewelligen Reinigungsfraktion zum Medium.

In einer Reihe von Vorversuchen wurde untersucht, ob die Pufferzusammensetzungen der
Reinigungsfraktionen SFO, SF1 und SF3 die Proliferation hdmatopoetischer Stamm- und
Vorlauferzellen bednflussen. Dazai wurden CD34'-Zellen in einem Kontrollmedium
kultiviert, das neben der Zytokinkombination A (50 ng/ml SCF, 50 ng/ml G-CSF, 10 ng/ml
IL-3 und 50U/ml IL-6) auch 0,2 % (v/v) der jeweiligen Puffer enthielt. Mit diesen
Experimenten konnte belegt werden, dal3 die in den Reinigungsfraktionen SFO, SF1 und SF3
enthaltenen Puffer die durch die Zytokinkombination A hervorgerufene Proliferation von
CD34"- und CD34°'CD38-Zellen (Abschnitt 4.5) nicht beeinfluRten. Auf die Darstellung

dieser Ergebnisse wurde verzichtet.

Wie in Abbildung 12 A-D zu erkennen ist, konnte sowohl die Subpopulation der frihen
hamatopoetischen Stammzellen, als auch die der CD34"-Gesamtpopulation am besten mit den
Reinigungsfraktionen SFO und SF1 vermehrt werden. Mit SF1 konnte an Tag 7 ene
VergroRerung der CD34"-Gesamtpopulation um den Faktor 4,8 (PB) bzw. 2,7 (NSB), mit SFO
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um den Faktor 4,4 (PB) bzw. 4,0 (NSB) erzielt werden. CD34'CD38-Zellen konnten mit der
Reinigungsfraktion SFO um den Faktor 10,3 (PB) bzw. 7,3 (NSB), mit der Reinigungsfraktion
SF1 um den Faktor 55 (PB) bzw. 4,4 (NSB) vermehrt werden. Unter dem Einflul® der
Reinigungsfraktion SF3 war kein Anstieg der CD34'- oder CD34'CD38-Zellzahlen zu

beobadhten.
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Abb. 12A-D: Vermehrung von CD34"-Zellen (A und B) und CD34'CD38-Zellen (C und D) aus
PB (A und C) und aus NSB (B und D) unter dem EinfluR der Reinigungsfraktionen SFO, SF1
und SF3.

Dem Kulturmedium wurden jeweils 0,2% (v/v) der entsprechenden Reinigungsfraktionen zugesetzt.
Angegeben sind die Mittdwerte von: SFO: 16 NSB, 9 PB; SFL: 30 NSB, 23 PB und SF3: 13 NSB und
8 PB Experimenten.

Da die Vermehrung hadmatopoetischer Zellen in Relation zu den vorhandenen Zytokin-
konzentrationen gesetzt werden mul3, sind in Tabelle 4 die Konzentrationen einiger Zytokine
im Kulturmedium aufgefihrt. Es wurden rur Zytokine mit einer Konzentration grof3er als

100 pg/ml berticksichtigt. Die Zytokinkonzentrationen im Kulturmedium wurden redhnerisch
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aus den Zytokinkonzentrationen in den Reinigungsfraktionen ermittelt (Abschnitt 4.2.1
Tab. 1).

Tabelle 4 zeigt, dal3 das SFO-haltige Kulturmedium Uber die gréfden Konzentrationen von
Zytokinen verfligte, die frihe linienunspezifische Vorlauferzellen stimulieren (1L-3, IL-6 und
GM-CSF). Auch Zytokine die spétere, bereits linienspezifische Vorlauferzellen stimulieren
(z.B. M-CSF und IL-5; beide Zytokine sind in Tabelle 4 aufgrund zu niedriger Konzentration
nicht aufgefihrt), waren im Medium in auf3erst geringen Konzentrationen vorhanden. Hinzu
kamen auch groRere Konzentrationen inhibitorisch wirkender Zytokine (IFN-y, TNF-a und
MIP-1a). Die Konzentrationen stimulierend und inhibierend wirkender Zytokine waren im
SF1-haltigen Kulturmedium deutlich geringer als im SFO-haltigen Kulturmedium. Im SF3-
haltigen Kulturmedium konnten nur sehr geringe Konzentrationen h&matopoesestimulierender
Zytokine detektiert werden.

SFO | SF1 | SF3
Zytokinkonzentration (pg/ml)
IL-3 8.644 155 <100
IL-6 6.704 1.389 <100
IL-10 <100 <100 116
IFN-y 4.025 1.589 <100
TNF-a 1.157 525 101
TNF-B <100 <100 489
RANTES <100 <100 21778
MIP-1a 1.384 <100 <100
MIP-1B <100 414 <100
GM-CSF 11528 <100 <100

Tab. 4: Konzentrationen verschiedener hamatopoesrelevanter Zytokine im Kulturmedium der
CD34-Zellen nach Zusatz von 0,2 % (v/v) SFO, SF1 bzw. SF3.
Angegeben sind rur Zytokine mit einer Konzentration = 100 pg/ml.

4.5 K ultivierung von CD34"-Zellen unter Zusatz verschiedener rekombinanter Zytokine

Mittels der in dieser Arbeit beschriebenen Kultivierungsexperimente sollte nach Hinweisen
auf bislang urbekannte T-Zellfaktoren mit hdmatopoetischer Wirkung gesucht werden. Die in
den Abschnitten 4.2 und 4.3 beschriebenen Experimente dienten zunéchst der Untersuchung,
wie stark hdmatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen durch Gemische von T-Zellfaktoren
vermehrt werden konnten und auf welche Subpopulationen die gréfte Wirkung erzielt werden
konnte. Diese Experimente belegten, dal3 de getesteten Faktorengemische besonders die
Proliferation friher linienunspezifischer Vorlauferzellen bewirkten. Daher wurde nachfolgend

versucht, ob mittels Kombination verschiedener, auf frihe hamatopoetische Vorlauferzellen
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wirkender Zytokine mit der Reinigungsfraktion SF1 Hinweise auf unbekannte Faktoren in der
Reinigungsfraktion SF1 gefunden werden konnen.

Dazu wurde zunéchst in Kontrollexperimenten mit rekombinanten Zytokinen untersucht,
welchen Einflu3 die vier auf frihe linienunspezifische Vorlauferzellen wirkenden
Zytokinkombinationen A, L, M und X auf die Kultivierung von CD34"-Zellen ausiiben.
Einige der dabei verwendeten Zytokine werden auch von aktivierten T-Zellen gebildet (IL-3,
[1-6, GM-CSF und L1F), andere wiederum nicht (SCF, G-CSF und FL).

Die Abbildungen 13 A-D zeigen, dal? de beste Expansion der CD34"-Gesamt- und
CD34"CD38-Subpopulation durch die Zytokinkombination A (SCF, G-CSF, I1L-3 und IL-6)
erreicht wurde, wobei die Zellen aus NSB stérker als die aus PB proliferierten. CD34-Zellen
aus NSB vermehrten sich bis zum Tag 14 um den Faktor 26,7 (auf 5,8x10° Zellen/ml) und die
Subpopulation der CD34'CD38-Zellen sogar um den Faktor 88,1 (auf 4,8x10° Zellen/ml).
Somit beruhte dso fast die gesamte Expansion der CD34'-Zellen aus NSB auf der
Vermehrung von CD34°CD38-Zellen. Im Gegensatz dazu waren an der VergréRerung der
CD34 -Population aus PB neben den CD34'CD38-Zellen auch andere Subpopulationen
beteiligt. CD34"-Zellen aus PB konnten sich bis zum Tag 7 um den Faktor 15,9 (auf 3,6x10°
Zellen/ml) und CD34"CD38™-Zellen um den Faktor 52 (auf 1,2x10° Zellen/ml) vermehren.
Die Zytokinkombination X, die der Zytokinkombination A ohne SCF entspricht, erlaubte nur
eine deutlich schwéchere Proliferation der Zellen. Wie auch bei der Zytokinkombination A
vergroRerte sich die Population der frihen hématopoetischen Zellen stérker als die der
spateren. So konnte fir CD34°CD38-Zellen aus PB ein Vermehrungsfaktor von 29,4 (auf
7,1x10" zellen/ml) und firr Zellen aus NSB ein Faktor von 4,3 (auf 2,3x10% Zellen/ml)
festgestellt werden. Der Einfluld der Zytokinkombination X auf die Vermehrung der Zellen
aus PB war folglich groRRer als auf Zellen aus NSB.

Waurden in den Zytokinkombinationen A oder X das Zytokin G-CSF durch GM-CSF ersetzt,
so hatte dies praktisch keinen EinfluR auf die Proliferation der CD34'- oder CD34°CD38
-Zellen (in Abb. 8 sind deshab nur die Experimente mt G-CSF dargestellt).

Die Vermehrung von CD34'- und CD34'CD38-Zellen fiel unter EinfluR der Zytokin-
kombinationen L (SCF, LIF und FL) und M (LIF und FL) noch schwécher aus. Bei
Verwendung der Zytokinkombination M fand keine Vermehrung der CD34"-Zellen mehr
statt. Dasslbe galt fir CD34'CD38-Zellen aus NSB. Die Zahl der CD34°CD38-Zellen aus
PB konnte noch um den Faktor 2,5 gesteigert werden.
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Abb.13: Vermehrung von CD34"-Zellen (A und B) und CD34°'CD38-Zellen (C und D) aus PB (A
und C) und aus NSB (B und D) wahrend der Kultivierung mit verschiedenen rekombinanten

Zytokinen.

Angegeben sind jeweils die Mittelwerte von: A: 11 NSB, 7 PB; L: 4 NSB und PB, M: 7 NSB, 3 PB
und X: 4 NSB und PB Experimenten.

Bei Verwendung der Zytokinkombination L konnte die Zahl der CD34"-Zellen aus PB
verdoppelt, die Zahl der CD34"CD38-Zellen vervierfacht werden. Im Vergleich dazu konnte
fir Zellen aus NSB sogar eine Vermehrung um den Faktor 3,7 (CD34"-Zellen) und 14

(CD34'CD38-Zellen) beobachtet werden.

4.6 Kultivierung von CD34-Zellen unter Zusatz verschiedener Kombinationen

rekombinanter Zytokine zur Reinigungsfraktion SF1

Mit Hilfe der in diesem Abschnitt beschriebenen Experimente wurde untersucht, ob sich

durch die Kombination der Reinigungsfraktion SF1 mit verschiedenen auf frihe,

linienunspezfische Vorlauferzellen wirkenden Zytokinen Hinwelse darauf finden lassen, dal3
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in der Reinigungsfraktion SF1 urbekannte hamatopoeserelevante Faktoren vorhanden sein
konrten. Dieser Weg wurde gewahlt, da viele Zytokine synergistisch wirken und dadurch
moglicherweise die Effekte von unbekannten Faktoren verstarkt und erkennbar gemacht
werden. Die Reinigungsfraktion SF1 wurde ausgesucht, da sie die Proliferation von CD34'-
Zellen forderte, aber niedrigere Konzentrationen inhibierend wirkender Zytokine enthielt als
die Reinigungsfraktion SFO.
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Abb.14 A-D: Vermehrung von CD34"-Zellen (A und B) und CD34'CD38-Zellen (C und D) aus
PB (A und C) und NSB (B und D) wahrend der Kultivierung mit Kombinationen der
Reinigungsfraktion SF1 und verschiedenen rekombinanten Zytokinen.

Angegeben sind Mittelwerte aus jewells 4 Experimenten.
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Die Abbildungen 14 A-D belegen, dal3 duch die Kombination von SF1 mit FL bzw. LIF die
Proliferation der CD34"- und CD34°CD38-Zellen aus PB und NSB im Vergleich zur
Proliferation im SF1-haltigen Medium verringert wurde. Dabei vermehrten sich die Zellen aus
PB stirker als die aus NSB. Beispielsweise steigerte sich die Zahl der CD34'- und
CD34°CD38-Zellen aus PB noch um das drei- bis vierfache.

Der Zusatz von SCF zur Reinigungsfraktion SF1 fihrte au einer geringflgig verstarkten
Proliferation frither hamatopoetischer Zellen aus NSB: wahrend sich CD34'CD38-Zellen aus
NSB unter dem Einflu® der Reinigungsfraktion SF1 um den Faktor 4,4 vermehrten, kam es
bei einer Kombination von SF1 und SCF sogar zu einer Vermehrung um den Faktor 6,1. Die
Proliferation der Zellen aus PB hingegen wurde durch die Kombination von SF1 und SCF
inhibiert. Die Gesamtzahl an CD34"-Zellen wurde in beiden Féllen im Vergleich zum rein
SF1-haltigen Kulturmedium etwa verdoppelt.

Bei Verwendung der Zytokinkombination A zusammen mit der Reinigungsfraktion SF1
wurde die Proliferation der CD34'-Gesamt- und CD34'CD38-Subpopulation aus NSB
stérker angeregt alsdie aus PB, wobe die Zytokine den gréferen Einflul3 auf die Vermehrung
der CD34'CD38-Zellen ausiibten. Bezogen auf die Ausgangszellzahl konnte die Anzahl an
CD34'CD38-Zellen aus NSB um den Faktor 34 (auf 1,9x10° Zellen/ml) und die aus PB um
den Faktor 254 (auf 6,1x10" Zellen/ml) gesteigert werden. Verglichen mit Experimenten
unter aleiniger Verwendung der Reinigungsfraktion SF1 konnte die Proliferation der Zellen
deutlich vergroRert werden. Die Zahl der CD34-Zellen wurde um den Faktor 2,1 (PB) bzw.
6,7 (NSB) und de Zahl der CD34'CD38-Zellen um den Faktor 4,6 (PB) bzw. 7,7 (NSB)
gesteigert. Im Vergleich zur Zytokinkombination A hingegen wurde die Vermehrung friher
Vorlauferzellen um den Faktor 2 bis 3 und die der CD34"-Gesamtpopulation um den Faktor
1,5 vermindert.

Der gemeinsame Zusatz von Zytokinkombination X und SF1 fuhrte evenfalls zu einer
stéarkeren Vermehrung friher Vorléuferzellen, wobei die Effekte auf Zellen aus NSB mit dem
Vermehrungsfaktor 7,5 (auf 4,1x10* Zelle/ml) gréRer waren, as die auf Zellen aus PB mit
dem Vermehrungsfaktor 4,2 (auf 1,0x10* Zellen/ml). Verglichen mit alleiniger Verwendung
der Zytokinkombination X bzw. der Reinigungsfraktion SF1 fuhrte die Kombination beider
Zu einer insgesamt schwadheren Vermehrung der Zellen aus PB, aber zu einer stérkeren
Vermehrung der Zellen aus NSB.

Auch die Kombination der Reinigungsfraktion SF1 mit der Zytokinkombination L wirkte
starker proliferationsfordernd auf Zellen aus NSB als auf Zellen aus PB, wobei besonders die
Vermehrung frither Vorlauferzellen angeregt wurde. Die Zahl der CD34'CD38-Zellen aus
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PB wurde um den Faktor 5,1 (auf 1,2x10* Zelle/ml), die aus NSB um den Faktor 11,6 (auf
6,4x10" Zellen/ml) gesteigert.

Die Vermehrung der Zellen aus PB wurde im Vergleich zur alleinigen Verwendung von SF1
verringert, im Vergleich zur alleinigen Verwendung der Zytokinkombination L verstérkt. Die
Proliferation der Zellen aus NSB konnte im Vergleich zu SF1 gesteigert werden. GegenUber
der Zytokinkombination L konnte eine Verringerung cer CD34°CD38-Zellzahl, aber eine
Steigerung der CD34"- Gesamtzell zahl beobachtet werden.

Wurde dem Kulturmedium die Zytokinkombination M zusammen mit SF1 zugesetzt, so
konrte eine stérkere Vermehrung der Zellen aus PB beobachtet werden. Die grofden Effekte
konnten hierbei auf frilhe Vorlauferzellen ausgelibt werden: CD34°'CD38-Zellen aus PB
vermehrten sich um den Faktor 4,3 (auf 1,0x10° Zellen/ml), die ais NSB um den Faktor 4,0
(auf 2,2x10* Zellen/ml). Im Vergleich zu alleiniger Verwendung der Zytokinkombination M
wurde die Proliferation der Zellen angeregt, wdahrend der Vergleich mit der
Reinigungsfraktion SF1 eine Proliferationsreduktion belegte.

4.7 Chromatographische Aufreinigung von SFO und SF1

Mittels chromatographischer Aufreinigung wurde versucht, die Zahl der Faktoren in den
einzelnen Fraktionen zu reduzieren und so weitere Anhaltspunkte fir die Existenz noch
unbekannter hamatopoeserelevanter Faktoren zu finden. Je weniger Faktoren vorhanden sind,
um so groRer erscheint die Wahrscheinlichkeit, die in der Zellkultur auftretenden Effekte
einzelnen Faktoren zuordnen zu konnen.

Fur die chromatographische Aufreinigung wurde neben der Reinigungsfraktion SF1 auch die
Fraktion SFO verwendet. Beide wurden einer ConA-Chromatographie unterworfen und die
dabel erhaltenen Fraktionen erneut auf ihre Effekte auf ha&matopoetische Stamm- und

Vorléauferzellen untersucht.

4.7.1 ConA-Chromatographie von SFO und SF1

Aufgrund der Bindungseigenschaften des Lektins ConA |at sich durch diese
Chromatographie eine Trennung von N-glykosylierten und O-glykosylierten bzw. nicht
glykosylierten Proteinen erreichen.

Die Chromatogramme der ConA-Chromatographien von SFO und SF1 (Abb. 15 und 16
zeigen Ubereinstimmend, dal3 der grofde Teil der Proteine und Peptide nicht an ConA
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gebunden wurde. Durch Proteinbestimmungen vor und nach den ConA-Chromatographien
konnte gezeigt werden, dal? sich in den Durchlauffraktionen ca 70-80 % und in den Eluaten
ca 10 % der aufgetragenen Proteine und Peptide befanden.
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Abb. 15;: Chromatogramm einer ConA-Chromatographie der Reinigungsfr aktion SFO.

100 ml der Reinigungsfraktion SFO wurden auf eine ConA-Sepharose Saule aufgegeben (1,5 mi/min).
Die nicht an de Saule bindenden Komporenten wurden mit Probenpuffer abgespiilt
(Durchlauffraktion 1,5 ml/min, 75 ml). Nach Erreichen der Basislinie efolgte dann die Elution der
gebundenen Proteine und Peptide mit Elutionspuffer (Elutionsfraktion, 1,5 ml/min, 25 ml).
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Abb. 16;: Chromatogramm einer ConA-Chromatographie der Reinigungsfr aktion SF1.

100 ml der Reinigungsfraktion SFL wurden auf eine ConA-Sepharose Saule aufgegeben (1,5 ml/min).
Die nicht an de Saule bindenden Komponenten wurden mit Probenpuffer abgesplilt
(Durchlauffraktion 1,5 ml/min, 90 ml). Nach Erreichen der Basislinie efolgte dann die Elution der
gebundenen Proteine und Peptide mit Elutionspuffer (Elutionsfraktion, 1,5 ml/min, 30 ml).
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Abb. 17: Goldblot der Fraktionen von 2 ConA-Chromatographien der Reinigungsfraktion SFO.
M: Molekulargewichtsmarker; Spur 1: Ausgangsmaterial SFO; Spuren 2 urd 3: ConA Durchlauf;
Spuren 4 und 5: ConA Eluat. Pro Spur wurden 5 pg Protein aufgetragen.
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Abb. 18 Goldblot der Fraktionen einer ConA-Chromatographie der Reinigungsfraktion SF1.
M: Molekulargewichtsmarker; Spur 1: Ausgangsmaterial SFL; Spur 2: ConA Durchlauf; Spur 3: ConA
Eluat. Pro Spur wurden 5 g Protein aufgetragen.

Auch die gelelektrophoretische Auftrennung der Faktorengemische (Abb. 17 und 18 vor und
nach der ConA-Chromatographie belegt, dal3 de meisten Proteine und Peptide nicht an ConA
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banden, sich also in der jeweiligen Durchlauffraktion wiederfanden. Eine genauere Betradh-
tung der Bandenmuster zagt aber auch, dal3 vele Banden sowohl in der Durchlauf- als auch
in der Eluatfraktion auftraten, wobei jedoch zumeist eine Anreicherung in der einen oder

anderen Fraktion zu beobachten war.

4.7.2 Kultivierung von CD34"-Zellen mit den Fraktionen der

ConA-Chromatographie von SFO

Um ausschlief3en zu kénnen, dal3 Komponenten des Proben- oder Elutionspuffers der ConA-
Chromatographie die Proliferation der hamatopoetischen Stamm- und Vorléauferzellen
beeinflufdten, mufRten Kontrollexperimente durchgeftinrt werden. Da fur die ConA-
Chromatographie von SFO und SF1 dieselben Puffer verwendet wurden, war auch nur eine
Serie mit Kontrollexperimenten rotwendig. Die CD34"-Zellen wurden in einem
Kontrollmedium kultiviert, das neben der Zytokinkombination A (50 ng/ml SCF, 50 ng/ml
G-CSF, 10ng/ml 1L-3 und 50U/ml IL-6) auch 0,4 % (v/v) des Probenpuffers, bzw. 0,6 %
(v/v) des Elutionspuffers enthielt. Fir die Kontrollexperimente wurden die aigesetzten
Proben- und Elutionspuffervolumina denen des ConA-Durchlaufs und -Eluats von SF1
angepaldt, da diese Volumina grél3er waren als die des ConA-Durchlaufs und -Eluats von SFO.
Es zeigte sich, dal3 weder Proben- noch Elutionspuffer die durch die Zytokinkombination A
hervorgerufene Proliferation der CD34'- und CD34°CD38-Zellen (Abschnitt 4.5)

beeinflufdte. Auf eine Darstellung dieser Ergebnisse wurde verzichtet.

Zur Untersuchung des Einflusses der Fraktionen der ConA Chromatographie von SFO auf die
Kultivierung von CD34"-Zellen wurden dem Medium jeweils 1 ug Protein pro ml Medium
zugesetzt (ConA-Durchlauf 0,25 % (v/v) und ConA-Eluat (0,50 % (v/v)).

Anhand der Zytokinkonzentrationen im ConA Durchlauf und im ConA Eluat (Abschnitt 4.2.1

Tab. 1) konnten die endgultigen Zytokinkonzentrationen im Kulturmedium berechnet werden.

Wie Tabelle 5 zeigt, waren die Konzentrationen der meisten Zytokine im Kulturmedium mit
ConA-Durchlauf niedriger als im Kulturmedium mit ConA-Eluat. Insbesondere das
inhibitorisch wirkende IFN-y, aber auch die auf frihe Vorlauferzellen wirkenden Zytokine
IL-3 und IL-6 waren im Kulturmedium nacdh Zusatz des ConA-Durchlaufs deutlich niedriger

konzentriert. Im Vergleich zu einem Kulturmedium mit dem Ausgangsmaterial SFO waren die
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Konzentrationen vieler Zytokine im Medium mit ConA-Durchlauf reduziert (z.B. IL-3, IFN-y,
MIP-1a), im Medium mit ConA Eluat hingegen erhoht (z.B. IL-3, IL-6, IFN-y).

SFO | SFOConAD | SFOCoOnAE
Zytokinkonzentration (pg/ml)
IL-3 8.644 5.389 21111
IL-5 <100 <100 143
IL-6 6.704 8.395 14.400
|FN-y 4.025 417 21.343
TNF-a 1.157 1.274 <100
TNF-B <100 <100 358
MIP-1a 1.384 <100 <100
GM-CSF 11528 14.147 12.634

Tab. 5: Zytokinkonzentrationen im K ulturmedium der CD34"-Zellen nach Zusatz von 0,25 %
(v/v) ConA D bzw. 050% (v/v) ConA E).

Angegeben sind nur Zytokine mit einer Konzentration =100 pg/ml.

Die Abbildungen 19 A-D belegen, dal3 Durchlauf und insbesondere Eluat der ConA-
Chromatographie die Proliferation von CD34'- und CD34'CD38-Zellen besser oder
zumindest gleich gut stimulierten wie das Ausgangsmaterial SFO. Auf3erdem wurde, anders
als beim Ausgangsmaterial SFO, die Vermehrung der Zellen aus NSB starker angeregt als die
der Zellen aus PB. Wahrend Zellen aus PB ihre maximale Vermehrung bereits an Tag 7
erreichten, konnte die maximale Vermehrung der Zellen aus NSB erst an Tag 28 beobachtet
werden. Durch die Kultivierung mit dem Durchlauf der ConA-Chromatographie konnte ane
maximale Vermehrung der Zellen aus PB um den Faktor 3,2 (auf 7,1x10" Zellen/ml) fiir
CD34"-Zellen tew. 105 (auf 2,5x10° Zellen/ml) fir CD34'CD38-Zellen und eine
Vermehrung der Zellen aus NSB um den Faktor 14,2 (auf 3,1x10° Zellen/ml) fir CD34'-
Zellen bew. 34,5 (auf 1,9x10° Zellen/ml) fir CD34'CD38-Zellen erreicht werden. Unter
Einflu des ConA-Eluats konnte die Proliferation noch weiter gesteigert werden. Es ergab
sich eine Vermehrung der Zellen aus PB um den Faktor 10,1 (auf 2,3x10° Zellen/ml) fiir
CD34"-Zellen tew. 319 (auf 7,7x10° Zellen/ml) fir CD34'CD38-Zellen und eine
Vermehrung der Zellen aus NSB um den Faktor 79,4 (auf 1,7x10° Zellen/ml) fir CD34'-
Zellen bew. 115 (auf 6,3x10° Zellen/ml) fiir CD34'CD38-Zellen.
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Abb. 19 A-D: Vermehrung von CD34"-Zellen (A und B) und CD34'CD38 -Zellen (C und D) aus
PB (A und C) und aus NSB (B und D) unter dem Einfluf3 der Reinigungsfraktion SFO und dem
dar aus gewonnenen ConA-Durchlauf (ConA D) und ConA-Eluat (ConA E).

Dem Kulturmedium wurden 0,2 % (v/v) des Ausgangsmaterials, 0,25 % (v/v) des ConA D bzw. 0,50
% (v/v) des ConA E zugesetzt. Angegeben sind die Mittelwerte von: PB: SFO: 9, SFO ConA D und
ConA E: 11; NSB: SF0: 16, SFO ConA D und ConA E: 12 Experimenten.

4.7.3 Kultivierung von CD34"-Zellen mit den Fraktionen der

ConA-Chromatographie von SF1

Zur Untersuchung des Einflusses der Fraktionen der ConA Chromatographie von SF1 auf die
Kultivierung von CD34"-Zellen wurde dem Medium jeweils 1ug Protein pro ml Medium
zugesetzt (ConA-Durchlauf 0,4 % (v/v) und ConA-Eluat (0,6 % (v/v)). Anhand der Zytokin-
konzentrationen im ConA-Durchlauf und im ConA-Eluat von SF1 (Abschnitt 4.2.1 Tab. 1)

konnten die tatsddhlichen Zytokinkonzentrationen im Kulturmedium berechnet werden.
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SF1 | SF1ConAD | SF1ConAE
Zytokinkonzentration (pg/ml)

IL-3 155 181 <100

IL-6 1.389 12587 985

|FN-y 1.589 6.500 40.344

OSM <100 <100 165
TNF-a 525 508 <100
MIP-1a <100 136 <100

Tabelle 6: Zytokinkonzentrationen im K ultur medium der CD34'-Zellen nach Zusatz von 0,4 %
(v/v) ConA D bzw. 06 % (v/v) ConA E.

Angegeben sind rur Zytokine, deren Konzentration 2100 pg/ml ist.

Nad der ConA-Chromatographie von SF1 konrte eine Anreicherung von IL-3, IL-6, TNF-a
und MIP-1a in der Durchlauffraktion beobachtet werden. Hingegen wurden IFN-y und OSM

in der Eluatfraktion angereichert.

Die Abbildungen 20 A-D belegen, dal3 duch die ConA-Chromatographie und die damit
verbundene Auftrennung des Proteingemisches keine verbesserte Proliferation der CD34'-
Zellen erreicht wurde. Vielmehr war bei CD34'-Zellen aus PB sogar eine schwéchere
Vermehrung zu verzeichnen. Wurde bel Verwendung as Ausgangsmaterials SF1 bis zum
Tag 7 noch eine Vermehrung um den Faktor 4,8 (auf 1,1x10° Zellen/ml) erreicht, so konnte
mit dem ConA-Durchlauf nur eine Vermehrung um den Faktor 1,6 (auf 3,7x10" Zellen/ml)
und mit dem ConA-Eluat praktisch gar keine Vermehrung mehr erzielt werden.

Im Vergleich zum Ausgangsmaterial konnte die Proliferation der frihen hamatopoetischen
Zellen (CD34°CD38-Zellen) durch den ConA-Durchlauf gesteigert werden. Kam es bei
Verwendung des Ausgangsmaterials an Tag 7 zu einer Vermehrung um den Faktor 5,5
(Zellen aus PB) bzw. 4,4 (Zellen aus NSB), so konnte die Proliferation durch den ConA-
Durchlauf auf den Faktor 8,3 (auf 2,0x10° Zelle/ml) bzw. 8,5 (auf 4,6x10* Zellen/ml)

gesteigert werden. Durch das ConA-Eluat konnten die Zellen nicht vermehrt werden.
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Abb. 20 A-D: Vermehrung von CD34"-Zellen (A und B) und CD34'CD38 -Zellen (C und D) aus
PB (A und C) und aus NSB (B und D) unter dem Einfluf3 der Reinigungsfraktion SF1 und dem
dar aus gewonnenen ConA-Durchlauf (SF1 ConA D) und ConA-Eluat (SF1 ConA E).

Dem Kulturmedium wurden 0,2 % (v/v) des Ausgangsmaterials, 0,4 % (v/v) des ConA D bzw. 0,6 %
des ConA E zugesetzt. Angegeben sind die Mittelwerte von: 23 PB bzw. 30 NSB Experimenten mit
SFL, undjeweils 7 PB bzw. 5 NSB Experimenten mit SFL ConA D und ConA E.

4.8 |dentifizierung unbekannter mRNAs

Mit Hilfe des mRNA-Differential-Displays ist die Analyse differenziell exprimierter Gene
maoglich. In diesem Fall wurde diese Methode dazu verwendet, Fragmente von mRNAS zu
finden, die nur von aktivierten (Inkubation mit PMA und A23187 flr 96 h), aber nicht von
ruhenden T-Zellen exprimiert werden. Dazs muf¥en zunédchst DNA-freie RNA-Isolate von

aktivierten und ruhenden Zellen gewonnen werden.
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4.8.1 Isolierung von RNA und mRNA aus ruhenden und

aktivierten Lymphozyten

Zur Isolierung von RNA und mRNA wurden zunéchst unterschiedliche ein- und zweistufige
Verfahren getestet, um qualitativ und quantitativ beste Isolate zau erhalten. Bel den einstufigen
Verfahren wurde die mRNA direkt aus den Zellen isoliert, wogegen bei den zweistufigen
Verfahren zunddchst die Gesamt-RNA gewonnen, und erst daraus die mRNA isoliert wurde.
Da fur die unterschiedlichen Versuche ohnehin Gesamt-RNA und mRNA bendétigt wurde,
konrte ein etwas zeitaufwendigeres zweistufiges Verfahren zur Isolierung gewéhlt werden,
bei dem zunéachst mit Hilfe von TriReagent (Sigma, Deisenhofen) die Gesamt-RNA der
Zellen isoliert, und dann mit Dynabeads oligo (dT),s (Dynal, Oslo, Norwegen) aus der
Gesamt-RNA die mRNA isoliert wurde (Abschnitte 3.2.1 und 3.2.2).

Die RNA-Isolate wurden mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt um sicherzustellen,
dal? intakte RNA vorlag, esalso zu keinem RNase-Abbau gkommen war. Abbildung 21 zeigt
dastypische Bild intakter Gesamt-RNA.

TOT24T48T72T96T120

— 28SRNA

—18SRNA

Abb. 21: Denaturierende Agar osegelelektrophorese von RNA-Pr apar ationen.
Auf einem 1,2 % denaturierenden Agarosege wurden RNA Isolate aus nicht aktivierten (TQO) sowie
aus 24 h (T24),48h (T48), 72h (T72),96 h (T96) und 120h (T120) aktivierten T -Zellen aufgetrennt.

In allen Spuren sind die Banden der 28S und 18S RNA zu erkennen, wobe die Bande der 28S
RNA deutlich ausgepragter als die der 18S RNA ist (das Verhéltnis 28S:18S RNA sollte éwa
2:1 sein). Die RNA- und mRNA-Konzentrationen wurden photometrisch bestimmt. Gleich-
zeitig konnten auch anhand des OD,s/OD.go-Verhdtnisses, das bei ,sauberen RNA-

Praparationen einen Wert von 2,0 aufweist, mdgliche DNA- und Proteinverunreinigungen in
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der Préparation nadchgewiesen werden. Fur die Versuche wurden rnur solche RNA-
Praparationen verwendet, die bei der gelelektrophoretischen Kontrolle das charakteristische
Bandenmuster (Abbildung 21) aufwiesen und deren photometrisch bestimmtes OD.s/ OD2go-

Verhaltnis einen Wert von 2,0 erreichte.

4.8.2 Kontrolle der T-Zellaktivierung

Neben der Kontrolle ob die Behandlung der Lymphozyten mit A23187und PMA tatsadlich
zu einer Aktivierung der Zellen gefihrt hatte, mufdte eine Voraktivierung der Zellen
ausgeschlossen werden koénnen. Da nur die von aktivierten T-Zellen gebildeten mRNA-
Molekile von Interese waren, war es unter anderem fur das mRNA-Differential-Display
uner|&Blich tber ein von nicht aktivierten Lymphozyten ssammendes RNA-Isolat zu verfligen.
Die Kontrolle der Lymphozytenaktivierung und der Ausschlul® einer Voraktivierung erfolgte
mittels RT-PCR. Neben der RT-PCR zum Nachwels einer konstitutiv gebildeten mRNA-
Spezies (B-Actin) als Postivkontrolle, wurde ene weitere RT-PCR zum Nachweis einer
induzierbaren MRNA-Spezies (in diesem Fall 1L-2) durchgefihrt.

ML1 2 3 M4 5 6

2642bp —
1000bp — 500 Ip — ~ 661 tp
500bp —

Abb. 22 A und B: Agarosegelelektrophorese der IL-2 und B-Actin spezifischen RT-PCR-
Amplifikateruhender T-Zellen.

Die verwendete RNA wurde aus nicht behandelten Lymphozyten zweler Spender (A und B) isoliert.
Als Nachweis fir eine mdgliche Voraktivierung der Zdlen dente die IL-2 spezifische RT-PCR
(Spuren 1 urd 4); als Positivkontrolle wurde unter identischen RT-PCR-Bedingungen jewells eine (3-
Actin spezfische RT-PCR durchgefiihrt (Spuren 2 urd 5). Die Negativkontrolle efolgte ohre RNA
Zusatz (Spuren 3 und 6). Spuren M1 undM2: DNA moleaular weight marker XI1V.
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Abbildung 22A und B zeigen RT-PCR-Ergebnisse von zwel RNA-Préparationen nicht
behandelter Lymphozyten. In 22 A ist lediglich bei der Positivkontrolle (Spur 2, Produkt der
B-Actin spezifischen PCR) die charakteristische Bande bei 661 bp zu erkennen. Eine IL-2
spezifische Bande ist in Spur 1 nicht vorhanden. In 22 B hingegen sind sowohl bei der
B-Actin spezifischen RT-PCR (Spur 5) als auch bel der IL-2 spezifischen RT-PCR (Spur 4,
Bande bei 451 bp) die charakteristischen Amplifikate detektierbar.

Die RNA der in Abbildung 22A untersuchten Lymphozyten 183t auf ruhende Zellen, die in
Abbildung 22 B auf voraktivierte Zellen schlief3en. Solche voraktivierten Zellen, wie sie zB.
bei einer bakteriellen Infektion des Spenders auftreten konnen, waren fir die weiteren

Untersuchungen unbrauchbar und wurden daher nicht weiterverwendet.

Die durch Mitogene induzierte in vitro Aktivierung der Zellen wurde auf zwei Wegen
Uberprift: einerseits wurde die IL-2 mMRNA in den Zellen mittels RT-PCR detektiert
(Abbildung 23 und andererseits wurde in die Zellkulturibersténde sezeniertes IL-2 mittels
ELISA nachgewiesen (Tabelle 7). Wéahrend in ruhenden T-Zellen keine IL-2 mRNA

M12345789101112 1314151617 B19 2021 2223 24

2642bp —
1000bp — B 661 o
500 tp - — 451 Ip

Abb. 23 Agarosegelelektrophorese der IL-2 und B-Actin spezifischen RT-PCR-Amplifikate
ruhender und aktivierter T-Zellen.

Aus den Zéellen wurde nach Oh, 24h, 48h, 72h, 96h und 12Ch Aktivierung mit einer Kombination aus
PMA und A23187 die RNA isoliert. Durchgefiihrt wurde neben der Negativkontrolle (Spur 3 [Oh], 7
[24h], 11[48n], 15[72h], 19[96h], 23[120n]) und einer Kontrolle auf DNA-K ortaminationen (Spur 4
[Oh], 8 [24h], 12[48n], 16 [72h], 20 [96h], 24 [120h]) jeweils eine IL-2 (Spur 1 [Oh], 5 [24h], 9 [48N],
13[72n], 17[96h], 21 [120h]), sowie eine B-Actin speafische PCR (Spur 2 [Oh], 6 [24h], 10 [48h], 14
[72h], 18[96h], 22[12Ch]). Spur M: DNA moleaular weight marker XI1V.

nachweisbar war, konnten 24h-12Ch nach der Behandlung mit A23187und PMA auch IL-2
spezifische RT-PCR-Amplifikate (Bande bei 451bp) nachgewiesen werden (Abbildung 23
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Spuren 1, 5,9, 13, 17, und 21). Zusétzlich konnte bereits nadh sechsstiindiger Aktivierung
IL-2 im Kulturmedium detektiert werden (Tabelle 7). Bis zu einer Kultivierungsdauer von
96h war eine Steigerung der IL-2 Konzentration im Kulturmedium zu bedachten.

DalL-2 nur von aktivierten, nicht aber von ruhenden T-Zellen gebildet wird, weist die durch
die Mitogene PMA und A23187induzierte IL-2 Synthese eine Aktivierung der Zellen nach.

IL-2 Konzentration
(ng/ml)

TO 0

T6 3,3

T18 20,0
T24 28,0
T48 113
T72 444
T96 523
T120 180

Tab. 7: IL-2 Konzentration in Zelkultur Giber stdnden ruhender (T0) und fir 6h (T6), 18h (T18),
24h (T24), 48nh (T48), 72h (T72), 96h (T96) und 120h (T120 mit PMA und A23187 &tivierter
Zellen. Angegeben ist die mit Hilfe des IL-2 ELISAs ermittelte Zytokinkonzentration in ng/ml.

4.8.3 mRNA-Differential-Display

Das von Liang und Pardee etwickelte mRNA-Differential-Display bietet nach Angaben der
Entwickler die Mdglichkeit durch die Kombination verschiedener oligo dT-Primer mit
unterschiedlichen 10mer Primern von allen vorhandenen mRNA-Spezies mindestens ein
RT-PCR-Amplifikat und damit mindestens eine Bande auf dem Gel zu erzeugen. Somit sollte
es moglich sein, alle a1 einem bestimmten Zeitpunkt durch die Aktivierung der T-Zellen
indwzierten Faktoren mittels des Differential Displays und der nadchfolgenden Versuche au
identifizieren.

Da T-Zellen nach ihrer Aktivierung eine Vielzahl verschiedener Proteine synthetisieren, die
von ruhenden T-Zellen nicht gebildet werden, war mit dem Auffinden zahlreicher RT-PCR-
Amplifikate a1 rechnen. Deshalb erschien es sinnvoll zunddhst nur ein RNA-Isolat aktivierter
Zellen zu verwenden. Aufgrund eigener Ergebnisse sowie verschiedener Ergebnisse anderer
Arbeitsgruppen wurde die RNA aus ruhenden Lymphozyten mit RNA aus Lymphozyten
verglichen, die fur 96 h mit PMA und A23187 aktiviert wurden. Versuche von Soren und
Biberfeld (1973 mit PHA-stimulierten Lymphozyten belegten beispielsweise, dal3 sich der
RNA-Gehalt der Lymphozyten in den ersten 4 h nach der Stimulation kaum verandert. 48 h
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nach Stimulation hingegen hatte sich der RNA-Gehalt verdoppelt, nach 96 h sogar
vervierfadit. Aul3erdem zeigten eigene Ergebnisse (Abschnitt 4.8.2, Tabelle 7) ebenso wie
Ergebnisse von Heinze und Mohr (1990 und Ballmeyer (1993, dal3 zum Zeitpunkt T96 hohe
Konzentrationen von IL-2 und anderen Zytokin-mRNAs (IL-5 und IFN-y) in den Zellen
vorliegen. Diese Ergebnisse lassen die Hoff nung zu, dal3 zum Zeitpunkt T96 auch unbekannte
Waadhstumsfaktoren nechweisbar sind.

Da bereits Spuren wvon DNA in den RNA-Préparationen die Ergebnisse des
MRNA-Differential-Displays verfalschen wirden, wurden moglicherweise vorhandene DNA-
Kontaminationen mit Hilfe der DNasel abgebaut. Anschlieffend wurde die Reverse
Transkription und die nachfolgende PCR wie unter 3.2.5 beschrieben durchgefihrt. Die dabei
erhaltenen RT-PCR-Amplifikate wurden auf einem 6 % denaturierenden Polyaaylamidgel
aufgetrennt. Durch Exposition eines Rontgenfilms wurden die Fragmente sichtbar gemadht.
Abbildung 24 zeigt exemplarisch die Ergebnisse eines Differential Displays mit den Primern
H-T11A und H-AP1 bzw. H-AP5. Ruhende und fur 96 h aktivierte Zellen wiesen bei jeweils
gleicher Primerkombination Uberwiegend identische Banden auf. Einzelne Banden waren
jedoch entweder nur in der Probe ruhender Zellen bzw. nur in der Probe &tivierter Zellen zu
finden.
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Abb. 24: Autoradiogramm eines MRNA-Differential-Displays.

Verwendet wurde die mRNA von ruhenden Zelen und von Zdlen, die fur 96h mit PMA und A23187
aktiviert wurden. Als Primer wurden H-T11A sowie H-AP1 bzw. H-AP5 verwendet. Die PCR-
Produkte wurden in einem 6 % denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt und die Banden mittels

Autoradiographie sichtbar gemacht. Die mit Zahlen markierten Banden konnten von differenziell
exprimierten Genen stammen und wurden daher weiterverwencet.
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Da nur solche Gene von Interesse waren, die durch die Aktivierung der Zellen exprimiert
werden, wurden nur Banden aus dem Gel geschnitten, die ausschlief3lich bei der Probe aus
aktivierten Zellen auftraten. Die in Abbildung 24 mit Ziffern gekennzeichneten Banden
wurden aus dem Gel ausgeschnitten und weiterbeabeitet. Insgesamt wurden 23 Banden fir

weliterfihrende Untersuchungen ausgewahit:

Primerkombination | L&ngein bp
Bande 1 (B1) H-T1:A + H-AP1 300
Bande2 (B2) H-T1:A + H-AP1 220
Bande 3 (B3) H-T1:A + H-AP5 550
Bande 4 (B4) H-T1/A + H-AP4 450
Bande5 (B5) H-T1:A + H-AP1 600
Bande 6 (B6) H-T1:/A + H-AP1 600
Bande 7 (B7) H-T1:/A + H-AP1 580
Bande 8 (B8) H-T1:/A + H-AP1 250
Bande 9 (B9) H-T1:A + H-AP3 600
Bande 10 (B10) H-T1:A + H-AP3 600
Bande 11 (B11) H-T1:A + H-AP3 350
Bande 12 (B12) H-T1/A + H-AP4 600
Bande 13 (B13) H-T1:A + H-AP7 500
Bande 14 (B14) H-T1:A + H-AP7 400
Bande 15 (B15) H-T1:A + H-AP7 250
Bande 16 (B16) H-T1:A + H-AP5 350
Bande 17 (B17) H-T1:A + H-AP2 380
Bande 18 (B19) H-T1:A + H-AP2 330
Bande 19 (B19) H-T1:A + H-AP4 300
Bande 20 (B20) H-T1.A + H-AP4 300
Bande 21 (B21) H-T1.A + H-AP4 250
Bande 22 (B22) H-T1:A + H-AP1 400
Bande 23 (B23) H-T1:A + H-APL 350

Diese Fragmente wurden mittels einer zweiten PCR unter Verwendung derselben Primer
vermehrt. Die PCR-Fragmente wurden dann ,blunt-end” in den Vektor pUC18 HKoniert

(Abschnitt 3.2.10). Mittels blue-white screen wurden positive Klone ausgewahlt, aus denen
dann die rekombinante Plasmid-DNA mit Hilfe des , QI Aprep-spin Plasmid Kits* aufgereinigt

wurde (Abschnitt 3.2.13).

Zur Kontrolle der Klonierung wurden die Klone mit den Restriktionsendonuklessen Xba |
und Eco R geschnitten und im 1,2 % Agarosegel (Abschnitt 3.2.7) analysiert. Abbildung 25
zeigt beispielhaft das Ergebnis der Klonierung des Fragments B14.
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2642bp —
1000bp —

—2.700 Ip

500 kp —
» — 450 p

Abb. 25. Gdédektrophoretische Auftrennung der pUC18 Klone B14.1-B14.7 nach Restriktions-
verdau mit Xbal und EcoR I.

Spur M: DNA moleaular weight marker X1V; Spur 1. B14.1; Spur 2: B14.2; Spur 3: B14.3; Spur 4:
B14.4; Spur 5: B14.5; Spur 6: B14.6; Spur 7: B14.7.

In der Gelelektrophorese lief3 sich bei allen Klonen die Bande der Vektor-DNA bei ca
2.700bp erkenren. Bei den Klonen B14.2- B14.7 war aul’erdem bei ca 450 bp die
spezifische DNA Bande des PCR-Fragments aus dem Differential Display zu erkennen, die
jedoch bel Klon B14.1 fehlte.

Geeignete Klone der verschiedenen Fragmente wurden bei GATC (Konstanz) sequenziert.
Die Sequenzierung erfolgte mit vektorspezifischen Sequenzierungsprimern. Alle 23
klonierten DNA-Fragmente wurden wollstdndig sequenziert, wobei sich zeigte, dal3 ale
Fragmente von den Sequenzen des oligo dT-Primers und des jeweiligen 10mer Primers
flankiert waren.

Die Suche nach Homologien zu bereits bekannten Sequenzen erfolgte in den Datenbanken
GenBank, EMBL, DDBJ und PDB mittels BLAST (Altschul et a., 1990. Die Sequenzen der
Banden Bl his B23 sowie die jeweils homologen Sequenzen sind im Anhang aufgefihrt.
Tabelle 16 gibt einen Uberblick tber die den einzenen Fragmenten zugeordneten homologen

Sequenzen und den jeweiligen Gradder Ubereingtimmung.
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Fragment

Homologe Sequenz [Referenz, Datenbanknummer]

Bl
B2

B3 und B4

B5 und B7

B6

B8

B9/ B12

B10

Bl1

B13

B14

B15

B16

B17

B18

B19

B20

B21

B22

B23

keine signifikante Homologie zu einer bekannten Sequenz

100 % Ubereinstimmung mit den Nukleotiden 1.057 bis 1.238 dr 3.748
Nukleotide langen humanen cAMP responsive element binding protein-like 2
(CREBL2) mRNA [Wlodarska et al., 1996 Andreasson et al., 1997 Hoornaert et
al., 1998 NM001310Q

98 tzw. 99 % Ubereinstimmung mit den Nukleotiden 439 bis 844 cr 844
Nukleotide langen humanen IL-2 MRNA [Devos et d., 1983 X01584

100 % Ubereinstimmung mit den Nukleotiden 923 bis 978 wnd 1.069bis 1.563
bzw. 924 hs 1.066 und 1.185 Is 1.568 dx 1608 Nukleotide langen humanen
deah associated protein 3 (DAP3) mRNA [Kissil et al., 1995 NM004632

98 % Ubereinstimmung mit den Nukleotiden 2720bis 3251 ar 6.631Nukleotide
langen humanen axysterol binding protein-related protein 3 (ORP3) mRNA
[Gregorio-King et al., 200Q AY 008373

99 % Ubereinstimmung mit den Nukleotiden 107 bis 328 dbr 2.019 Nukleotide
langen t-complex polypeptide 1 mRNA [Kirchhadf und Willison, 1990 X52883
99 % Ubereinstimmung mit den Nukleotiden 67.032bis 67.588 @s 96.995 bp
langen BAC-Klons RP11-394J1 [Worley et al., 1999 AC008149

99% Ubereinstimmung mit humaner Methionin Synthase mRNA (5-methyl-
tetrahydrofolate-homocysteine methyltransferase (MTR) mRNA)

[Chen et al., 1997 Banerjee und Matthews, 199Q Li et al., 1996 Ludwig und
Matthews, 1997 Matthews et al., 1998 U73338 und NM000254

100% Ubereinstimmung mit den Nukleotiden 1.397 bis 1.696 dr 1.791
Nukleotide langen humanen nuclea matrix protein 55 (nmt55) mMRNA
[Traishetal., 1997; U898671

100% Ubereinstimmung mit den Nukleotiden 393 bis 827 der 827 Nukleotide
langen humanen ribosomal protein L7 (RPL7) mRNA [Hemmerich et al., 1993
NM000971

99 % Ubereinstimmung mit den Nukleotiden 157.812 s 158.156des 196.848 bp
langen BAC-Klons RP11-449G16 [ Sulston und Waterston, 1998 AC007684
keine signifikante Homologie zu bekannten Sequenzen

100 % Ubereinstimmung mit den Nukleotiden 2.531 bis 2.826 dr 2.826
Nukleotide langen humanen ATP-binding casstte, sub-family B (MDR/TAP),
member 2 (ABCB2) mRNA [XM004227

99 % Ubereinstimmung mit den Nukleotiden 497 bis 796 der 907 Nukleotide
langen humanen PNAS-102mRNA [Yu et a., 200Q AF275798

keine signifikante Homologie zu einer bekannten Sequenz

100% Ubereinstimmung mit den Nukleotiden 908 bis 1.167des 1.442Nuklectide
langen cDNA-Klons ADSE01518 (FLJ20934 fis) [Kawakami et al., 2000
AK024587

100 % Ubereinstimmung mit den Nukleotiden 99.785 lis 100.049 és 126.586 bp
langen Klons RP4-806V120 [LIoyd, 2003 AL13265%

100% Ubereinstimmung mit den Nukleotiden 347 bis 552 der 556 Nukleotide
langen humanen ribosomal protein L24 (RPL24) mRNA [Johnson, 1993
NM000986

97 % Ubereinstimmung mit den Nukleotiden 1.189bis 1.522der 2.060Nuklectide
langen humanen preemRNA splicing fador (SHRS3) mRNA [Liu et al., 1998
AF107405

keine signifikante Homologie zu einer bekannten Sequenz

Tab. 8. Mittels Datenbankabgleich zu den Fragmenten Bl bis B23 ermittelte homologe

Sequenzen.
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Anhand der Daten aus Tabelle 8 wird deutlich, dal3 die meisten Fragmente wie ewartet von
bereits bekannten MRNA-Spezies gammen und damit fir die weiteren Untersuchungen nicht
von Interese sind. Zu diesen Fragmenten gehdren B2, B3, B4, B6, B8, B10, B11, B13, B19,
B21und B22.

Auch die Sequenzen der Fragmente B9 (B12), B14 und B20 sind bereits bekannt. Jedoch
handelt es sich bei den zu diesen Fragmenten gefundenen homologen Sequenzen um DNA-
Sequenzen, die im Rahmen des ,human genome projeds” ermittelt wurden. Das Fragment B9

(B12) ist auf Chromosom 12 (12922 1027-103.4), Fragment B14 auf Chromosom 2 und
Fragment B20 auf Chromosom 20 kodiert. Uber die aus diesen Sequenzen gebil deten mRNAS
oder Proteine liegen aber noch keine Informationen vor, so dald diese Fragmente weiterhin
von Interesse sind.

Den Fragmenten B1, B15, B18 und B23 konrten keine homologen Sequenzen zugeordnet
werden. Es handelt sich also um Fragmente unbekannter mRNA-Spezies die im Folgenden

weiter untersucht werden.

Die Fragmente B5 und B7 zeigten grofRe Ubereinstimmungen mit dem 3'-Terminus der deah
asociated protein 3 mMRNA (Kisdl et al., 1995 Datenbanknummer NM004633. Jedoch
waren in den Fragmenten B5 und B7 Deletionen zu beobachten. Das Fragment B5 setzte sich
aus den Nukleotiden 923974 wnnd 1066-1.608 und das Fragment B7 aus den Nukleotiden
924-1.061 wnnd 1180-1.608 der DAP3 mRNA zusammen. Ob es sich bei den Fragmenten B5
und B7 tatsadilich um Teile der DAP3 mRNA oder um Teile von zwel anderen sehr
ahnlichen mRNA-Molekilen handelt, muf3 durch weitere Untersuchungen gekléart werden.

Fir das Fragment B17 konnte eine Ubereinstimmung von 99 % mit den Nukleotiden 497 his
796 dx humanen PNAS-102 mRNA (Yu et a., 200Q Datenbanknummer AF275799
ermittelt werden. Die auf diesen Bereich folgenden 42 Nukleotide des Fragments B17
stimmen jedoch nicht mehr mit der Sequenz der PNAS-102 mRNA Uberein. M6glicherweise
ist das Fragment B17 kein Tell der PNAS-102 mRNA, sondern stammt von einer ahnlichen
MRNA. Da verschiedene andere Fragmente von unbekannten mRNA-Molekilen vorlagen,

wurde auf weitere Untersuchungen der Fragmente B5, B7 und B17 verzichtet.

Wie ewartet waren die Fragmente B3, B4, B13 wnd B21 mit dem 3‘-Ende des jeweils
homologen mMRNA Molekils identisch. Im Gegensatz dazu waren die Fragmente B2, B6, BS,
B10, B11, B17, B19 und B22 in der Mitte des jeweiligen mRNAs lokalisiert. Statt an den
poly A-Schwanz der mRNA band der oligo-dT Primer vermutlich beispielsweise bei
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Fragment B8 an die 6 A*s in Position 324-329 wnd bei Fragment B10 an die 9 A's in Position
6.847-6.855.

Bei den Fragmenten, zu denen keine homologen Sequenzen gefunden werden konnten,
konren Polyadenylierungssignale, wie sie 11 ks 30 Nukleotide vor der Polyadenylierungs-
stelle am 3'-Ende der mRNA auftreten, Auskunft dariiber geben, ob es sich um das 3'-Ende
oder eine andere Stelle der mRNA handelt. Haufige humane Polyadenylierungssignale sind
die Hexamere AATAAA und AATATA. In den Sequenzen der Fragmente B1, B9 (B12),
B14, B15 uwnd B18 konrten keine Polyadenylierungssignale identifiziert werden. Das
Fragment B23 hingegen weist das Polyadenylierungssignal AATATA (271-276) und das
Fragment B20 das Polyadenylierungssgnad AATAAA (311-316 auf.

Fur die weiteren Untersuchungen wurden rur die unbekannten Fragmente B1, B9 (B12), B14,
B15 B18 B20 und B23 verwendet. Hinzu kamen noch die aim Zeitpunkt der
Untersuchungen unbekannten Fragmente B19 und B22.

4.8.4 Kontrolle des mRNA-Differential-Displays

Zur Kontrolle des Differential Displays wurden fir alle bis zu diesem Zeitpunkt unbekannten
Fragmente PCR-Reé&ktionen durchgefuihrt. Auf diesem Wege sollte sichergestellt werden, dal?
es sich tatsAdhlich um Fragmente von induzierten mRNA-Molekilen handelt. Dazu wurde mit
spezifischen Primern eine kirzere Teilsequenz der jeweiligen Fragmente aus RNA-
Praparationen ruhender und fur 96 h aktivierter Zellen amplifiziert.

In Tabelle 9 sind die Resultate der unterschiedlichen RT-PCR-Red&ktionen dargestellt.

T0 T96
Bl -
B9/B12 -
B14 +
B15 -
B18 -
B19 -
B20 +
B22 -
B23 -

o S T S T S o e [

Tab. 9: Zusammenfassung der RT-PCR-Ergebnisse aur Kontrolle des Differential Displays.
Mittels RT-PCR wurde aus RNA-Extrakten von ruhenden und von fir 96 h mit PMA und A23187
aktivierten Zdlen kirzere Tellstiicke der verschiedenen unbekannten Fragmente amplifiziert.

(+): spezifische Bande vorhanden (-): keine Bande vorhanden
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Die a1 den Fragmenten B1, B9 (B12), B18, B19, B22 und B23 gehdrenden mRNASs konnten
tatsachlich rur in aktivierten Zellen nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnten die au
den Fragmenten B14 und B20 gehtrenden mRNAs owohl in ruhenden as auch in aktivierten
Zellen detektiert werden.

4.9 Untersuchungen zur Expresson der unbekannten mRNA-Molekiile in induzierten
Lymphozyten

Mit den nachfolgend beschriebenen Experimenten sollte ainachst der zdtliche Verlauf der

Expression der unbekannten mRNA-Molekile geklart werden. Des weiteren sollte emittelt

werden, ob die Expression der unbekannten mRNA-Spezies auch durch andere T-Zell

Stimulatoren wie z.B. PHA-M und ConA induziert werden kann.

4.9.1 Zeitlicher Verlauf der Expression

In der RT-PCR wurde RNA eingesetzt, die entweder aus ruhenden Zellen oder aus
unterschiedlich lang mit PMA und A23187 aktivierten Zellen gewonnen wurde. Tabelle 10

faldt die erhdtenen Ergebni sse zusammen.

TO | T24 | T48 [ T72 | T96 | T120
Bl - -
B9/12 | -
B15 -
B18 -
B19 -
B22 -
B23 - -

+

++[+]+]

++[+]+[+]
++ [+ +[+]+ [+
++ [+ +[+]+ [+
++ [+ +[+]+

Tab. 10: Zusammenfassung der RT-PCR-Ergebnisse aum zeitlichen Verlauf der Expression der
unbekannten mRNA-Molekiile

Mittels RT-PCR wurden aus RNA-Extrakten von ruhenden und von fur 24 h, 48h, 72h, 96 h und
120h mit PMA und A23187 aktivierten Zdlen kiirzere Teilstiicke der verschiedenen unbekannten
Fragmente amplifiziert.

(+): spezifische Bande vorhanden (-): keine spezifische Bande vorhanden

Es zeigt sich, dal3 ale unbekannten mMRNA-Moleklle nach 72-120h Aktivierung mit PMA
und A23187in den Zellen nachweisbar waren. Der Expressionsbeginn der mRNA Molekile
war jeweils unterschiedlich; die B15-, B18-, B19- und B22-mRNA konnten bereits nach 24 h
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Aktivierung, die B1- und B23-mRNA nach 48 h und die B9 (B12-mRNA sogar erst nach

72 h Aktivierung nachgewiesen werden.

4.9.2 Nachweis der unbekannten MRNA-Molekile nach

Aktivierung mit alternativen T-Zell Stimulatoren

Mit Hilfe dieser Experimente sollte emittelt werden, ob sich die Expresson der unbekannten
MRNA Molekile aich durch andere T-Zell-Stimulatoren als PMA und A23187 indwzieren
lant.

Aus lymphozytenreichen Plasmailberstdnden gewonnene Lymphozyten wurden, wie in
Abschnitt 3.1.3 beschrieben, fir 96 h mit PHA-M und ConA aktiviert. In der aus den Zellen
gewonnrenen Gesamt-RNA sollte dann die B1-, B9- (B12-), B18-, B19, B20-, B22- und B23-
MRNA mittels RT-PCR nachgewiesen werden. Tabelle 11 zeigt eine Zusammenfassung der

Ergebnisse.
ConA PHA-M

Bl + +

B9/B12 - -

B15 + +

B18 - +

B19 + +

B20 + +

B22 + +

B23 + +

Tab. 11: Nachweis der unbekannten mRNA-Molekiile B1, B9 (B12), B15, B18, B19, B20, B22,
B23in ConA- und PHA-M- stimulierten Zellen mittels RT-PCR.

Aus isolierten Leukozyten, die fur 96 h mit PHA-M bzw. ConA stimuliert wurden, wurde die RNA
isoliert und diese dann unter den in Abschnitt 3.2.6 beschriebenen Bedingungen der RT-PCR
unterworfen. (+): Bande im Agarosegel vorhanden; (-): keine Bande sichtbar

Mit den zuvor beschriebenen RT-PCR-Re&tionen konnte die B1-, B15-, B19, B20-, B22-
und B23-mRNA in ConA- und PHA-M- stimulierten Zellen nachgewiesen werden. Die B9-
(B12-) mRNA lief3 sich weder in ConA- noch in PHA-M-stimulierten Zellen nechweisen,
wogegen sich die B18mRNA nur in PHA-M-stimulierten Zellen, aber nicht in ConA-

stimulierten Zellen nachweisen liel3.



5. Diskussion Seite-87

5. DISKUSSION

Aktivierte T-Zellen sezernieren eine Vielzahl verschiedener Faktoren, die unter anderem auch
die Hamatopoese beeinflussen. In vivo sind diese Faktoren vermutlich von entscheidender
Bedeutung fir die induzierte Hamatopoese, die in akuten Stref3situationen fir die
Bereitstellung bestimmter, gerade vermehrt benétigter, reifer Blutzellen verantwortlich ist
(Torok-Storb, 1983). Um die Proliferation und Diff erenzierung hdamatopoetischer Stamm- und
Vorlauferzellen den wvorherrschenden Bedingungen anpassen zu konnen, synthetisieren
aktivierte T-Zellen Faktoren mit aktivierender oder inhibierender Wirkung auf bestimmte
Entwicklungsdadien der hamatopoetischen Stamm- und Vorléuferzellen. Einige solcher
T-Zellfaktoren sind bereits bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde nach Hinweisen fur die
Existenz noch unbekannter hamatopoeserelevanter Faktoren gesucht. Dazu wurden zunéchst
die Kulturlberstande &tivierter T-Zellen und die Reinigungsfraktionen SFO, SF1 und SF3
hinsichtlich ihrer Zytokinzusammensetzung charakterisiert und der Einflud dieser

Faktorenkombinationen auf die Kultivierung von CD34"-Zellen aus PB und NSB untersucht.

Bei der Kultivierung von CD34'-Zellen aus NSB und PB unter dem EinfluR der
Zellkulturtiberstande &tivierter T-Zellen (Abschnitt 4.3; Abb. 11 A-D) und der Reinigungs-
fraktionen SFO, SF1 und SF3 (Abschnitt 4.4; Abb. 12 A-D) konnte eine eher schwache
Proliferation der Zellen beobachtet werden. Diese kann auf die fUr die Kultivierung
h&matopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen geringen Zytokinkonzentrationen (Abschnitt
4.3; Tab. 3 und Abschnitt 4.4; Tab. 4) zurickzuftihren sein. Die Konzentrationen der in den
Gemischen vorhandenen proliferationsfordernden Zytokine war (aul3er bel SF3-haltigem
Medium) gerade ausreichend grof3, um die Zellen tber den beobachteten Zeitraum von 7 his
maximal 28 Tagen lebensfahig zu halten. Eine starke Proliferation der Zellen konnte
alerdings nicht ausgelost werden. Da in den ZellkulturUbersténden aktivierter T-Zellen und
den Reinigungsfraktionen neben proliferationsfordernden auch inhibierend wirkende
Zytokine nachgewiesen werden konnten, kann die Proliferation der Zellen nicht nur durch die
niedrigen Zytokinkonzentrationen, sondern zusdtzlich auch durch antagonistische Effekte
zwischen den Zytokinen eingeschrénkt worden sein. In diesem Zusammenhang konnten
andere Arbeitsgruppen zeigen, dal3 IL-3, IL-6 und GM-CSF die Proliferation friher
myeloischer Vorléuferzdlen (CFU-GM) fordern (Hapel et al., 1985 Yang et a., 1986
Kishimoto, 1989 Metcdf et a., 19864, b), wahrend IFN-y und TNF-a die Proliferation eben
dieser Zellen hemmen (Murphy et al., 1988 Skobin et al., 2000.
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Des weiteren war auffallig, dal3 deutlich ansteigende Zytokinkonzentrationen, z.B. zwischen
T96- und SFO-haltigem Kulturmedium, nicht automatisch zu einer deutlichen Steigerung der
Proliferation fuhrten. So konnte die mit T96 erreichte maximale Anzahl an CD34'- bzw.
CD34°CD38-Zellen unter dem EinfluR von SFO nur annahernd verdoppelt werden. Diese
Beobachtung deutet ebenfalls darauf hin, dald die Faktorengemische aifgrund ihrer
Zusammensetzung und der Konzentrationen ihrer Komponenten die CD34™- bzw.
CD34°CD38-Zellen zwar lebensfahig erhalten konnten, die Bedingungen fir eine stéarkere
Vermehrung der Zellen der noch nicht erreicht wurden.

Ein Vergleich wvon CD34’- und CD34'CD38-Zellen madite deutlich, da sich die
Subpopulation der CD34°'CD38-Zellen jeweils darker vermehrte ds die CD34'-
Gesamtpopulation. Besonders aufféllig waren in diesem Zusammenhang die Kultivierungs-
experimente mt T6-, T18-, und T24-haltigen Medien (Abschnitt 4.3; Abb. 11 A-D). In diese
Kulturen sank die Zahl der CD34"-Zellen bereits nach 7 Tagen unter die Ausgangszellzahl ab,
wahrend sich die Zahl der CD34°CD38-Zellen verdoppelte bis vervierfachte. In diesen
Kulturen stieg der Anteil der CD34°CD38-Zellen an der CD34-Gesamtpopulation von
anfangs 10% auf 47 Lis 84% an. Die starkere Vermehrung frilher CD34°CD38-
Vorlauferzellen stand im Einklang mit grof3eren Konzentrationen von Zytokinen wie IL-3,
IL-6 oder GM-CSF, die proliferationsfordernd auf linienunspezifische Vorlauferzellen
wirken.

Lediglich bei Kultivierungsexperimenten mit SF3-haltigem Medium (Abschnitt 4.4; Abb. 12
A-D) war weder eine Vermehrung der CD34'- noch der CD34'CD38-Zellen zu beobadhten.
Ahnlich wie im T6-haltigen Kulturmedium lagen auch im SF3-haltigen Kulturmedium die
Konzentrationen der meisten der auf ruhende hamatopoetische Stamnmzdien lbezw. frihe
Vorlauferzellen wirkenden Zytokine unter 50 pg/ml. Anders als bel Verwendung des
SF3-haltigen Kulturmediums konnte jedoch unter Einfluld des T6-haltigen Mediums eine
Verdopplung der CD34°CD38-Zellzahl erreicht werden. Der grofde mittels ELISA
festgestellte Unterschied zwischen diesen beiden Medien betraf deren RANTES-
Konzentration. Wahrend RANTES im T6-haltigen Kulturmedium mit einer Konzentration
von 226pg/ml vorlag, war die Konzentration im SF3-hdtigen Kulturmedium mit
21.778pgml deutlich hdher. Aufgrund geringera Konzentrationsunterschiede bel  den

anderen Zytokinen, ist die verminderte Proliferation im SF3-haltigen Kulturmedium
moglicherweise auf die hohere RANTES-Konzentration zurlickzufiihren. Uber die Wirkung
von RANTES auf die Proliferation und Differenzierung héamatopoetischer Stamm- und

Vorlauferzellen ist bislang wenig bekannt. Durch Experimente von Broxmeyer und
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Mitarbeitern (1993 konnte gezeigt werden, dal3 RANTES die von GM-CSF und SCF
indwzierte Proliferation von CFU-GEMM, CFU-GM und BFU-E nicht beeinflufdt. Des
weliteren konnten keine Synergie-Effekte mit MIP-1a beobachtet werden. Ob RANTES in
den Experimenten mit SF3-haltigem Kulturmedium tatsadlich die Proliferation der
CD34°CD38-Zellen negativ bednflulRte, mul durch weiterfiinrende Untersuchungen geklart

werden.

CD34"- und CD34'CD38-Zellen aus NSB und PB reagierten mit unterschiedlich starker
Proliferation auf die Kulturtiberstande &tivierter T-Zellen und die Reinigungsfraktionen SFO,
SF1 und SF3. Diese Unterschiede betrafen vor alem die CD34'CD38-Subpopulation: die
Zellen aus PB regjierten mit einer stdrkeren Proliferation als Zellen aus NSB. Auch andere
Arbeitsgruppen konnten nechweisen, da3 CD34’-Zellen aus NSB und aus PB mit
unterschiedlich starker Proliferation auf verschiedene Zytokinkombinationen reggieren. Im
Gegensatz z2u den vorliegenden Ergebnissen wurden aber z.B. durch van Epps et a. (1999
und Wu et a. (1999 nur Experimente beschrieben, die a1 einer stérkeren Proliferation von
Zellen aus NSB fiihrten. Die groRere Proliferationskapazitat der CD34 CD38-Subpopulation
aus NSB wurde darauf zuriickgefiihrt, da3 sich diese Zellen in einem friheren
Entwicklungsdadium (&hnlich wie Zellen der fotalen Leber) befinden als vergleichbare Zellen
aus PB oder auch aus Knochenmark. Sie konnen daher zu einem signifikant hoheren
Prozentsatz proliferieren und daba pro Zelle mehr Tochterzellen gererieren (Haoet d., 1995
Broxmeyer et a., 1991 und 1992. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente
belegen hingegen, daR CD34°CD38-Zellen aus NSB nicht generell starker proliferieren als
Zellen aus PB. Die durch den Zusatz von Zellkulturiberstanden aktivierter T-Zellen und den
Reinigungsfraktionen SFO, SF1 und SF3 erhaltenen Zytokinkombinationen férdern durch ihre
Zusammensetzung und moglicherweise auch durch ihre Konzentrationen die Proliferation der
Zellen aus PB stérker alsdie der Zellen aus NSB.

Durch Kombination verschiedener Zytokine mit der Reinigungsfraktion SF1 (Abschnitt 4.6;
Abb. 14 A-D) wurde nach Hinweisen auf unbekannte Faktoren in der Reinigungsfraktion SF1
gesucht. Um die Ergebnisse besser einordnen zu kdnren, wurden Kontrollexperimente mit
rekombinanten Zytokinen (Abschnitt 4.5; Abb. 15 A-D) durchgeftihrt. Dabei zeigte sich, dal3
durch die Kombination von LIF und FL (Zytokinkombination M) an Tag 7 eine Verdopplung
der CD34"CD38-Zellzahl aus PB erreicht werden konnte, wahrend die Zahl der CD34°'CD38
-Zellen aus NSB anndhernd konstant blieb. Die Zahl der CD34'-Zellen verringerte sich
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sowohl in den Kulturen aus PB als auch in denen aus NSB. Dies 1&3t den Schluf zu, dal3 LIF
und FL nur auf frihe hédmatopoetische Zellen wirken und in dieser Kombination eher die
Lebensfahigkeit dieser Zellen erhalten als deren Proliferation anzuregen. Diese Einschétzung
wird gestiitzt durch Ergebnisse von Ogawa (1993, Borge et a. (1997 und Ratgjczak et al.
(1997. Auch ihre Versuche mit LIF und FL zeigten, dal3 die friihen hdmatopoetischen Zellen
zwar lebensfahig erhalten, aber keine Proliferation ausgeldst werden konrte. Ein anderes Bild
ergibt sich wenn FL und LIF mit anderen Wachstumsfaktoren kombiniert werden. In diesem
Fall beschreiben Leay et a. (1992, Ogawa (1992 und Shah et a. (1996, da3 FL und LIF
dazu fuhren, dal3 ruhende linienunspezifische Vorlauferzellen die Go-Phase verlassen und zu
proliferieren beginnen.

Wourde der Kombination von LIF und FL das Zytokin SCF zugefligt (Zytokinkombination L),
so konnte die bereits von Leay et a. (1992, Ogawa (1992 und Shah et a. (1996
beschriebene Proliferation der Zellen beobaditet werden. Neben einer deutlich stérkeren
Vermehrung der CD34'CD38-Zellen ermbglichte der Zusatz von SCF auch die Erhaltung der
Lebensfahigkeit der spéteren hamatopoetischen Vorlauferzellen. Entsprechend konnte die
Gesamtzahl der CD34"-Zellen leicht gesteigert werden. SCF bewirkte in diesen Versuchen
eine Zunahme der Proliferation um den Faktor 2,7-9,9. Laut Metcdf (1993 kann zwar SCF
alleine nicht die Proliferation von CD34"-Zellen induzieren, aber deren Uberleben in Kultur
sichern. Erst in Synergie mit anderen Wachstumsfaktoren ist SCF ein potenter Stimulator fr
die Zellproliferation (Galli et al., 1994). Jambsen et a. (1995 konnten mit der Kombination
von SCF und FL aus einer Kultur mit frihen hématopoetischen Zellen der Maus eine grol3e
Zahl myeloischer Zellen generieren. Auch die Zytokinkombination L bewirkte ane starke
Differenzierung der Zellen, die sich in einer steigenden Zahl von CD34-Zellen manifestierte.
Da in den durchgefiihrten Experimenten das Augenmerk auf den CD34"-Zellen lag, ist die
Population der CD34-Zellen in den Abbildungen 15 A-D nicht berlicksichtigt. Die in dieser
Arbeit registrierte Vermehrung von CD34'CD38-Zellen konnte jedoch von Jambsen et. al.
(1995 nicht beobachtet werden.

Eine starke Proliferation hématopoetischer Stamm- und Vorléuferzellen wurde unter dem
Einflud der Zytokinkombination A, bestehend aus SCF, G-CSF (oder GM-CSF), IL-3 und
IL-6, erreicht. Wie ewartet, wurde besonders die Vermehrung friher Vorlauferzellen
gesteigert, da die verwendeten Wachstumsfaktoren auf ruhende Stammzelen bzw. frihe
linienunspezfische Vorlauferzellen wirken (Ogawa, 1993. In Ubereinstimmung mit den hier
erhaltenen Ergebnissen konnte die Arbeitsgruppe um Gehling (1997 ebenfalls feststellen, dal?
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die Kombination aus SCF, IL-3, IL-6 und G-CSF Uber besonders gute proliferationsfordernde
Eigenschaften verflgt.

Bei Verwendung der Zytokinkombination X (diese entspricht der Zytokinkombination A ohne
SCF) konrte im Vergleich zur Zytokinkombination A eine deutlich schlechtere Vermehrung
der CD34'- und insbesondere der CD34"CD38-Zellen beobachtet werden. Die Proliferation
der CD34" bzw. CD34'CD38-Zellen war bei Verwendung der Zytokinkombination A um
den Faktor 1,4-20,4 groRer as bei Verwendung der Zytokinkombination X. Auch andere
Arbeitsgruppen (Zusammenfasaung bei Galli et al., 1994 beschreiben dhnlich starke Effekte
von SCF in Kombination mit anderen Zytokinen.

Wahrend die Zytokinkombinationen X und M, &hnlich wie die Zellkulturtiberstande
aktivierter T-Zellen (T6 his T96) und die Reinigungsfraktionen SFO und SF1, stérker auf
CD34°CD38-Zellen aus PB wirkten, bewirkten die Zytokinkombinationen A und L eine
stérkere Proliferation der Zellen aus NSB. Da sich die Zytokinkombinationen A und X bzw.
M und L nur durch den Zusatz von SCF unterscheiden, muf} dieser Effekt auf SCF
zurickzuftuhren sein. Derselbe Effekt konnte ach durch eine Kombination der
Reinigungsfraktion SF1 mit SCF erzielt werden. Die grofere Empfindlichkeit der
CD34°CD38-Zellen aus NSB konnte darauf beruhen, da3 mehr Zellen den SCF-Rezeptor
(CD117, c-kit) exprimieren, oder aber die ckit Expression auf den einzelnen Zellen starker
ist. Durch Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen ist bekannt, dald CD34"CD38-Zellen aus
NSB und Knochenmark eine starke Expression von c-kit aufweisen (Laver et a., 1995 Weiss
et a., 1997 Olweus et a., 1996, die Expression aber mit zunehmender Differenzierung der
Zellen schwacher wird (Lyman und Jacobson, 1998. Uber die Expression von c-kit auf
CD34'CD38-Zellen aus PB igt nichts bekannt. Da sich die Zellen aus PB, wie bereits
erwahnt, in einem spéteren Entwicklungsgadium befinden als vergleichbare Zellen in NSB
(Hao et d., 1995 Broxmeyer et a., 1991 wd 1993, konnte sich die ckit Expression
durchaus unterscheiden. Durch immunmagnetische Separation von CD34'CD38-Zellen aus
PB und NSB und anschlief}ender durchflul3zytometrischer Bestimmung des Anteils der
c-kit'-Zellen an der Gesamtpopulation, sowie der Antigendichte von c-kit auf der

Zelloberflache, kann in Zukunft versucht werden, diese Theorie zu belegen.

Der Zusatz von FL und LIF (einzeln bzw. in Kombination [Zytokinkombination M]) zu einem
SF1-haltigen Kulturmedium (Abschnitt 4.6; Abb. 14 A-D) verringerte im Vergleich zu rein
SF1-haltigem Medium die Proliferation von CD34"- und CD34"CD38-Zellen aus NSB und

PB. Aufgrund der Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen wére eigentlich zu erwarten gewesen,
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dad LIF und FL einen Anstieg der Zellzahlen bewirken. Beide Zytokine sollen in
Kombination mit anderen Faktoren dazu fuhren, dal3 ruhende, linienunspezifische
Vorlauferzellen die Go-Phase verlasen und proliferieren (Leay et al., 1992 Ogawa, 1992
und Shah et al., 1996. Eine mogliche Ursache fir die hier beobachteten Effekte konnte die
Wirkungsweise von LIF und FL auf CD34"-Zellen darstellen. Derzeit wird diskutiert, ob die
Wirkung verschiedener hdmatopoetischer Wachstumsfaktoren u.a. darauf zurtickzufihren sein
konrte, dald diese Faktoren eine Expressionsgeigerung verschiedener Wachstumsfaktor-
rezeptoren hervorrufen (Metcalf, 1993. Solche Faktoren wirden einen indirekten Einfluf3 auf
die Proliferation von CD34"-Zellen ausiiben, indem die Zellen empfindlicher auf andere
Wadhstumsfaktoren reagieren. Die in diesen Versuchen erhaltenen Ergebnisse deuten darauf
hin, dal3 LIF und FL solche indirekt wirksamen Zytokine sein kdnnten. Beide kdnnten die
Expression von Rezeptoren fur stimulierende und inhibierende Wachstumsfaktoren induziert
haben. Die Wirkung der in der Reinigungsfraktion SF1 vorhandenen inhibitorisch wirkenden
Zytokine (z.B. TNF-a, MIP-1a oder IFN-y) konnte auf diese Weise soweit verstarkt worden
sein, dal? die Proliferation hAmatopoetischer Vorlauferzellen unter Zusatz von LIF und FL
sogar gehemmt wurde. Da die Arbeitsgruppen um Leay, Ogawa und Shah rnur mit
proliferationsfordernden Zytokinen experimentierten, konnte @ne mdgliche durch LIF und FL
hervorgerufene verstarkte Expression wvon Rezeptoren fur inhibierend wirkende
Wadhstumsfaktoren nicht gefunden werden. Eine durch FL und LIF hervorgerufene
gleichzetige Expressionssteigerung von Rezeptoren fur inhibierende und stimulierende
Wadhstumsfaktoren kdnnte in vivo bel der Hamatopoeseregulation von Bedeutung sein.

Dal} die Kombination von LIF und FL (Zytokinkombination M) eher die Lebensfahigkeit
friher hamatopoetischer Zellen erhielt, als deren Proliferation anzuregen, unterstiitzt die
Vermutung tber die Wirkungsweise von LIF und FL. Die direkten Einflisse von LIF und FL
genligten, um die Zellen lebensfahig zu halten. Da &er keine welteren proliferations-
fordernden Zytokine im Medium vorhanden waren, konnten diese Zellen nicht séarker

proliferieren.

Im Gegensatz zu LIF und FL konnte der Zusatz von SCF die durch SF1 hervorgerufene
Proliferation der CD34'- und CD34"CD38-Zellen steigern. Die Wirkung von SCF scheint
also durch einen anderen Medhanismus vermittelt zu werden als die von LIF und FL. Leay
und Mitarbeiter (1992 pogtulieren, dal3 SCF synergistisch mit anderen aktivierend wirkenden
Zytokinen die Proliferation friher Vorlauferzellen direkt positiv beanflufit.
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Der Zusatz von LIF, FL und SCF (Zytokinkombination L) zur Reinigungsfraktion SF1 konnte
im Vergleich zur Wirkung der Reinigungsfraktion SF1 die Vermehrung der CD34'- und
besonders der CD34°CD38-Zellen aus NSB steigern. Die proliferationsfordernde Wirkung
von SCF war folglich grof3er als die durch LIF und FL ausgeldsten inhibierenden Einfllis<.
Im Gegensatz dazu Uberwogen bei den Zellen aus PB die inhibierenden Einfliisse von FL und
LIF, was zu einer generellen Inhibition der Proliferation flhrte. Ausgel0st wurden diese
gegensatzlichen Ergebnisse moglicherweise durch die bereits postulierte unterschiedliche

Expression von c-kit, die die Zellen aus PB weniger empfindlich auf SCF reagieren liefi.

Die durch SF1 vermittelte Proliferation der CD34"- und CD34"CD38-Zellen aus NSB und
PB wurde durch die gleichzeitige Gabe der Zytokinkombination A gesteigert, wobei die
Effekte auf die Zellen aus NSB grof3er waren als auf die Zellen aus PB. Hervorgerufen wurde
diese Proliferationssteigerung vermutlich durch gréf3ere Zytokinkonzentrationen.

Die durch die Kombination von SF1 und Zytokinkombination A erreichte Proliferation der
CD34"-Zellen war geringer als bei alleiniger Verwendung der Zytokinkombination A. Dies ist
wahrscheinlich auf inhibitorisch wirkende Zytokine aurtckzufiihren, die in der Reinigungs-
fraktion SF1 vorhanden sind.

Im Gegensatz hierzu konnte zB. die gleichzeitige Gabe der Reinigungsfraktion SF1 und der
Zytokinkombination M die Proliferation der CD34'- und CD34'CD38-Zellen aus NSB und
PB starker stimulieren als es die alleinige Gabe der Zytokinkombination M vermochte.
Hierbel ist jedoch zu beachten, dal3 unter dem Einflul® der Zytokinkombination M lediglich
eine schwache Vermehrung der CD34°CD38-Zellen (um den Faktor 2,5 fiir Zellen aus PB
bzw. 1,4 fur Zellen aus NSB) erreicht werden konnte, wahrend unter dem Einflufd3 der
Zytokinkombination A eine weitaus sérkere Vermehrung sowohl der CD34°- als auch
CD34°CD38-Zellen stattfand (um den Faktor 15,9-52,0 firr Zellen aus PB bzw. 26,7-88,1 fr
Zellen aus NSB). Da die Reinigungsfraktion SF1 sowohl proliferationsférdernde
Komponenten, wie IL-3, IL-6 oder GM-CSF, als auch inhibierende Komponenten, wie
MIP-1a, TNF-a oder IFN-y enthalt, kann SF1 in Kombination mit einem stark proliferations-
fordernden Zytokingemisch deseen Wirksamkeit reduzieren, aber in Kombination mit einem

nur sehr schwach proliferationsférdernden Zytokingemisch dessen Wirksamkeit verbessern.

Wahrend die Reinigungsfraktion SF1 und die Zytokinkombination X einzeln jeweils eine
stéarkere Vermehrung der Zellen aus PB induzierten, flhrte die Kombination beider zu einer

stérkeren Vermehrung der Zellen aus NSB. Die Vermehrung der Zellen aus PB war unter dem
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Einflu’ der Kombination von SF1 und der Zytokinkombination X sogar schwadher als unter
Einflud der einzelnen Komponenten. Dieser Effekt muf3 auf Komponenten in der
Reinigungsfraktion SF1 zuriickzufiihren sein, dadie in der Zytokinkombination X enthaltenen
Zytokine aus<chlieflich proliferationsfordernd wirken: IL-3 und G-CSF (GM-CSF) verfligen
Uber direkt koloniestimulierende Aktivitét, wahrend IL-6 nur indirekt, d.h. in diesem Fall in
Synergie mit koloniestimulierenden Faktoren wirksam ist (Bradh und Herrmann, 1991). Da
dies nur bei Zellen aus PB, aber nicht bei Zellen aus NSB auftrat, wirkten die Faktoren
vermutlich nur auf die spateren Entwicklungsstadien der CD34"CD38-Zellen, die wiederum
vermehrt in PB auftreten. Welche Faktoren fur diesen Effekt verantwortlich waren, konnte
nicht abschlief3end geklart werden. Auch konnten in der Literatur keine Hinweise auf ein
inhibierend wirkendes Zytokin gefunden werden, das bei ansteigender Konzentration
aktivierender Zytokine (IL-3, IL-6, G-CSF oder GM-CSF) verstérkte Effekte auf
CD34°CD38-Zellen ausiibt. Daher liegt die Vermutung nahe, da3 de beobachteten Effekte

zumindest zum Teil auf den Einfllissen eines noch unbekannten Wachstumsfaktors beruhen.

Um weitere Hinweise auf unbekannte Faktoren mit hamatopoetischer Wirkung zu erlangen,
wurden die Reinigungsfraktionen SFO und SF1 duch eine ConA-Chromatographie weiter
aufgetrennt und de etstehenden Fraktionen erneut auf ihre Wirkung auf CD34"-Zellen
untersucht.

Durch die ConA-Chromatographie konnte eine partielle Auftrennung der in den
Reinigungsfraktionen SFO und SF1 vorhandenen Faktorengemische ereicht werden
(Abschnitt 4.7.1). Etwa 70-80% der Proteine und Peptide banden nicht an Concanavalin A
und sammelten sich dementsprechend in der Durchlauffraktion. Es sollte sich also
ausgchliefdlich um Faktoren ohne N-Glykosylierung handeln. Die nachfolgend durchgefihrte
elektrophoretische Auftrennung der Fraktionen (Abschnitt 4.7.1; Abb. 17 wnd 18 und die
ELISAs (Abschnitt 4.1; Tab.1) zegten, da3 duch die ConA-Chromatographie eine
Anreicherung der verschiedenen Zytokine in jeweils einer der beiden Fraktionen erreicht
wurde. In der entsprechend anderen Fraktion konnten aber stets auch mehr oder weniger
grol3e Konzentrationen dieser Zytokine detektiert werden. Beispielsweise reicherte sich
TNF-a, ein nicht glykosyliertes Protein (Paul 1993, wie ewartet im ConA-Durchlauf (SFO
ConA D: 5096 ng/ml) an. Mit einer funfzigfach niedrigeren Konzentration konnte es
alerdings auch in der Eluatfraktion nachgewiesen werden. Mit der ConA-Chromatographie

wurde also nur eine Anreicherung, aber keine saubere Auftrennung der Faktoren erreicht.
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Eine mdgliche Ursache konnten unspezifische Wechselwirkungen der Faktoren mit der
Matrix sein, die das jeweilige Protein oder Peptid an der Matrix festhalten

Andererseits konnten aber auch Faktoren, die eigentlich an ConA binden sollten, im
Durchlauf nachgewiesen werden. So wurde zB. bei der ConA-Chromatographie von SFO das
N-glykosylierte Protein IL-3 (Clark-Lewis et al., 1986 im Eluat angereichert (ca 4,2 pg/ml).
Trotzdem konnten in der Durchlauffraktion noch ca 2,2 pg/ml I1L-3 detektiert werden. Eine
maogliche Ursache hierfir ist die variable Glykosylierung von IL-3. Mohr und Kniver-Hopf
(1990 konnten in ihren Arbeiten beobachten, dal3 der Grad der N-Glykosylierung von IL-3,
GM-CSF und IFN-y variierte. Kurz nach Aktivierung der Zellen wurden rur vollstandig
glykosylierte Formen der Zytokine sezerniert. Nad 48-96 h wurden aber auch weniger bis
gar nicht glykosylierte Formen sezeniert. Somit lagen die Zytokine IL-3, GM-CSF und IFN-y
vermutlich as heterogene Mischungen wvor, die durch die ConA-Chromatographie
entsprechend des Glykosylierungsgrades aufgetrennt wurden und daher sowohl im Durchlauf

als auch im Eluat nachweisbar waren.

Im ConA-Eluat von SF1 konnten nur geringe Mengen von Zytokinen detektiert werden,
welche die Vermehrung hamatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen stimulieren
(Abschnitt 4.1; Tab. 1 und Abschnitt 4.7.3; Tab. 6). Sowohl die Konzentration der auf friihe
Vorléauferzellen wirkenden Zytokine IL-3, GM-CSF und LIF, als auch die Konzentration des
auf spéatere Vorlauferzellen wirkenden IL-5 lagen unter 100 pg/ml. Im Vergleich dazu waren
relativ grofe Mengen inhibitorisch wirkender Zytokine (besonders [FN-y: 40 ng/ml)
vorhanden. Entsprechend konnten auch kaum proliferationsférdernde Eigenschaften auf die
CD34"-Gesamtpopulation oder die CD34'CD38-Subpopulation nechgewiesen werden. Der
ConA-Durchlauf von SF1 konnte im Vergleich zum Ausgangsmaterial besonders die
Proliferation von CD34'CD38-Zellen anregen. Wahrend das Ausgangsmaterial SF1 die
Proliferation der Zellen aus PB stérker forderte, bewirkte der ConA-Durchlauf eine @wa
gleich starke Proliferation von Zellen aus PB und NSB. Als mégliche Ursache hierfir kommt
eine deutlich erhdhte IL-6 Konzentration im ConA-Durchlauf in Frage (12587 pdml
gegenuber 1.389pg/ml im Ausgangsmaterial SF1).

Bei der Kultivierung von CD34"-Zellen unter Zusatz von SFO und dem daraus gewonnenen
ConA-Durchlauf bzw. -Eluat (Abschnitt 4.7.2; Abb. 19) wurde deutlich, dal3 der grélde
Einflul auf die Vermehrung der frilhen hamatopoetischen Vorlauferzellen (CD34'CD38

-Zellen) aus NSB ausgelibt wurde. Die Ursache hierfir ist vermutlich die Zytokinzusammen-
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setzung der Fraktionen. Sowohl im Ausgangsmaterial, als auch im ConA-Durchlauf und
ConA-Eluat von SFO stellten die auf frihe Vorlauferzellen wirkenden Zytokine IL-6, IL-3
und GM-CSF den grofden Antell der proliferationsfordernden Zytokine dar. Die insbesondere
die Proliferation spater Vorlauferzellen foérdernden Zytokine IL-5 und M-CSF waren rur in so
geringen Konzentrationen nachweisbar, dal3 sie allenfalls einen sehr kleinen Effekt ausiiben
konnten.

Die proliferationsfordernden Eigenschaften des ConA-Durchlaufs und besonders des ConA-
Eluats waren ausgeprégter als die des Ausgangsmaterials SFO. Die gesteigerte Proliferation
von CD34'CD38-Zellen unter EinfluR des ConA-Eluats liel? sich mit den Konzentrationen
einiger Zytokine korrelieren. Im Vergleich zum Kulturmedium unter Zusatz des
Ausgangsmaterials waren im ConA-Eluat-haltigen Medium deutlich hdhere Konzentrationen
von IL-3 und IL-6 nachweisbar. Hinzu kamen werringerte Konzentrationen des auf
verschiedene Entwicklungsstadien inhibitorisch wirkenden TNF-a und des auf frihe
Vorlauferzellen inhibitorisch wirkenden MIP-1a. Vermutlich war also an der verbesserten
Proliferation der CD34°CD38-Zellen die Kombination wvon groReren 1L-3 und IL-6
Konzentrationen und geringeren TNF-a und MIP-1a Konzentrationen beteiligt.

Die durch den ConA-Durchlauf gesteigerte Proliferation der CD34'CD38-Zellen aus NSB
wurde wahrscheinlich durch die gesteigerten IL-6 und GM-CSF Konzentrationen sowie die
verringerten |FN-y und MIP-1a Konzentrationen beeinflufi.

Der Vergleich der proliferationsfordernden Wirkung von ConA-Eluat mit der Zytokin-
kombination X (Abschnitt 4.2.5, Abb. 13) zeigte, dal3 die Effekte des ConA-Eluats die der
Zytokinkombination X bei weitem Ubertrafen. Im Vergleich zum ConA-Eluat lagen IL-6 und
GM-CSF in der Zytokinkombination X in fast viermal hdherer Konzentration, IL-3 hingegen
nur in halb so hoher Konzentration vor. Die im ConA-Eluat vorhandenen inhibitorisch
wirkenden Zytokine fehlten in der Zytokinkombination X ganz. Daher ist es fraglich, ob die
hohere IL-3 Konzentration im Medium mit ConA-Eluat tatsadlich die niedrigeren IL-6 und
GM-CSF Konzentrationen und die Effekte verschiedener inhibitorisch wirkender Zytokine
(IFN-y liegt beispielsweise in derselben Konzentration wie |L-3 vor) so gut kompensieren
konrte, dal3 eine welit stérkere Proliferation mdglich wurde.

Ahnliches galt fiir die Proliferation der Zellen aus NSB im Medium mit ConA-Durchlauf. Die
IL-6 Konzentration war in der Zytokinkombination X etwa so grof3 wie die im ConA-
Durchlauf, wohingegen die Konzentration von IL-3 in der Zytokinkombination X doppelt so
grof3 wnd die von GM-CSF sogar viermal so grof3 war. Trotz niedrigerer Konzentrationen

proliferationsfordernder Zytokine und signifikanter Konzentrationen inhibitorischer Zytokine,
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konrnte der ConA-Durchlauf die Proliferation der Zellen aus NSB starker anregen als die
Zytokinkombination X. Die ubrigen im ConA-Eluat und ConA-Durchlauf enthaltenen
proliferationsfordernden Zytokine lagen in so geringen Konzentrationen vor, dad se
wahrscheinlich nicht als Ursprung der verstéarkten Proliferation in Fragekommen.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dal3 ConA-Eluat und -Durchlauf Faktoren enthalten
konnten, die entweder selbst noch unbekannt sind, oder aber deren Effekte auf
h&matopoetische Stamm und Vorlauferzellen bislang unbekannt sind. Da das ConA-Eluat
offensichtlich eine groRere Wirkung auf die CD34'CD38-Zellen aus NSB ausiibte als der
ConA-Durchlauf, hat darin mdglicherweise eine Anreicherung eines unbekannten, vermutlich
N-glykosylierten, Faktors stattgefunden.

Ein welteres Indiz fur einen unbekannten Faktor liefert der Zeitpunkt, zu dem die maximale
Vermehrung der Zellen erreicht wurde. Wéahrend mit SFO und den Zytokinkombinationen A,
L, M und X (Abschnitte 4.4 und 4.5) die maximale Vermehrung der Zellen aus NSB an Tag 7
bis 14 erreicht wurde, wurde mit dem ConA-Eluat von SFO die maximale Vermehrung erst an
Tag 28erreicht. Dies deutet darauf hin, dal3 der unbekannte Faktor proliferationsfordernd auf
eine Subpopulation der CD34"'CD38-Zellen aus NSB wirkt, die zB. durch LIF, FL, SCF,
IL-3, IL-6 und G-CSF (GM-CSF) nicht angeregt wird. Da die maximale Proliferation erst
nach 28 Tagen erreicht wird, kdnnte diese Subpopulation moglicherweise st im Laufe der
Kultivierung durch Differerzierung ausfriiheren Entwicklungsgadien antstehen.

Durch weitere Untersuchungen mul3 in diesem Zusammenhang in Zukunft geklart werden,
welche Subpopulation die starke Vermehrung der CD34°CD38-Zellen nach 28 Tagen Kultur
ermoglicht. AuRerdem sollte emittelt werden, ob unter den beschriebenen Bedingungen die
langerfristige Expandierung hématopoetischer Stamm- und Vorléuferzellen, verbunden mit
der Aufrechterhaltung einer CD34"CD38-Population, moglich ist.

Mittels der in den Abschnitten 4.6 und 4.7 beschriebenen Experimente konnten Hinweise auf
bislang unbekannte, von aktivierten T-Zellen gebildete, Hamatopoesefaktoren gefunden
werden. Diese Faktoren konnten z.B. durch chromatographische Aufreinigung aus den
Faktorengemischen isoliert und nachfolgend charakterisiert werden. Dieser Weg erscheint
alerdings aus verschiedenen Grinden nicht sinnvoll. Da es sich um bislang unkekannte
Faktoren handelt, sind beispielsweise keine proteinchemischen Eigenschaften bekannt, die die
Auswahl eines chromatographischen Verfahrens vereinfachen wirden. Ob ein
chromatographisches Verfahren Uberhaupt fUr die Isolierung des gewinschten Faktors

geeignet ist, mufte somit fur viele Verfahren aufwendig ausgetestet werden. Hinzu kommt,
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dal? die Faktorengemische SFO und SF1, in denen sich die unbekannten Faktoren befinden,
sehr komplex sind, so dal3 vermutlich noch mehrere Aufreinigungsschritte notwendig wéren.
Dabei ist davon auszugehen, dald fir jeden Faktor eine eigene Aufreinigungsstrategie
entwickelt werden mufite.

Ein weiteres Problem stellt die Expandierung hédmatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen
als in vitro Tesverfahren fir die Anwesenheit hamatopoetisch aktiver Faktoren dar.
CD34"-Zellen werden nur durch Gemische aveier oder mehrerer Wachstumsfaktoren zur
Proliferation angeregt. Wird bei einem Aufreinigungsschritt der unbekannte Faktor von
synergistisch wirkenden Faktoren getrennt, so besteht die Moglichkeit einer Anreicherung,
ohre dal?3 dieser Faktor eine signifikante Proliferation der CD34'-Zellen auslosen kann.
Aulerdem bestent die Gefahr, dal3 inhibierend wirkende Zytokine gemeinsam mit dem
unbekannten Faktor angereichert werden und eine Proliferation der CD34"-Zellen verhindern.
Daher ist zusédtzlich zu den eigentlichen Experimenten mit einer Anzahl weiterfihrender
Kultivierungsversuche (z.B. Versuche unter gleichzetiger Gabe rekombinanter Zytokine) und
Untersuchungen zur Charakterisierung des jeweiligen Faktorengemisches (z.B. durch ELISA
oder Western-Blot) zu rechnen.

Da die chromatographische Aufreinigung urbekannter Faktoren aufgrund des damit
verbundenen hohen Zeit- und Kostenaufwandes nicht sinnvoll erscheint, wurde die Suche auf
molekularbiologischem Weg dker die mRNA und das mRNA-Differential-Display
durchgefihrt.

Mit Hilfe dieses Verfahrens llten Fragmente von mRNAs ermittelt werden, die von
aktivierten (Inkubation mit PMA und A23187 fur 96 h), aber nicht von ruhenden T-Zellen
exprimiert werden. Es wurden 23 Fragmente ausgewdhlt, die reproduzierbar nur in den
Proben aktivierter T-Zellen auftraten. Diese wurden in Plasmidvektoren kloniert, in E. coli
XL1-Blue transformiert und schliefdlich sequenziert. Durch Datenbankvergleich wurden
diglenigen Fragmente ermittet, die von unbekannten mRNAs stammen.

Von den 23 wntersuchten Fragmenten konnten sieben identifiziert werden, die von bislang
noch unbekannten MRNA-Spezies stammen. Zu den Fragmenten B9 (B12), B14 und B20sind
zwar die DNA-Sequenzen bereits in den Datenbanken beschrieben, die aigehdrigen mRNA-
Sequenzen, und damit auch die Proteine, sind jedoch noch nicht bekannt. Fur die Fragmente
B1, B15 B18 wnd B23 konnten keine homologen Sequenzen gefunden werden. Da das
humane Genom vollstandig sequenziert und in den Datenbanken verzeichnet ist, setzen sich

die genannten Fragmente vermutlich aus zwei Exons zusammen, sind damit im Genom durch
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ein Intron getrennt und konnen somit auch nicht als zusammenhéngende Sequenz gefunden
werden.

Eigentlich sollten die mRNA-Molekile der 23 untersuchten Fragmente nur in aktivierten,
aber nicht in ruhenden T-Zellen nadhweisbar sein. Wahrend z.B. die IL-2 mRNA tatsadlich
nur in aktivierten Zellen exprimiert wird, werden aber beispielsweise die mRNAs der
ribosomalen Proteine L24 und L7 konstitutiv gebildet. Mit Hilfe der RT-PCR konnte
nachgewiesen werden, dal? auch zwei der unbekannten Fragmente (Abschnitt 4.8.4; Tabelle 9;
Fragmente B14 wund B20) von mRNAs dammen, die von T-Zellen konstitutiv gebildet
werden. Dadurch wird belegt, dal3 bei der hier durchgefihrten Methode stets einige falsch
positive Ergebnisse auftreten. Auch durch die Wederholung der Experimente und die
aleinige Verwendung solcher Banden, die reproduzierbar nur in den Proben von aktivierten
Zellen auftraten, konnte an Auftreten falsch positiver Ergebnisse nicht unterbunden werden.
Sun et al. (19949 beschreiben, dal3 sogar mehr als 70 % der von ihnen ermittelten scheinbar
positiven Ergebnisse falsch positive Ergebnisse waren. Eine Verifikation der Ergebnisse des
Differential Displays z.B. durch RT-PCR oder Northern Blot erscheint also zwingend
notwendig.

Der Abgleich der ermittelten Sequenzen mit den in den Datenbanken enthaltenen Sequenzen
zeigte, dal3 viele der erhaltenen Fragmente nicht wie ewartet dem 3'-Ende der zugehdrigen
MRNA entsprachen. Zum Beispiel stimmte das Fragment B2 zu 100% mit den Nukleotiden
1.057-1.237 der 3.784 Nukleotiden langen cCAMP responsive element binding protein-like 2
MRNA Uberein. Auch bei den unbekannten Fragmenten B1, B9 (B12), B14, B15 wnd B18
konrten keine typischen Polyadenylierungssignale gefunden werden. Dies deutet darauf, dal3
diese Fragmente eenfalls nicht dem 3'-Ende der jeweiligen mRNA Molekille entsprechen.
Vermutlich kam es in diesen Féllen zu einer Bindung as oligo dT Primers an eine interne
Bindungsdelle anstatt an das 3‘-Ende der mRNA. Ahnlich wie bei den hier beschriebenen
Experimenten, konnten auch Guimaraes et al. (19995 bei ihren Versuchen verschiedene
Fragmente nachweisen, die nicht wie awartet dem 3'-Ende der mRNA Molekile

entsprachen.

Um nahere Informationen Uber die Expresson der unbekannten mRNAS zu erhalten, wurde
durch RT-PCR ermittelt, zu welchen Zeitpunkten der Aktivierung mit PMA und A23187die
unbekannten MRNASs nachweisbar waren (Abschnitt 4.8.5.1, Tabelle 10). Dabei stellte sich
heraus, dal3 die B15-, B18-, B19-, und B22-mRNA bereits nach 24 h Stimulation nachweisbar
war, wogegen die B1- und B23-mRNA erst nach 48 h und die B9- (B12-)mRNA sogar erst
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nach 72 h Stimulation detektiert werden konnten. Die unterschiedlichen Zeitpunkte, ab denen
die mRNAs in den Zellen nachgewiesen werden konnten, sind durch die Funktion des daraus
gebildeten Proteins bedingt. So lassen sich mRNAS von Proteinen, die an der Regulation der
Transkription beteiligt sind, viel friher in den Zellen nechweisen, als z.B. Zytokin-mRNAS.

Aulerdem wurde untersucht, ob die Expresson der unbekannten Fragmente auch durch die
Aktivierung der Zellen mit den Stimulatoren PHA-M und ConA induziert werden kann
(Abschnitt 4.8.5.2, Tabelle 11). Dabel zeigte sich, dal? die a1 den Fragmenten B1, B15, B19,
B22 wnd B23 gehdrigen mRNA-Spezies auch bei der Aktivierung der T-Zellen mit ConA und
PHA-M gebildet wurden, wéhrend die aum Fragment B18 gehérende mRNA nur durch
PHA-M indwierbar war. Die Bildung der zum Fragment B9 (B12) gehtrenden mRNA-
Spezies konnte weder durch ConA noch durch PHA-M erreicht werden. Dies belegt, dal3 sich
die durch die Aktivierung mit PMA und A23187indwzierten mRNA-Spezies nicht unbedingt
auch durch andere Aktivierungsverfahren, wie in diesem Fall durch ConA und PHA-M,
indwzieren lassen. Die Ursache fir diese Beobachtung liegt vermutlich in der Aktivierung
unterschiedlicher Subpopulationen begriindet. Eine Aktivierung mit Lektinen spricht in der
Regel nur ca ein Drittel der Zellen an (Klein, 1991). Da sich die &tivierten Subpopulationen
je nach Stimulationsmethode unterscheiden und die Subpopulationen aufgrund
unterschiedlicher Aufgaben verschiedene mRNA-Spezies (und damit Proteine) bilden, kann
nicht durch jede Stimulationsmethode die Bildung jeder mRNA-Spezies indwziert werden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Im Rahmen dieser Arbeit wurde nach Anhaltspunkten fir die Existenz noch unbekannter
h&matopoeserelevanter Faktoren gesucht und ein Verfahren zur ldentifizierung unbekannter
MRNAS etabliert.

Mit Kulturiberstanden aktivierter T-Zellen und Reinigungsfraktionen einer IL-2-Produktion
wurde untersucht, welchen Einfluf3 die von T-Zellen unter Aktivierung mit PMA und A23187
sezanierten Faktoren auf die Kultivierung von CD34"-Zellen aus NSB und PB ausiiben. Bei
diesen Experimenten konnte besonders die Proliferation der frihen, linienunspezifischen
CD34°CD38-Vorlauferzellen angeregt werden. Die Proliferation dieser Zellen wurde
vermutlich durch vergleichsweise niedrige Zytokinkonzentrationen und duch antagonis-
tische Effekte avischen aktivierend und inhibierend wirkenden Zytokinen beschrankt. Anders
als bel Experimenten anderer Arbeitsgruppen (van Epps et a., 1994 Wu et al., 1999,
bewirkten die hier verwendeten Zytokinkombinationen durch ihre Zusammensetzung und
maoglicherweise aich durch ihre Konzentration eine stérkere Proliferation von Zellen aus PB.
AulRerdem konnten bei Experimenten mit der Reinigungsfraktion SF3 erstmals Hinweise auf
h&matopoeseinhibierende Effekte von RANTES gefunden werden, die allerdings noch

genaueren Untersuchungen bedtrfen.

Durch die Kultivierung von CD34"-Zellen mit Kombinationen der Reinigungsfraktion SF1
und unterschiedlichen rekombinanten Zytokinen, sowie durch eine Auftrennung der
Reinigungsfraktionen SFO und SF1 mittels ConA-Chromatographie wurde nach Hinweisen
auf bislang unbekannte Faktoren mit hamatopoetischer Wirksamkeit gesucht.

Die Ergebnisse der Kombinationsexperimente der Reinigungsfraktion SF1 mit LIF und FL
(einzeln oder zusammen [Zytokinkombination M]) deuteten darauf hin, dal3 LIF und FL die
Proliferation von CD34'CD38-Zellen bedanflussen, indem sie die Expression von Rezeptoren
far inhibierende und stimulierende Wachstumsfaktoren steigern. Da andere Arbeitsgruppen
(z.B. Leay et a., 1992 Ogawa, 1992 wnd Shah et a., 1996 LIF und FL ausschliefdlich mit
anderen aktivierend wirkenden Zytokinen kombinierten, konnten solche Effekte bislang nicht
beobadtet werden.

Kultivierungsexperimente mit der Kombination der Reinigungsfraktion SF1 mit SCF (alleine
oder mit LIF und FL [Zytokinkombination L], oder mit IL-3, IL-6 und G-CSF [Zytokin-
kombination A]) belegten, da3® SCF vermutlich synergistisch mit anderen Zytokinen die

Proliferation der friihen Vorlauferzellen direkt positiv beeinflufdt. Leay et a. postulierten dies
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bereits 1992 Ausgelost durch eine mdglicherweise unterschiedliche Expresson des
SCF-Rezeptors, konnte SCF die Proliferation von CD34°CD38-Zellen aus NSB starker
stimulieren als die von Zellen aus PB.

Eine Kombination aus G-CSF, IL-3, IL-6 (Zytokinkombination X) und der Reinigungs-
fraktion SF1 fuhrte au einer besseren Proliferation der NSB-Zellen, aber zu einer schlechteren
Proliferation der Zellen aus PB, als bei alleiniger Verwendung der Reinigungsfraktion SF1.
Dadie schlechtere Proliferation der Zellen aus PB nur auf Faktoren in der Reinigungsfraktion
SF1 beruhen konnte, aber bislang keine Faktoren bekannt sind, die trotz ehohter
Konzentrationen aktivierender Zytokine inhibierend wirken, deuten diese Ergebnisse aif die
Anwesenheit eines unbekannten Faktors hin.

Weitere Anhaltspunkte fur bislang untekannte Faktoren ergaben sich durch die Auftrennung
der Reinigungsfraktionen SFO und SF1 mittels ConA-Chromatographie. Mit den Fraktionen
der ConA-Chromatographie der Reinigungsfraktion SFO wurde im Gegensatz zum
Ausgangsmaterial besonders die Proliferation der NSB-Zellen gefordert. Im Vergleich zu
Kontrollexperimenten mit IL-3, IL-6 und GM-CSF (Zytokinkombination X), den Haupt-
komponenten der Durchlauf- und Eluatfraktion, wurden mit den Fraktionen der ConA-
Chromatographie deutlich hohere Vermehrungsraten erzielt, obwohl auch inhibierende
Zytokine enthalten waren. Auch diese Ergebnisse deuten darauf hin, dal3 es hdmatopoetische
Wadhstumsfaktoren gibt, die derzeit noch unbekannt sind.

Mittels mRNA-Differential-Display wurden 23 Fragmente von mRNAs identifiziert, die in
den Proben der aktivierten, aber nicht der ruhenden T-Zellen nachweisbar waren. Von diesen
23 Fragmenten stammen sieben (B1, B9 (B12), B14, B15, B18, B20 und B23) von noch
unbekannten MRNASsS. Zum Zeitpunkt der Untersuchungen waren auf3erdem noch die mRNAS
der Fragmente B19 und B22 unbekannt. Bei nachfolgendn Kontrollen mittels RT-PCR zeigte
sich, dal3 de B14- und B20-mRNAs konstitutiv gebildet werden und nur die B1-, B9- (B12-),
B15, B18-, B19, B22- und B23-mRNA tatsddlich durch die Aktivierung mit PMA und
A23187induziert werden.

Bei den beiden unbekannten Fragmenten B23 und B20 handelt es sich um die jeweiligen
3'-Enden der mRNAS, da typische Polyadenylierungssignale nachgewiesen werden konnten.
Das Fehlen solcher Polyadenylierungssignale bei den Ubrigen unbekannten Fragmenten
resultiert aus einer Fehlbindung des oligo-dT Primers an interne Bindungsstellen, anstatt an
den 3'-Terminus der mRNA, so dal3 dese Fragmente nicht das 3'-Ende der jeweiligen mRNA
darstellen.
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Die B1- und B23-mRNA konnten erstmals nach 48 h, und die B9- (B12-) mRNA erstmals
nach 72h Stimulation mit PMA und A23187nachgewiesen werden. Bereits nach 24 h waren
die Ubrigen mRNASs detektierbar.

Die Synthese der B1-, B15-, B19, B22- und B23-mRNA konnte aich durch die Aktivierung
der T-Zelen mit ConA und PHA-M indwziert werden, wohingegen die B18mRNA zwar
durch PHA-M aber nicht durch ConA induzierbar war. Weder durch ConA noch durch PHA-
M konnte die Bildung der B9- (B12-) mRNA erreicht werden. Dies belegt, dal3 de B9- (B12-)
und die B18&mRNA entweder durch andere Aktivierungswege oder durch andere T-Zell-
Subpopulationen gebildet werden als die tbrigen mRNAs.

Weiterfihrende Experimente missen zunéchst das Ziel haben, die vollstdndigen Sequenzen
der unbekannten mMRNA-Spezies zu ermitteln. Dies ist beispielsweise mittels einer cDNA-
Bank oder der RACE-PCR (rapid amplification of 5' [or 3'] end of cDNA) mdglich. Sind die
vollstdndigen Sequenzen der mMRNA-Spezies bekannt, konrnen diese in einen
Expressionsvektor kloniert und prokaryotisch oder auch eukaryotisch exprimiert werden.
Mittels der Sequenz und der Analyse der jeweiligen rekombinant hergestellten Proteine oder
Peptide ist dann eine genauere Charakterisierung der einzelnen unbekannten Proteine oder
Peptide moglich.

Weiterhin kdnnen mit Hilfe der rekombinanten Proteine oder Peptide Kultivierungs-
experimente mit hamatopoetischen Stamm- und Vorlduferzellen durchgeftihrt werden, die
Aussagen dartiber zulaseen, ob die Proteine oder Peptide einen Einflul? auf die Hamatopoese
austiben.
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8. ANHANG

Im Folgenden sind die Sequenzen der Fragmente B1 his B23 angegeben. Die Sequenz der flr
die PCR verwendeten Primer sowie die Sequenz des Vektors werden nicht mit aufgefihrt.
Soweit vorhanden sind aul3erdem die homologen Sequenzen aufgefiinrt. Dabei sind
Sequenzabweichungen von ein oder zwel Basen durch Fettschrift in der homologen Sequenz
hervorgehoben. Punkte markieren Sequenzbereiche der homologen Sequenz, die sich um
mehr als zweli Basen won der Sequenz des jeweiligen Fragments unterscheiden.

Gedankenstriche zeigen Liicken an, die eingefligt wurden, um de Homdogie zu maximieren.

Bl
Das Fragment B1 zegt keine Homologie a1 bekanrnten Sequenzen. Angegeben ist daher nur

die ermittdte Sqlerz.

B1 ACCAACATTG TACTCTGAAA GCAAATGGTT GATCCCATTT GGAAAAGCCA 50
Bl AGAAGAGGCC ATTGAGTGTC CAGCCCAGGC CTCCTGTGAC TGCTGTACAG 100
Bl GAAAGAGCAT CAGCATCCTT GGTGAATGTA CCATGTTCCT TTCCCAACTT 150
Bl CTAAGGATGC GAGGAGTGAC AACTGCCATT CTCCCAGGCA CACCTCTCCC 200
Bl TGCCCTGAGC CACTTGTTCT CAATTCTGGT TAAACTTCCT TTTTGGTACT 250

B1 TAAAAATCTT AAATCTTAAA AAAAAA 276

B2
Das Fragment B2 stimmt zu 100% mit den Nukleotiden 1.057 bs 1.238 d 3.748 Nukleotide
langen humanen cAMP responsive element binding protein-like 2 (CREBL2) mRNA
(Wlodarska @ al., 1996 Andreason et a., 1997 Hoornaet et a., 1998 Datenbanknummer
NMO00131Q Uberein.

B2 CTACAAAGAG AAACCAAATG AGCTGATTAC TGACTATAAG TTCTCAGCCT 50
CREBL 2 CTACAAAGAG AAACCAAATG AGCTGATTAC TGACTATAAG TTCTCAGCCT 1106

B2 TTATGGACCT AATCTTATTT TTATTTACTT GAGTAATGTT TATTCTCTGC 100
CREBL 2 TTATGGACCT AATCTTATTT TTATTTACTT GAGTAATGTT TATTCTCTGC 1156

B2 ATGAACCATG ATTTCTCCTG TGAGCCATTC CAGCATAAGC TGTGAATATG 150
CREBL 2 ATGAACCATG ATTTCTCCTG TGAGCCATTC CAGCATAAGC TGTGAATATG 1206

B2 TATTAACAAA TATATACATT TCTATTTTTA TAAAAAAAAA 190
CREBL 2 TATTAACAAA TATATACATT TCTATTTTTA TAseeseeses 1238
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B3 und B4
Ein Datenbankabgleich fir die Fragmente B3 und B4 belegte eine Ubereinstimmung von
98 % (B3) bzw. 99 % (B4) mit den Nukleotiden 439-844 cer 844 Nukleotide langen humanen
IL-2 MRNA (Devoset a., 1983 Datenbanknummer X0158§.

B3 TAATAGTTCT GGAAGTAAAG GGATCTGAAA CAACATTCAT GTGTGAATAT 50
B4 TAATAGTTCT GGAACTAAAG GGATCTGAA CAACATTCAT GTGTGAATAT 50
IL-2 TAATAGTTCT GGAACTAAAG GGATCTGAAA CAACATTCAT GTGTGAATAT 488

B3 GCTGATGAGA CAGCAACCAT TGTAGAATTT CTGAACAGAT GGATTACCTT 100
B4 GCTGATGAGA CAGCAACCAT TGTAGAATTT CTGAACAGAT GGATTACCTT 100
IL-2 GCTGATGAGA CAGCAACCAT TGTAGAATTT CTGAACAGAT GGATTACCTT 538

B3 TTGTCAAAGC ATTCATCTCA ACGCTGACTT GGATAATTAA GTGCTTCCCC 150
B4 TTGTCAAAGC AT-CATCTCA AC ACTGACTT G-ATAATTAA GTGCTTCCC- 147
IL-2 TTGTCAAAGC AT-CATCTCA AC-CTGACTT G-ATAATTAA GTGCTTCCC- 585

B3 ACCTTAAAAC ATATCAGGCC TTGTATTTAT TTAAATATTT AAATTTTATA 200
B4 AC-TTAAAAC ATATCAGGCC TTCTATTTAT TTAAATATTT AAATTTTATA 196
IL-2 AC-TTAAAAC ATATCAGGCC TTCTATTTAT TTAAATATTT AAATTTTATA 634

B3 TTTATTGTTG AATGTATGGT TTGCTACCTA TTGTAACTAT TATTCTTAAT 250
B4 TTTATTGTTG AATGTATGGT TTGCTACCTA TTGTAACTAT TATTCTTAAT 246
IL-2 TTTATTGTTG AATGTATGGT TTGCTACCTA TTGTAACTAT TATTCTTAAT 684

B3 CTTAAAACTA TAAATATGGA TCTTTTATGATTCTTTTTTG TAA-CCCTAG 299
B4 CTTAAAACTA TAAATATGGA TCTTTTATGATTCTTTTT-G TAAGCCCTAG 295
IL-2 CTTAAAACTA TAAATATGGA TCTTTTATGATTCTTTTT-G TAAGCCCTAG 733

B3 GGGCTCTAAA ATGGTTTCAC TTATTTATCC CAAAATATTT ATTATTATGT 349
B4 GGGCTCTAAA ATGGTTTCAC TTATTTATCC CAAAATATTT ATTATTATGT 345
IL-2 GGGCTCTAAA ATGGTTTCAC TTATTTATCC CAAAATATTT ATTATTATGT 783

B3 TGAATGTTAA ATGTAGTATC TATGTAGATT GGTTAGTAAA ACTATTTAAT 399
B4 TGAATGTTAA ATATAGTATC TATGTAGATT GGTTAGTAAA ACCATTTAAT 395
IL-2 TGAATGTTAA ATATAGTATC TATGTAGATT GGTTAGTAAA ACTATTTAAT 833

B3 AAATTTGATA AATATAAAAA AAAAAAA 426

B4 AAATTTGATA AATATAAAAA AAAA 419

IL-2 AAATTTGATA A 844
B5und B7

Ein Abgleich der Fragmente B5 und B7 mit der Datenbank ergab eine groRRe Ahnlichkeit mit
dem 3'-Terminus der 1608 Nukleotide langen humanen deah associated protein 3 (DAPS3)
MRNA (Kissil et d., 1995 Datenbanknummer NM004633. Das Fragment B5 setzte sich aus
den Nukleotiden 923978 wnd 10691.563 und das Fragment B7 aus den Nukleotiden
924-1.066 ind 11851.568 cer DAP3 mRNA zusammen. Beriicksichtigt man die Deletionen
nicht, so ergibt sich bei beiden Fragmenten eine Ubereinstimmung mit der DAP3 mRNA von
99,8 %.
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BS5 CCCGAGGAAT TAGCACTTGT TCACAACTTG AGGAAAATGA TGAAAAATGA 50
B7 -C CGAGGAAT TAGCACTTGT TCACAACTTG AGGAAAATGA TGAAAAATGA 49
DAP3 CCCGAGGAAT TAGCACTTGT TCACAACTTG AGGAAAATGA TGAAAAATGA 972

B5 TTGG GA 56
B7 TTGGCATGGA GGCGCCATTG TGTCGGCTTT GAGCCAGACT GGGTCTCTCT 99
DAP3 TTGGCATGGA GGCGCCATTG TGTCGGCTTT GAGCCAGACT GGGTCTCTCT 1022

B5 AGGA 60
B7 TTAAGCCCCG GAAAGCCTAT CTGCCCCAGG AGTTGCTGGG AAAG 143
DAP3 TTAAGCCCCG GAAAGCCTAT CTGCCCCAGG AGTTGCTGGG AAAGGAAGGA 1072

B5 TTTGATGCCC TGGATCCCTT TATTCCCATC CTGGTTTCCA ACTATAACCC 110
B7
DAP3 TTTGATGCCC TGGATCCCTT TATTCCCATC CTGGTTTCCA ACTATAACCC 1122

B5 AAAGGAATTT GAAAGTTGTA TTCAGTATTA TTTGGAAAAC AATTGGCTTC 160
B7
DAP3 AAAGGAATTT GAAAGTTGTA TTCAGTATTA TTTGGAAAAC AATTGGCTTC 1172

B5 AACATGAGAA AGCTCCTACA GAAGAAGGGA AAAAAGAGEICTGTTCCTA 210
B7 CTCCTACA GAAGAAGGGA AAAAAGAGCT GCTGTTCCTA 181
DAP3 AACATGAGAA AGCTCCTACA GAAGAAGGGA AAAAAGAGCT GCTGTTCCTA 1222

B5 AGTAACGCGT TCCCCTCGCT GCTGGAGCGG CACTGTGCCT ACCTCTAAGC 260
B7 AGTAACGCGA ACCCCTCGCT GCTGGAGCGG CARIGT ACCTCTAAGC 231
DAP3 AGTAACGCGA ACCCCTCGCT GCTGGAGCGG CACTGTGCCT ACCTCTAAGC 1272

B5 CAAGATCACA GCATGTGAGG AAGACAGTGG ACATCTGCTT TATGCTGGAC 310
B7 CAAGATCACA GCATGTGAGG AAGACAGTGG ACBTIT TATGCTGGAC 281
DAP3 CAAGATCACA GCATGTGAGG AAGACAGTGG ACATCTGCTT TATGCTGGAC 1322

B5 CCAGTAAGAT GAGGAAGTCG GGCAGTACAC AGGAAGAGGA GCCAGGCCCT 370
B7 CCAGTAAGAT GAGGAAGTCG GGCAGTACAC AGGAAGAGGA GCCAGGCCCT 331
DAP3 CCAGTAAGAT GAGGAAGTCG GGCAGTACAC AGGAAGAGGA GCCAGGCCCT 1372

B5 TGTACCTATG GGATTGGACA GGACTGCAGT TGGCTCTGGA CCTGCATTAA 410
B7 TGTACCTATG GGATTGGACA GGACTGCAGT TGGCTGGA CCTGCATTAA 381
DAP3 TGTACCTATG GGATTGGACA GGACTGCAGT TGGCTCTGGA CCTGCATTAA 1422

B5 AATGGGTTTC ACTGTGAATG CGTGACAATA AGATATTCCC TTGTTCCTAA 470
B7 AATGGGTTTC ACTGTGAATG CGTGACAATA AGATBCTC TTGTTCCTAA 431
DAP3 AATGGGTTTC ACTGTGAATG CGTGACAATA AGATATTCCC TTGTTCCTAA 1472

B5 AACTTTATAT CAGTTTATTG GATGTGGGTT TTTCACATTT AAGATAATTA 510
B7 AACTTTATAT CAGTTTATTG GATGTGG-TT TTTCACATTT AAGATAATTA 480
DAP3 AACTTTATAT CAGTTTATTG GATGTGG-TT TTTCACATTT AAGATAATTA 1521

B5 TGGCTCTTTT CCTAAAAAAT AAAATATCTT TCTAAAAAAA AA 552
B7 TGGCTCTTTT CCTAAAAAAT AAAATATCTT TCTAAAAAAA AA 522
DAP3 TGGCTCTTTT CCTAAAAAAT AAAATIEATT TCTAAAAAAA AA 1563
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B6
Das Fragment B6 stimmt zu 98% mit den Nukleotiden 2720 bs 3251 dr 6.631 Nukleotide
langen humanen oxysterol binding potein-related protein 3 (ORP3) mMRNA
(Datenbankeintrag von Gregorio-King C.C., Collier G.C., McMillan J., Waugh C., Kirkland
M.A., 200Q keine weiteren Referenzen; Datenbanknummer AY 008373 Uberein.

B6 GATTGCCAAC CTTACTGACA CTTGATTTAG GCCCAGACCA GGGGTTTCTA 50
ORP3 TATTGC-CAC G TACTGACA CT-GATTTAG G-CCAGACCAAGTTTCTA 2756

B6 GAGGAAAGGG AACTTAGAAG AAGCTGAAAT ACAAAAAGCA GAGGATTGAA 100
ORP3 GAGG-AAGGG AACTTAGAAG AAGCTGAAAT ACAAAA-GCA GAGGATTGAA 2804

B6 CAACTGCAAA GAGAAAGGCG GCGGGTCTTA AAAGAAAATC ATGTGGAGCA 150
ORP3 CAACTGCBA GAGAAAGGCG GCGGGTCTTA GAAGAAAATC ATGTGGAGCA 2854

B6 CCAGCCTCGG TTTTTCAGGA AATCCGACGA TGACTCTTGG GTGAGCAACG 200
ORP3 CCAGCCTCGG TTTTTCAGGA AATCCGACGA TGACTCTTGG GTGAGCAACG 2904

B6 GCACCTATTT GGAACTTAGA AAAGATCTTG GTTTTTTCCA AACTGGACCA 250
ORP3 GCACCTATTT GGAACTTAGA AAAGATCTTG GTTTTT-CCA AACTGGACCA 2953

B6 TCCTGTCTTA TGGTGAAAAA GTAAAGAAGA AAGATAACAT TAGTGTATTT 300
ORP3 T CCTGTCTTA TGGTGAAAAA GTAAAGAAGA AAGATAACAT TAGTGTATTT 3003

B6 CTCCTGTGCT TGCCTTCTGA AGTGGCACAA ACCTGTGTTT ATATATTTAA 350
ORP3 CTCCTGTGCT TGCCTTCTGA AGTGGCACAA ACCTGTGTTT ATATATTTAA 3053

B6 AAGATACTCT AGGATGATCA CTTGTGCTTA GGCTTAGCAT TGTAACTCTT 400
ORP3 AAGATACTCT AGGATGATCA CTTGTGCTTA G-CTTAGCAT TGTAACTCTT 3102

B6 TAAGTCTATATTITTCCTCAG TGCGTTTCTT TACAATTTCA AATGTTCCCC 450
ORP3 TAAGTCTATATTTTCCTCAG TGCGTTTCTT TACAATTTCA AATGYOCC 3152

B6 TGATTGTTTA TATGAATGTA GAACCCCTTG ACATATCCCC CCATATATAA 500
ORP3 TGATTGTTTA TATGAATGTA GAMCCTTG ACATITCTTT TTATATATAA 3202

B6 GCTATTTAAT AAAAATAAAA GGATTGAATG TTCATGTGGG GGGCTAAAAA 550
ORP3 ACTATTTAAT AAAAATRAAA G-ATTGAATG TTCATGTG- GGG-T TAAAA 3249
B6 AA 552
ORP3 AA 3251
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B8
Ein Vergleich mit der Datenbank ergab firr das Fragment B8 eine 99%ige Ubereinstimmung
mit den Nukleotiden 107 hs 328 dr 2.019 Nukleotide langen humanen t-complex
polypeptide 1 mRNA (Kirchhoff und Willison, 199Q Datenbanknummer X52882.

B8 CAATATTGTA AAAAGTTCTC TTGGTCCTTT TGGCTTGGAT AAAATGTTGG 50
Tcpl CAATATTGTA AAAAGTTCTC TTGGTBGT TGGCTTGGAT AAAATGTTGG 156

B8 TGGATGATAT TGGTGATGTA ACCATTACTA ACGATGGTGC AACCATCCTG 100
Tcpl TGGATGATAT TGGTGATGTA ACCATTACTA ACGATGGTGC AACCATCCTG 206

B8 AAGATACTGG AGGTAGAACA TCCTGCAGCT AAAGTTCTTT GTGAGCTGGC 150
Tcpl A AGITACTGG AGGTAGAACA TCCTGCAGCT AAAGTTCTTT GTGAGCTGGC 256

B8 TGATCTGCAA GACAAAGAAG TTGGAGATGG AATCACTTCA GTGGTTATTA 200
Tcpl TG ATCTGCAA GACAAAGAAG TTGGAGATGGAACTTCA GTGGTTATTA 306

B8 TTGCAGCAGA ACTCCTAAAA AAAAA 225
Tcpl TTGCAGCAGA ACTCCTAAAA AAsee 328
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B9und B12

Die Sequenzierung der Fragmente B9 und B12 ergab identische Sequenzen. Der Vergleich
mit der Datenbank zeigte, dal3 noch keine mRNA bekannt ist, die mit den ermittelten
Sequenzen Ubereinstimmt. Es konnte &er eine 99%ige Ubereinstimmung mit den
Nukleotiden 67.032 hs 67588 ds 96995 bp langen BAC-Klons RP11-394J1
(Datenbankeintrag von Worley et a., 1999 keine weiteren Referenzen; AC008149
festgestellt werden. Dieser Klon beinhaltet einen Abschnitt des humanen Chromosoms 12
(129221027-1034).

B9 TTTTTTTTTA GCGCAATAA ATTTGATGAC CACTTACTAT GTACCAGGAA 50
B12 TTTTTTTTTA GTGCAATTAA ATTTGATGAC CACTTACTAT GTACCAGGAA 50
RP11-394J1 TTT CITTTTA GTGCAATTAA ATTTGATGAC CACTTACTAT GTACCAGGAEV081

B9 TTGTGCTGAG TGCTTTATAC ATGCTGTCTAT  TTTTTAATACTCTCAGTTG 100
B12 TTGTGCTGAG TGCTTTATAC ATGCTGTCTA -AATTTAATA CTCTCAGTTG 99
RP11-394J1 TTGTGCTGAG TGCTTTATAC ATGCTGTCTA -AATTTAATA CTCTCAGTT&/130

B9 GCTGTGCCCA CGAGGAACTA TGACTTCGAA AGGTGAAATA AGACACTCAT 150
B12 GCTGTGCCCA CGAGGAACTA TGACTTCGAA AGGTGAAATA AGACACTCAT 149
RP11-394J1 GCTGTGCCCA CGAGGAACTA TGACTTCGAA AGGTGAAATA AGACACTCAT 67180

B9 GGCCACATGG GTAAAATGGG CCAACAGAGC CTCATATCCA GGGGCATCTG 200
B12 GGCCACATGG GTAAAATGGG CCAACAGAGC CTCATATCCA GGGGCATCTG 199
RP11-394J1 GGCCACATGG GTAAAATGGG CCAACAGAGC CTCATATCCA GGGGCATCTG 67230

B9 GCTCCAAAGT CCAGGTTCTT AATCAACGCG CATATGCCCC CAGTAGAGGC 250
B12 GCTCCAAAGT CCAGGTTCTT AATCAACGCG CATATGCCCC CAGTAGAGGC 249
RP11-394J1 GCTCCAAAGT CCAGGTTCTT AATCAACGCG CATATGCCCC CAGTAGAGGC 67280

B9 TTCTTTTCTC ATATGCACAC TTCACTGCTG CTAAGGGAAA CGTCTCATTG 300
B9 TTCTTTTCTC ATATGCACAC TTCACTGCTG CTAAGGGAAA CGTCTCATTG 299
RP11-394J1 TTCTTTTCTC ATATGCACAC TTCACTGCTG CTAAGGGAAA CGTCTCATTG 67330

B9 TAATGCGTGG GAAATACATT CCTACTAGGA ATCAAATCAG GACATTTCCT 350
B12 TAATGCGTGG GAAATACATT CCTACTAGGA ATCAAATCAG GACATTTCCT 349
RP11-394J1 TAATGCGTGG GAAATACATT CCTACTAGGA ATCAAATCAG GACATTTCCT 67380

B9 TGTTCATTTC TGGTGTTGCC TCATCTGTGT CTCCAGCTGC TCCAGTTGGG 400
B12 TGTTCATTTC TGGTGTTGCC TCATCTGTGT CTCCAGCTGC TCCAGTTGGG 399
RP11-394J1 TGTTCATTTC TGGTGTTGCC TCATCTGTGT CTCCAGCTGC TCCAGTTGGG 67430

B9 TTGTTTCAAG AAAGAATCTT TGAATCCACC CCATCCACCATTTTGTTAAC 450
B12 TTGTTTCAAG AAAGAATCTT TGAATCCACC CCATCCACCATTTTGTTAAC 449
RP11-394J1 TTGTTTCAAG AAAGAATCTT TGAATCCACC CCATCCACCATTTTGTTAAC 67480

B9 CAGTGCCCTC CTTTCAAAGA TCTGTATCGT GGTTTAAA AT AGGSTCAAGG 500
B12 CAGTGCCCTC CTTTCAAAGA TCTGTATCGT GG GITAAATA GGGTAAGGG 499
RP11-394J1 CAGTGCCCTC CTTTCAAAGA TCTGTATCGT GGTTTAAATA —-GGTTCAAGG 67529

B9 TTCACCCCAA CACTAAATAA GCAAGGGGGG GCTCTC-GAT ACAAAGTGGG 550
B12 T-CACCCCA- CACTAAATAA GCAAGGGGGG —CTCTCTGAT ACAA-GTGGG 545
RP11-394J1 T TCACCC-AA CACTAAATAA GCAAGGBGG —TTCTC-GAT ACAA-GTGGG 67575

B9 GCCGTTGGAGA AGCT 564
B12 -CCGTT-GAGA AGCT 558
RP11-394J1 -C CGTT-GAGA AGCT 67588
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B10
Die Sequenz von Fragment B10 stimmt zu 99 % mit der Sequenz der humanen Methionin
Synthase mRNA (5-methyltetrahydrofolate-homocysteine methyltransferase (MTR) mRNA)
Uberein (Chen et a., 1996 Banerjee und Matthews, 199Q Li et a., 1996 Ludwig und
Matthews, 1997 Matthews et a., 1998 Datenbanknummern U73338bzw. NM000259.

B10 TTGGTCAGGG AAATATGAAT TAGGACCACA ATGAGATTCC ATTTTATATC 50
MS TTGGTCAGGG AAATATGAAT TAGGACCACA ATGAGATTCC ATTTTATATC 6453
MTR TTGGTCAGGG AAATATGAAT TAGGACCACA ATGAGATTCC ATTTTATATC 6335

B10 CATAAGATTT GCAAAGGTTG GGTCTGACAG TACCAGTTGT TAGATCTGTA 100
MS CATAAGATTT GCAAAGGTTG GGTCTGACAG TACCAGTTGT TAGATCTGTA 6503
MTR CATAAGATTT GCAAAGGTTG GGTCTGACAG TACCAGTTGT TAGATCTGTA 6385

B10 GGGACTTGTA CAACATTGTG GATGTGTAAA CAGGCACCAC TGCTTTAAAA 150
MS GGGACTTGTA CAACATTGTG GAGTAAAA CAGGCACCAC TGCTTTAAAA 6553
MTR GGGACTTGTA CAACATTGTG GATGTGTAAA CAGGCACCAC TGCTTTAAAA 6435

B10 AACAATTATC CCTTACAGAC TTGAACATTT GCAGACGTTA TGATCTTGCT 200
MS  AACAATTATC CCTTACAGAC TTGAACATTT GCAGACCTTA TGATCTTGCT 6603
MTR AACAATTATC CCTTACAGAC TTGAACATTT GCAGACGTTA TGATCTTGEG485

B10 TCCAACTCCC ACCTGTATGT CCAGCAAACT CTTGCATGTG GCCACTAGGA 250
MS TCCAACTCCC ACCTGTATGT CCAGCAAACT CTTGCATGTG GCCACTAGERS
MTR TCCAACTCCC ACCTGTATGT CCAGCAAACT CTTGCATGTG GCCACTAGGA 6535

B10 GGAATGTGTA AGAATGTTCA TAGTTACATA TTTATAATAG TTAATAACTG 300
MS  GGAATGTGTA AGAATGTTCA TAGTTACATA TTTATAATAG TTAATAACTG 6703
MTR GGAATGTGTA AGAATGTTCA TAGTTACATA TTTATAATAG TTAATAACTG 6585

B10 GAAAAAGTGA AATGTATGTC TGTCTACAGG AAAATAGGTG AATAATTAGA 350
MS  GAAAAAGTGA AATGTATGTC TGTCTACAGG AAAATAGGTG AATAATTAGA 6753
MTR GAAAAAGTGA AATGTATGTC TGTCTACAGG AAAATAGGTG AATAATTAGA 6635

B10 TATATATATT CATTCTACGG GATATTATTC AGTAGTGGAA ATGAGTGAAC 400
MS  TATATGTATT CATTCTACGG GATATTATTC AGTAGTGGAA ATGAGTGAAC 6803
MTR TATATATATT CATTCTACGG GATATTATTC AGTAGTGGAA ATGAGTGAAC 6685

B10 TACAGCTATA CCTCACAATA AGAATGAATC TCAGAAAATA TTAAGGAAAA 450
MS T ACAGCTATA CCTCACAATA AGAATGAATC TCAGAAAATA TTAAGGAAAA 6853
MTR TACAGCTATA CCTCACAATA AGAATGAATC TCAGAAAATA TTAAGGAAAA 6735

B10 AAGCAAGTTT GAAGAGACCA CATGGGGCGT ACTATTTTTA TTGAGCCCAA 500
MS AA GCAAGTTT GAAGAGACCA CATGGGGCGT ACTATTTTTA TTGAGCCCAA 6903
MTR AAGCAAGTTT GAAGAGACCA CATGGGGCGT ACTATTTTTAGI@CCAA 6785

B10 AAACAAGCAA AACCAAAGAA —-ATGTAGTCT AAGCETGT ATACCATAAA 549
MS AAACAA GCAA A-C-AAAGAA TATGTAGTCT AAGCATACGT ATACAATAAA 6951
MTR AAACAAGCAA AACCAAAGAA TATGTAGTCT AAGCATACGT ATACAATAAA 6835

B10 ACTATGCTAT T AAAAAAAAA 569
MS  ACTATGCTAT TAAAAAAAAA 6971
MTR ACTATGCTAT AAAAAAAAAA 6855



8. Anhang Seite-122

B11
Ein Vergleich der Sequenz von Fragment B11 mit der Datenbank zeigte eine Uberein-
stimmung von 99,7 % mit den Nukleotiden 1.397 bs 1.696 dr 1.791 Nukleotide langen
humanen ruclea matrix protein 55 (nmt55) mRNA (Traish et al., 1997 Datenbanknummer
U89867.

B1l GCTGCTACAA TGGAAGGAAT TGGGGCAATT GGTGGAACTC CTCCTGCATT 50
nmt55 GCTGCTACAA TGGAAGGAAT TGGGGCAATT GGTGGAACTC CTCCTGCATT 1446

B11 CAACCGTGCA GCTCCTGGAG CTGAATTTGC CCCAAACAAA CGTCGCCGAT 100
nmt55 CAACCGTGCASCTCTGGAG CTGAATTTGC CCCAAACAAA CGTCGCCGAT 1496

B11 ACTAATAAGT TGCAGTGTCT AGTTTCTCAA AACCCTTAAA AGAAGGACCC 150
nmt55 ACTAATAAGT TGCAGTGTCAGTTITCTCAA AACCCTTAAA AGAAGGACCC 1546

B11 TTTTTGGACT AGCCAGAATT CTACCCTGGA AAAGTGTTAG GGATTCCTTC 200
nmt55 TTTTTGGACT AGCCAGAATT CTACCCTGGA AAAGTGTTAG GGATTCCTTC 1596

B11 CAATAGTTAG ATCTACCCTG CCTGTACTAC TCTAGGGAGT ATGCTGGAGG 250
nmt55 CAATAGTTAG ATCTACCCTG CCTGTACTAC TCTAGGGAGT ATGCTGGAGG 1646

B11l CAGAGGGCAA GGGAGGGGTG GTATTAAACA AGTCAATTCT GTGTGGTAAA 300
nmt55 CAGAGGGCAA GGGAGGGGTG GTATTAAACA AGTCAATTCT GTGTAGHA6

B1l AAAAAA 306
NMtE5 eeccee
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B13
Fir das Fragment B13 ergab sich durch den Datenbankabgleich eine Ubereinstimmung von
99,8 % mit den Nukleotiden 393 hs 827 dr 827 Nukleotide langen humanen ribosomal
protein L7 (RPL7) mRNA (Hemmerich et a., 1993 Datenbanknummer NM000971).

B13 CTTCGATTAA CATGCTGAGG ATTGTAGAGC CATATATTGC ATGGGGGTAC 50
RPL7 CTTCGATTAA CATGCTGAGG ATTGTAGAGC CATATATTGC ATGGGGGTAC 442

B13 CCCAATCTGA AGTCAGTAAA TGAACTAATC TACAAGCGTG GTTATGGCAA 100
RPL7 CCCAATCTGA AGTCAGTAAA TGAACTAATC TACAAGE GTTATGGCAA 492

B13 AATCAATAAG AAGCGAATTG CTTTGACAGA TAACGCTTTG ATTGCTCGAT 150
RPL7 AATCAATAAG AAGCGAATTGTTTGACAGA TAACGCTTTG ATTGCTCGAT 542

B13 CTCTTGGTAA ATACGGCATC ATCTGCATGG AGGATTTGAT TCATGAGATC 200
RPL7 CTCTTGGTAA ATACGGCATC ATCTGCATGG AGGATTTGAT TCATGAGATC 592

B13 TATACTGTTG GAAAACGCTT CAAAGAGGCA AATAACTTCC CTGTGGCCCT 250
RPL7 TATACTGTTG GAAAACGCTT CAAAGAGGCA AATAACTTCC CTGTGGCCCT 642

B13 TCAAATTGTC TTCTCCACGA GGTGGAATGA AGAAAAAGAC CACCCATTTT 300
RPL7 TCAAATTGTC TTCTCCACGA GGTGGAATGA AGAAAAAGAC CACCCATTTT 692

B13 GTAGAAGGTG GAGATGCTGG CAACAGGGAG GACCAGATCA ACAGGCTTAT 350
RPL7 GTAGAAGGTG GAGATGCTGG CAACAGGGAG GACCAGATCA ACAGGCTTAT 742

B13 TAGAAGAATG AACTAAGGTG TCTACCATGA TTATTTTTCT AAGCTGGTTG 400
RPL7 TAGAAGAATG AACTAAGGTG TCTACCATGA TTATTTTTCT AAGCTGGTTG 792

B13 GTTAATAAAC AGTACCTGCT CTCAAATTGA AATAAAAAAA AA 442
RPL7 GTTAATAAAC AGTACCTGCT CTCAAATTGA AfAeseee oo 827



8. Anhang Seite-124

B14
Ein Vergleich der Sequenz von Fragment B14 mit den Datenbanken ergab keine ausreichend
Ubereinstimmung mit einer bereits bekannten mRNA. Es konnte éer eine Ubereinstimmung
von 99 % mit den Nukleotiden 157.812 bs 158156 des 196848 Ip langen BAC-Klons
RP11-449G16 (Sulston und Waterston, 1998 Datenbanknummer ACO007684 festgestellt

werden. Dieser Klon beinhaltet einen Abschnitt des humanen Chromosoms 2.

B14 TAACGAGGCT GAAGTTCTAT TTATGGGAAA ATAAACAGTT GGCATTTGAA 50
RP11/449G16 TAACGAGGCT GAAGTTAT TTATGGGAAA ATAAACAGTT GGCATTTGAA 157861

B14 CAAGCATTTA TTTATGGTGC AGTCAGTTTG TGCCAGGAAC AATGCTAGAC 100
RP11/449G16 CA AGCATTTATTTATGGTGC AGTCAGTTTG TGCCAGGAAC AATGCTAGAC 157911

B14 CGTAGGCTGT AAGGAAAGAA GATAGATTTG ATTATTTCCC ATTGTTTAAG 150
RP11/449G16 CGTAGGCTGT AAGGAAAGAA GATAGATTTG ATTATTTCCC ATTGTTTAAG 157961

B14 GAGCTCGCTT TTACAAACAT GTAAATAGAT TAAAATGCAG TGTAAGTGCT 200
RP11/449G16 GAGCTCGCTT TTACAAACAT GTAAATAGAT TAAAATGCAG TGTAAGTGCT 158011

301 AGAGCAGCTC TGTGTGTTAA ATGCTATGGA AACTTAGAGA AAGCTGCAGA 250
RP11/449G16 AGAGCAGCTC TGTGTGTTAA ATGCTATGGA AACTTAGAGA AAGCTGCAGA 158061

351 TAATTTTCCC TGGCAATCTT GGAAGGCGGC TGCTCCAAGG TAGCTTTTGT 300
RP11/449G16 TAATTTTCCC TGGCAATCTT GGAAGGCGGC TGCTCCAAGECTTTTGT158111

401 GTTAAGCCCT GATCATGAAT CTGAGAATAT CTTGTAAAAA AAAAA 345
RP11/449G16 GTTAAGCCCT GATCATGAAT CTGAGAATAT CTTGTAAARBRAAA 158156

B15
Das Fragment B15 zegt keine Homologie a1 bekannten Sequenzen. Angegeben ist daher nur

die ermittdte Sqlerz.

B15 GATGTATTTC TAGTTTGGAC CATGAAGCCA GAATGGAGGG CACAGAACTT 50
B15 GTGAAAATTC ATTAAAGATG AACAGTCTGG GAAAGGCATG TAAAAGAATC 100
B15 TGAGTTTATT TAGGAAGAAG CTAAGGATGG CATCGTAATT GTTTTTAAAT 150

B15 TCTTACATTA AAAAAATATT GTATTTTGTG TAAAAAAAAA 190
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B16
Ein Datenbankvergleich der Sequenz von Fragment B16 zeigte éne Ubereinstimmung von
100 % mit den Nukleotiden 2.531 hs 2.826 dr 2.826 Nukleotide langen humanen ATP-
binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 2 (ABCB2) mRNA (Datenbanknummer
XM004227%.

B16 GTAGGAGCT GCCTCCAGGA TGAGTTACTT GAAATTTGCC TTGAGTGTGT 50
ABCB2 GTAGGCAGCT GCCTCCAGGA TGAGTTACTT GAAATTTGCC TTGAGTGTGT 2580

B16 TACCTCCTTT CCAAGCTCCT CGTGATAATG CAGACTTCCT GGAGTACAAA 100
ABCB2 TACCTCCTTT CCAAGCTCCT CGTGATAATG CAGACTTCCT GGAGTACAAA 2630

B16 CCCAGGATTT GTAATTCCTT ACTGTAACGG AGTTTAGAGC CAGGGCTGAT 150
ABCB2 CACAGGATTT GTAATTCCTT ACTGTAACGG AGTTTAGAGC CAGGGCTGAT 2680

B16 GCTTTGGTGT GGCCAGCACT CTGAAACTGA GAAATGTTCA GAATGTACGG 200
ABCB2 GCTTTGGTGT GGCCAGCACT CTGAAACTGA GAAATGTTCA GAATGTACGG 2730

B16 AAAGATGATC AGCTATTTTC AACATAACTG AAGGCATATG CTGGCCCATA 250
ABCB2 AAAGATGATC AGCTATTTTC AACATAACTG AAGGCATATG CTGGCCCATA 2780

B16 AACACCCTGT AGGTTCTTGA TATTTATAAT AAAATTGGTG TTTTGTAAAA 300
ABCB2 AACACCCTGT AGGTTCTTGA TATTTATAAT AAAATTGGTG TTTTGT 2826

B16 AAAAA 305
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B17
Das Fragment B17 stimmt zu 99 % mit den Nukleotiden 497 hbs 796 dr 907 Nukleotide
langen humanen PNAS-102 mRNA (Datenbankeintrag von Yu et al., 200Q keine weiteren
Referenzen; Datenbanknummer AF27579§ Uberein. Jedoch weichen 42 Nukleotide am
3'-Terminus des Fragments B17 von der Sequenz der PNS-102mRNA ab.

B17 GCATCGACTG TTTGCACAAG GGGACAAATG ATATGAAGCA ACAGCATGTC 50
PNAS-102 GCATCGACTG TTTGCACAAG GGGACAAATG ATATGAAGCA ACAGCATGTC 546

B17 ATAGAAACCT TGATTGGCAA AAAGCAACAG ATATCTCTTG CAACACAAAT 100
PNAS-102 ATAGAAACCT TGATTGGCAA AAAGCAACAG ATATCTCTTG CAACACAAAT 596

B17 GGTTAGAATG ATTTTGAAGA TTGATGACAT TCGTAAGCCT GGAGAATCTG 150
PNAS-102 GGTTAGAATG ATTTTGAAGA TTGATGACAT TCGTAAGCCT GGAGAATCBE6

B17 AAGAATGAAG ACATTGAGAA AACTATGTAG CAAGATCCAC TTCTGTGATT 200
PNAS-102 AAGAATGAAG ACATTGAGAA AACTATGTAG CAAGATCCAC TTCTGTGATT 696

B17 AAGTAAATGG ATGTCTCGTG ATGCGTCTAC AGTTATTTAT TGTTACATCC 250
PNAS-102 AAGTAAATGG ATGTCTCGTG ATGCGTCTAC AGTTATTTAT TGTTACATCC 746

B17 TTTTCCAGAC ACTGTAGATG CTATAATAAA AATAGCCTGT TTGGTACCC- 299
PNAS-102 TTTTCCAGAC ACTGTAGATG CTATAATAAA AATAGC-TGT TTGATEA 795

301 TCTATAATAA AAATAGCCTG TTTGGTACCC ATTAAAAAAA AAA 342
PNAS-102 T oo 796

B18
Das Fragment B18 zegt keine Homologie a1 bekannten Sequenzen. Angegeben ist daher nur

die ermittdte Sqlerz.

B18 AGTGAGTTAA CTTTCACTCA TAATAGAAAT AGCTAGAGGT TGGATTATTT 50
B18 CAAAAAGCCA GTCAGTGTTT TTAGAGCTTC TGATTCTCAC AAGAACAGAT 100
B18 GAAAAAATGC ACGTATCAGT TATAGAGAAG ACTTTCCATT TGAGACTCTC 150
B18 AGAAAAGGTG TGGGTGGTTA CTGTGTTTGT TTGACATTGC ATCCTTTAAT 200
B18 GAGCTTGTTT AGTACGAGAG GAAGTGGAAC TTTACCTTGG GCCTCTCTGA 250

B18 AGCCCAGATT CCTCCCAATA ATAAAAAAAA AA 282
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B19
Der Vergleich des Fragments B19 mit den Datenbanken ergab eine Ubereinstimmung von
100% mit den Nukleotiden 908 bs 1.167 einer 1.442 Nukleotide langen mRNA. Diese wird
nach ihrem cDNA-Klon als FLJ20934fis, Klon ADSE01518 lezeichnet (Datenbankeintrag
von Kawakami et al., 2000 keine weiteren Referenzen; Datenbanknummer AK024587.

B19 TCTCAACGCA TAGATAAATT TAGGGGAATT GGATGTATTATTCAACTTTG 50
ADSE01518 TCTCAACGCAITAGATAAATT TAGGGGAATT GGATGTATTATTCAACTTTG 957

B19 ATTTGGGTTG TAAAATGTGT TAAATCCTGT TCATTGAACT CCCATCAACT 100
ADSEOQ01518 AT TTGGGTTG TAAAATGTGT TAAATCCTGT TCATTGAACT CCCATCAACT 1007

B19 CTTATAAAAT TCATGCTGAT CTTCATTACC GTTGCATGAT TGGAAATGTT 150
ADSEO01518 CT TATAAAAT TCATGCTGAT CTTCATTACC GTTGCATGAT TGGAAATGTT 1057

B19 TAAAACATTG TACAGTTTTA GTATAGAGAA ATGTAATGGT TTTTGTGACC 200
ADSE01518 TGAAACATTG TACAGTTTTA GTATAGAGAA ATGTAATGGT TTTTGTGACC 1107

B19 AGTTTCTGTC TGCATGTAAT TTGGATTTCT CAAATACATT CATTAGTAAT 250
ADSEO01518 AG TTTCTGTC TGCATGTAAT TTGGATTTCT CAAATACATT CATTAGTAAT 1157

B19 TTATCAGTAA AAAAAAA 267
ADSEO01518 TT ATCAGTAAeseeses 1167

B20
Ein Vergleich der Sequenz von Fragment B20 mit den Datenbanken ergab keine ausreichend
Ubereinstimmung mit einer bereits bekannten mRNA. Es konnte éer eine Ubereinstimmung
von 99,6 % mit den Nukleotiden 99.785 hbs 100049 ds 126586 bp langen Klon RP4-
806M 20 (Datenbankeintrag von Lloyd, 2001, keine weiteren Referenzen; Datenbanknummer
AL132655 festgestellt werden. Dieser Klon beinhaltet einen Abschnitt des humanen
Chromosoms 20.

B20 TTTTTTTTTA TATGTGGCTC CTCACATGCC TGAAACCAAA TCTGCCATTT 50
RP4-806M20 TTT CTTTTTA TATGTGGCTC CTCACATGCC TGAAACCAAA TCTGCCATTT 99834

B20 GGAAAACCGG AAAGGCTTCT CTTGCTCCTC TTCCCTCCCT CCTCAGTGAA 100
RP4-806M20 GGAAAACCGG AAAGTTCT CTTGCTCCTC TTCCCTCCCT CCTCAGTGAA 99884

B20 GAGCAGGGAG AGAAGTGACG GCTGCTTCCT GAGGGAACTT CTAGACCAGT 150
RP4-806M20 G AGCAGGGAG AGAAGTGACG GCTGCTTCCT GAGGGAACTT CTAGACCAGT 99934

B20 AAAGGGAAGG ACTCCCAATT TATGATGACT TTTAGCCCGA AACAATGGAT 200
RP4-806M20 AAAGGGAAGG ACTCCCAATT TATGATGACT TTTAGCCCGA AACAATGGAT 99984

B20 GGGAAGAGGG GGTCCAGAAG TAATCACCAG CCTCCAGTGC ATTCTCATTT 250
RP4-806M20 GGGAAGGGG GGTCCAGAAG TAATCACCAG CCTCCAGTGC ATTCTCATTT 100034

B20 CTGACGTTGAG AAGC 264
RP4-806M20 CTGACGTTGAG AGGC 100049
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B21
Das Fragment B21 weist eine grol3e Homologie aur 556 Nukleotide langen ribosomal protein
L24 (RPL24) mRNA (Johnson, 1993 Datenbanknummer NM000986§ auf. Die Nukleotide
347 bs 552 cer RPL24 mRNA stimmen zu 995 % mit den Nukleotiden des Fragments B21
Uberein.

B21 CTCA ACGAG AACAAGCTAT CAGGGCTGCT AAGGAAGCAA AAAAGGCTAA 50
RPL24 CTCA ACGA-G AACAAGCTAT CAGGGCTGCT AAGGAAGCAA AAAAGGCTAA 395

B24 GCAAGCATCT AAAAAGACTG CAATGGCTGC TGCTAAGGCA CCTACAAAGG 100
RPL24 GCAAGCATCT AAAAAGACTG CAATGGCTGC TGCTAAGGCA CCTACAAAGG 445

B24 CAGCACCTAA GCAAAAGATT GTGAAGCCTG TGAAAGTTTC AGCTCCCCGA 150
RPL24 CAGCACCTAA GCAAAAGATT GTGAAGCCTG TGAAAGTTTC AGCTCCCCGA 495

B24 GTTGGTGGAA AACGCTAAAC TGGCAGATTA GATTTTTAAA TAAAGATTGG 200
RPL24 GTTGGTGGAA AACGCTAAAC TGGCAGATTA GATTTTTAAA TAAAGATTGG 545

B24 ATTATAAAAA AAAA 214
RPL24 ATTAT AAsee eeee 552

B22
Der Vergleich des Fragments B22 mit den Datenbanken ergab eine Ubereinstimmung
von 97% mit den Nukleotiden 1.189 hs 1.522 der 2.060 Nukleotide langen preemRNA
splicing fador (SFRS3) mRNA (Datenbankeintrag von Liu et al., 1998 keine weiteren
Referenzen; Datenbanknummer AF1074085.

1 TGTATATGTA TACATGGCTG TTCGTGACAT TCTTTATGTG CAAATTTGTG 50
SFRS3 TG TATATGEA TACATGGCTG TTCGTGACAT T-TTTATGTG CAAATTTGTG 1237

B22 ATTTCAAAAA TGTCCTGCCA GTTTAAGGGT ACATTGGAGA GCCGAACTTT 100
SFRS3 ATTTCAAAAA TGTCCTGCCA GTTTAAGGGT ACATTSGA GCCGAACTTT 1287

B22 GAGTTACTGT GCAAGATTTT TTTTTCATGC TGTCATTTGT AATATGTTTT 150
SFRS3 GAGTTACTGT GCAAGATTTT TTTTTCATGC TGTCATTTGT AATATGTTTT 1337

B22 GTGAGAATCC TTGGGATTAA AGTTTTGGTT ACAAATTGTT CTTTAACTTG 200
SFRS3 GT GAGAATCC TTGGGATTAA AGTTTTGGTT ACAAATTGTT CTTTAACTTG 1387

B20 AAAGCCTGTT TTTCCTTGCA AACTCAAATC TGTGAGCTTG GTACCAAGTC 250
SFRS3 AA AGCCTGTT TTTCCTTGCA AACTCAAATC TGTGAGCTTG GTACCAAGTC 1437

B20 CAGGTATAAC ATTCCTATTG GAAGCCATAC TTATATTTTC TTGTAAAGTG 300
SFRS3 CA GGTATAAC ATTCCTATTG GAAGCCATAC TTATATTTTC TTGTAAAGTG 1487

B20 CTTTTGAATT AATAAAATAT TAGCATAATT GTGTAAAAAA AAA 343
SFRS3 CTTTTGAATT AATAAAATAT TAGCATAATT GTGPoee eee 1522
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B23
Das Fragment B23 zagt keine Homologie a1 bekannten Sequenzen. Angegeben ist daher nur

dieermittdte Sqlerz.

B23 AGACCAGCTA TATGTAAAAG AATAAATTAT GATTTTATTC TGAGGAGTTA 50
B23 TACTTTTAAT CCACATTTGT AGTAGGATTT ATTTAATAGA GAATAGCACA 100
B23 GCCTAGATTG TTAGACAGCA TACAATGTAT GAATGAATCA ATATAATACT 150
B23 GTGCAACTTG ATTGGTATAAATTCTGTTTC TTTTGCATAT GACCTTCATT 200
B23 TATTTAACAA CTGAAAATCT GTGGTGAATT AAAATAATTT CTTGAAACAA 250

B23 TCTTTTGGGT AAGAAATAAA ATATACGCAT TTAATTCTAT AAAAAAAAA 299
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