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1  Einleitung

1.1  Hamatopoese

Hamatopoese bezechnet den Vorgang, bel dem sch aus pluripotenten
hdmatopoetischen Stamnzdlen Uber mehrere Zwischenschritte die reifen peripheren
Blutzelen entwickeln. Die Stamnzdlen, auch ‘colony forming units* genanrt,
zachren dich dadurch aus, dass $ af der enen Seite ihren eigenen
undifferenzierten Entwicklungsdand beibehalten, auf der andere Seite &er auch
determinierte Vorlauferzdlen hilden konnen. Hieraus entwickeln sich Erythrozyten,
Thrombozyten, Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten. Lymphozyten kdnnen
in B- und T- Lymphozyten unterschieden werden, Granulozyten werden in
eosinophile, basophile und neutrophile Granulozyten unterteilt.

Die Hamatopoese ist ein sehr dynamischer Prozess der lebendanglich vonstatten
geht und sch beim Gesunden postnatal im roten Knochenmark sowie den
lymphatischen Organen abspielt. Rotes Knochenmark wird vor alem in den langen
Rohrenknochen, dem Bedkenkamm und dem Sternum vorgefunden. In der
Embryonal- und Fetalentwicklung werden zuvor jedoch wverschiedene Perioden
durchlaufen. So ist in der mesoblastischen Periode das Mesenchym des Dottersadks
und des Bauchstiels Ort der Hamatopoese, dann, nach Ende des 2. Fetamonats,
gewinnen mesenchymale Gewebe wie Leber und Milz an Bedeutung (hepatolienale
Periode). Ab dem 5. Fetamonat verlagert sich die Hamatopoese ins Knochenmark
aler Knochen (medullére Periode).

Auf Reize hin wie beispielsweise Infektionen, Blutverluste und Leuk&mien, kann die
Blutbildung jedoch wieder in extramedullére Organe wie Leber und Milz verlagert
werden.

Das Knochenmark setzt sich zusammen aus den hdmatopoetischen Stamnmzdlen und

den Stromazdlen, die fUr die Matrixbildung verantwortlich sind. Diese Matrix enthalt

"Hamatopoeti sche Stammzell en wachsen in Experimenten in Agarkultursystemen unter
Kolonienbil dung und werden deswegen auch als”colony forming units” (CFU) bezei chnet.
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das fur die Hamatopoese nétige Milieu, d.h. unter anderem Wadstumsfaktoren, wie
M-CSF, G-CSF, GM-CSF? und Interleukine wie beispielsweise I1-6 und 11-3.

Die ainehmende Ausreifung der Zellen geht einher mit der Expresson zdlli nien-
speafischer Gene und dem Verlust an Proliferationsfahigkeit. Es wird angenommen,
dass es bel der Regulation der Differenzierung vor alem auf die Interaktion der
verschiedenen Transkriptionsfaktoren ankomnt. So beschreiben Sieweke & al. 1998
im ,,Cocktailparty“-Modell, dass das Zusammenspiel der Transkriptionsfaktoren
innerhalb der Transkriptionsfaktor-Komplexe die Bindungsaffinitdten der Promotor-

und Enhancer-Elemente veréandert.

Die Wachstumsfaktoren werden als“colony stimulating factors’ (CSF) bezeichnet, dasie die
Koloniebil dung der Stamneellen stimulieren. Das Préfix gibt die Zellpopulation an, die unter dem
Einflussdes Polypeptids gebil det wird. Vgl. auch: Petrides, P.E.: Blut. 1997
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Abb. 1: Schematische Dar stellung der Hamatopoese®

1.2 Myelopoese

Das myeloische System ergibt sich in Abgrenzung zum lymphatischen System.
Myelopoese meint also die Differenzierung der verschiedenen Zellen aus einer
gemeinsamen myeloischen Stamnizdle. Hierfir bendtigte Regulationsmedanismen
wurden auf vielen Ebenen untersucht. So wurde beispielsweise herausgefunden, dass
bestimmte Poetine, Interleukine und CSFs, zur weiteren Differenzierung fihren, und
dass die verschiedenen Entwicklungsgufen und Zdllinien sich durch

3Schematische Darstell ung des hamaopoetischen Systems.
http://www.kidneycancerassociation.org/imagesMaas_Image2.gif, entnommen am 14.09.2002
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charakteristische Zelloberflachenmarker, “cluster of differentiation’, auszeichren. Es
wird angenommen, dass es zu jedem Zeitpunkt der Differenzierung bestimmte
Schlussltranskriptionsfaktoren gibt. Diese Transkriptionsfaktoren beanflusen die
Expresson entscheidender Gene. So  entstehen Wadistumsfaktoren, deren
Rezeptoren, Enzyme, Adhasionsmolekile und wiederum Transkriptionsfaktoren.
Doch die verschiedenen Transkriptionsfaktoren sind nicht nur bei Regulation der
Hamatopoese von Bedeutung, sondern spielen auch eine grol®e Rolle bel der
Entstehung von Leukamien.*

Fur die folgende Arbeit entscheidend ist vor dlem die Gabelung des
Differenzierungswegs der in Abbildung 1 as CFU-GM bezachneten Zelle. Die
weitere Differenzierung kann zu den termina differenzierten Monozyten/

Makrophagen oder zu den reutrophil en Granulozyten erfolgen.

1.3  Akute myeloische Leukamie (AML)

Die &ute myeloische Leukdmie ist eine maligne Erkrankung, welche die
h&matopoetischen Stamnezdlen und hierunter vor alem die myeloischen und
myelomonozytischen betrifft. Die leukdmischen Zellen sind klonalen Ursprungs und
zachren dsch durch eine starke Proliferation aus, wobel die Fahigkeit zur
Differenzierung teilweise oder vollig verloren gegangen ist. Als Folge davon kommt
es im Verlauf der Erkrankung meist zur Ausshwemmung undifferenzierter Blasten
ins periphere Blut, d.h. zur Uberschreitung der Knochenmark-Blut-Schranke. Die
Inzidenz dieser Erkrankung betrdgt 2-3/100000 po Jahr, mit hoherem Alter
ansteigend. Die AML wird nadh morphologischen Gesichtspunkten in  den
Ausgrichprgparaten des Blutes und des Knochenmarkes diagnostiziert, wobel auch
zytochemische  Farbungen, | mmunphéanotypisierung und zytogenetische
Untersuchungen herangezogen werden.

Ein Kriterium fur die Prognose ist die ztogenetische Untersuchung der leukémischen
Zellen. Wahrend t(8;21), inv/it (16), t(1517) eher eine gute und ein normaler

*Vgl. Tenen et al: Transkription factors, normal myeloid developement and leukemia. 1997
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Karyotyp eher eine mittlere Prognose asfweisen, ist se bel -5, 5¢, -7, 7¢ und
komplexen Anomalien unginstiger Natur.”

Die weitere Eintellung der AML erfolgt durch die Klassfikation der franzosisch-
amerikanisch-britischen (FAB)-Arbeitsgruppe, die traditionell vor alem auf
morphologischen Gesichtspunkten, aso der Differenzierung und Reifung der
pré&dominanten Zellen in Richtung von Granulozyten, Monozyten, Erythrozyten und
Makrophagen beruht, aber auch zytogenetische Merkmale mit einbezeht.

Da in dieser Arbeit Patientenproben des FAB-M2 Subtyps verwendet wurden, wird
auf diese ndher eingegangen:

AML-M2 kommt in ungeféhr 20-25% aler AML-Erkrankungen vor und gehort
somit zu den haufigsten Subtypen. Der abnorme Karyotyp t(8;21) ist mit der
AML-M2 asoziiert. Durch die Expresson dieses neu entstandenen Fusionsgens wird
das Fusionsprotein AML-ETO exprimiert. Doch in der Gruppe der AML-M2 kdnnen
auch andere Trandokationen und Mutationen vorkommen. Die von uns verwendeten
Proben enthielten nicht die Trandokation t(8;21). Pabst et a hatten diese
Patientenproben sequenziert und dominant negative C/EBPa  Mutationen

identifiziert.®

*Vgl. Hiddemann, W.: Akute myeloische Leukémie. 1998

Vgl. auch: Slovak et al: Karyotypic analysis predicts outcome of preremisson and postremisgon
therapy in AML. 2000

Bartl et al: Morphologische Diagnostik. 1996

®Vgl. Pabst et al: Dominant-negativ mutations of CEBPA, encoding CCAA T/enhance binding
protein-al pha (C/EBPa pha), in acute myeloid leukemia. 2001
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FAB-Subtyp Morphologe Zytogenetik

MO Blastér- t(3;21) (926922
undifferenziert

M1 Myeloblastér-
undifferenziert

M2 Myeloblastér- t(8;21) (922922
differenziert

M3 Promyelozytér- t(1517) (922911-12)
hypergranulér

M3 variant Promyelozytér- t(1517) (922911-12)
mikrogranul&r

M4 Myelomonozytér

M4 Eo Myelomonozytér t/inv (16) (p13922
mit Eosinophilie

M5a Monoblastar t(9;11) (p21-22,023

anderer Trandokationen (11) q(23)

M5b Promonozytér-
monozytar

M6 Erythroblastar-
myeloblastar

M7 Megakaryoblastér

Abb. 2: Einteilung der akuten myel cischen L eukamie nach der FAB-KI assfikation’

1.4  Regulation der Transkription eukaryoter Gene

Bei der Transkription eukaryoter Gene, also der Kopie von DNA in einzdstrangige
MRNA, bendtigt die DNA-abhéngige RNA-Polymerase 1l einen Initiationskomplex,
um an die Transkriptions-Startstelle, den Promotor, binden zu kdnren. Fir die

Bildung des Initiationskompexessind die Transkriptionsfaktoren veantwortli ch.

Vgl. Biichner et al: Akute myeloische Leukémie. 1993
Vgl. von Schilling et al: Fortschritteim Verstdndnis der Leukamieentstehung. 1996
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Enhancer, auch Transkriptionsaktivatoren genannt, koénnen durch ihre Anwesenheit
die Aktivitdt der Promotoren enorm verstéarken. Sie besitzen keine feste Platzierung,
kbnren aber ungeaditet ihrer réaumlichen Anordnung drekt mit dem
Initiationskomplex der RNA-Polymerase Il interagieren.

Die Regulation der Transkription ist ein komplexer Vorgang, an dem neben der
Chromatinstruktur der Transkriptionsapparat und das Wedselspiel zwischen
ubiquitédr exprimierten und linienspeafischen transkriptionellen Aktivatoren und
Repressoren beteili gt sind.?

Transkriptionsfaktoren benttigen im Allgemeinen zwei Fahigkeiten: Sie missn
speafische Zielsequenzen erkennen kénnen und nach ihrer Bindung an die DNA oder
an das positive Regulationsprotein ihre Funktion Uber die Bindung anderer Anteile
des Transkriptionsapparates ausiiben.

Fur die DNA-Bindung sind in Proteinen folgende Doméanen beschrieben: Steroid-
Rezeptor, Zink-Finger, Helix-turn-Helix, Helix-loop-Helix und Leucin-Zipper.® Die
Transkriptionsfaktoren C/EBPa und c-Jun gehoren beide aur Familie der Leucin-
Zipper.

1.5 Begriffsklarung

1.5.1 Leucin-Zipper

Leucin-Zipper bestehen aus zwel Domanen, der leucinreichen a-Helix und einer
Region mit vor alem basischen Aminosduren. Die amphipathische a-Helix ist so
aufgebaut, dass die hydrophoben Gruppen mit den Leucinen in die ane, geladene
Gruppen in die andere Richtung stehen. Die Leucine des einen Proteins shieben sich
nun zwischen die Leucine des anderen und bilden eine Art Spirale. Benachbart zur
leucinreichen Region befindet sich eine stark basische Region, die sequenzspezfisch
an die DNA binden kann. Die beiden Leucin-Zipper bilden eine y-férmige Struktur,
wobel die Leucin-Zipper den Stamm bilden und de basischen Regionen die Arme,
die an die DNA binden.

8V/gl. Huang et al: Evolution of transcriptional control from prokaryotic beginnings to eukaryotic
complexities. 1999
*Vgl. Lewin at a: GenesVII. 2000
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Im Leucin-Zipper komnt Leucin an jeder 7. Stelle vor. Im C/EBP Rotein gibt es 4,
im ¢-Jdun Protein 5 Wiederholungen. Bel den so gebildeten Dimeren handelt es sch
um ein weit verbreitetes Prinzip von Proteinen, die an speafische DNA-Sequenzen

binden.'®

Loucines on hydrophobic
faces of helices interact

Easic ragion \ _‘l:'
binds DNA \ : '...

Fa _,-'.‘ P LS

()
Subunit 1 b |

Basic region
binds DNA
I

F

N AN N

", N

CYOMD
.4 l Y Subunit 2

-
I
-

JAVYAYN

Abb. 3: Schematische Dar stellung des L eucin-Zippers'

1.5.2 C/EBPsund C/EBPa

Die CCAAT/Enhancer bindenden Proteine (C/EBPs) gehtren einer Familie von
Transkriptionsfaktoren an, die sich vor allem durch Sequenzgleichheit >90% in ihrem
hoch konservierten C-terminalen Bereich und Variabilitdt der Isoformen im N-
terminden Bereich auszachret. Die C-termindle  DNA  Bindungss und
Dimerisationsdoméne bZIP wurde in C/EBPa erstbeschrieben. Die bisher
identifizierten 1soformen C/EBPa—@ - in der Reihenfolge ihrer Entdedkung benanrt -
kénnen Homo- und Heterodimere mit Familienmitgliedern hlden. Aber auch mit

anderen Proteinen, ob mit oder ohne bZIP Motiv, kommen zahlreiche Protein-

%vgl. Ramiji et al: CCAAT Enhancer Binding Proteins: Structure, Function and Regulation. 2002
Vgl. Hurst et al: Transcription factors: bZIP proteins. 1995

YSchematische Darstell ung des Lexin-Zippers

http://www1.oup.co.uk/best.textbodks/genesV1, Fig 21.15 entnommen am 14.09.2002
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Protein- Interaktionen vor.*? Der Familie der C/EBPs werden Schliisslfunktionen in
der Kontrolle von Stoffwediselvorgangen, der zdlul&ren Proliferation und
Differenzierung zugeschrieben.

C/EBPa, das zuerst entdedte Protein dieser Familie, 18sg sich in Fettgewebe, Leber,
Darm, Lunge, Nebenniere, mononukle&en Zellen im peripheren Blut und in der
Plazenta nachweisen. Die hochsten Spiegel fand man in terminal differenzierten
Hepatozyten und Adipozyten. Nadh Transkription des sch auf Chromosom 19g131
befindenden Gens in mMRNA kdnnen sich zwei Polypeptide mit den Grélen 42 kD
und 30 KD bilden, wobel letzteres ein nedrigeres Aktivationspotential besitzt. Um die
Funktion des Genprodukts besser verstehen zu kénnen, wurden zahlreiche Versuche
an den Promotoren der Zielgene, Versuche mit Uberexpresson oder Hemmung in auf
Zellkultur basierenden Systemen und auch Versuche a Knockout-Mausen
durchgefiihrt.*®

Die C/EBPa (-/-) Knockout-Méause verstarben kurz nadch Geburt an schweren
hypoglykédmischen Stoffwedselzustdnden, die durch verminderte Expresson von
Genen der Glykogensynthese und der Glukoneogenese austande kamen. Viele Gene,
die in myeloischen Zellen exprimiert werden, enthaten in ihren Promotoren
Bindungsgelle fir C/EBPa. In Blutuntersuchungen der Knockout-Mause konnten
weder neutrophile noch eosinophile Granulozyten nadhgewiesen werden, wahrend
Monozyten, Makrophagen, Erythrozyten, Thrombozyten und Lymphozyten in
normaler Anzahl vorhanden waren. Ausgereifte neutrophile Granulozyten maden
normalerweise ungefdhr 90% der weil3en Blutzdlzahl neugeborener heterozygoter
(-/+) und Wil dtyp(+/+)-Mause aus.*

Northern-Blot-Versuche von CD34+ Zellen zegten, dassdie C/EBPa Expresson vor
dlem in myeloischen Vorlauferzdlen hoch ist und wéahrend der terminaen

Differenzierung zu Granulozyten langsam abnmmt. In ausgereiften neutrophilen

12/gl. Landschulz at d: The DNA binding domain of the rat liver nuclear protein C/EBPis bipartite.
1989

Vgl. Cao et a: Regulated expresson of threeC/EBP isoforms during adipose @mnversion of 3T3-L1
cdls. 1991

13vgl. Osspow at al: CCAAT/enhancer binding protein mRNA istranslated into multi ple proteins with
different transcription activation potentials. 1993

Vgl. Lekstrom-Himes et al: Biological role of the CCAA T/enhancer-binding protein family of
transcription factors. 1998

1%/gl. Zhang et al. Absence of G-CSFin C/EBPa knockout mice
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Granulozyten kann C/EBPa mRNA noch nadgewiesen werden, in peripheren
Monozyten jedoch richt.*®

Naddem bekannt war, dass granulozytenspezfische Gene, wie der G-CSF-Rezeptor,
die neutrophile Elastase und de Myeloperoxidase von C/EBPa reguliert werden,
wurden auch hierzu in den Knockout-Mausen Untersuchungen durchgeftihrt. Die
Expresson der G-CSF-Rezeptor-mRNA war deutlich vermindert, wohingegen die
M-CSF-Rezetor-mRNA (spezfisch fur Monozyten) und de GM-CSF-Rezeptor-
MRNA der des Wildtyps entsprachen. Diese Beobaditungen lassen vermuten, dass
das Fehlen der Granulozyten mit den verminderten G-CSF-Rezeptoren
zusammenhangen konrte. In den Kontrollversuchen mit G-CSF-Rezegtor Knockout-
Mausen wurden jedoch Granulozyten gefunden, was bedeutet, dass es neben den
G-CSF-Rezeptoren noch weitere wichtige C/EBPa Zielgene geben muss®®

Neben seinen Funktionen in der Stoffwedhselregulation und der Differenzierung wird
C/EBPa auch rmoch eine Wirkung as Tumorsuppresor zugeschrieben. In
Zellkulturen konnte durch Uberexpresson C/EBPas eine Verminderung der
Proliferation gezagt werden, in den C/EBPa Knockout-Mausen, war eine verstarkte
Proliferationsaktivitét in den Hepatozyten rachgewiesen worden.’

In letzter Zeit wurde herausgefunden, dass C/EBPa mit verschiedenen Proteinen
interagiert, die an der Kontrolle des Zellzyklus beteiligt sind. So ist beispielsweise der
durch C/EBPa vermittelte Wadstumstopp mit einer vermehrten Expresson des
Zellzyklushemmers p21 verbunden. C/EBPa kann mit den cyclin-abhéngigen
Kinasen cdk2 und cdk4 interagieren und Uber ihre Hemmung das Zellwadhstum
stoppen. AulRerdem wurden Mutationen des C/EBPa Gens in AML-Patienten mit
dem Subtyp M2 ohne Expresson des Fusionsproteins AML1-ETO beschrieben.*®

15vgl. Scott et a: A novel temporal expresson pattern of three C/EBPfamily membersin
differentiating myelomonocytic cdls. 1992

%v/gl. Radomska et al: CCAAT/Enhancer binding protein aphais a regulatory switch sufficient for
induction of granulocytic development from bipotential myeloid progenitors. 1998

/gl. Wang et al: C/EBP alpha bypasses granulocyte mlony stimulating factor signalsto rapidly
induce PU.1 gere expresson, stimulate granulocytic differentiation, and limit proliferati on in 32D cl3
myeloblasts. 1999

8ygl. Timchenko et al: CCAAT/Enhancer binding protein a regulates p21 Protein and hepatocyte
proliferation in newborn mice. 1997

Vgl. Wang et a: C/EBPa arrests cdl proliferation through dired inhibitionof cdk2 and adk4. 2001
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Abb. 4: 3D-Modell der DNA-Bindung von C/EBP Proteinen™®

1.5.3 c-Jun

Der Transkriptionsfaktor c-Jun zé&hlt zur Gruppe der Proto-Onkogene. Allgemein
handelt es sch herbel um Gene, denen besondere Bedeutung sowohl bei der
physiologischen Wadstumsregulation als auch bei unkontrollierter Proliferation in
der Tumorgenese beigemessen wird.

Wie aich C/EBPa enthédlt c-Jun als DNA-Bindungsdoméane a@nen Leucin-Zipper und

bildet Homodimere mit anderen c-Jun Proteinen oder Heterodimere beispielsweise

193D-Modell der DNA-Bindung von C/EBP-Proteinen (hier: C/EBPB). Entnommen aus Ramji et al:
CCAAT/enhancer-binding proteins: gructure, function and regulation. 2002
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mit Mitgliedern der fos-Familie. Diese Dimere werden dann as Aktivator Protein-1-
Transkriptionsfaktorkomplex (AP-1) bezeachnet.

Untersuchungen belegen, dass c-Jun/c-fos Dimere Uber eine dsarkere
Bindungsaffinitét an die AP-1 DNA-Bindungsdelle in Promotoren verfligen as c-Jun
Homodimere.?°

Mitglieder der AP-1 Familie sind an vielen zdlulé&ren Prozesen beteiligt, so z.B. an
der Proliferation, der Apoptose und der Antwort auf Stresgeize, wobei die Gene
meist bereits sehr friih auf Reizehin vermehrt exprimiert werden.

Auch in der Myelopoese spielt c-Jun eine grol¥e Rolle. In hipotenten myeloischen
Vorlauferzdlen wird im Zuge der Differenzierung zu Monozyten die cJun mRNA
hochreguliert. Durch stabile Transfektion c-Juns in myeloischen Zellli nien kann eine
tellweise Differenzierung zu Monozyten erreicht werden. Es konrte gezegt werden,
dass c-Jun ds NK (Jun N-terminal kinase) unabhéngiger Koaktivator von PU.1
fungiert. PU.1 ist ein Transkriptionsfaktor der Ets-Familie, der die Promotoraktivitét
des monozytenspezfischen M-CSF Rezeptors transaktiviert und somit die Expresson
des M-CSF Rezeptors hochreguliert.”*

Im c-Jun Promotor befindet sich eine TRE Region (TPA response dement), tber die
Phorbolester wie zB. TPA die Promotoraktivitdt hochregulieren und somit die
Differenzierung einer bipotenten myeloischen Zelle in Richtung Monozyt
beanfluseen konren. In C/EBPa Knockout-Mausen wurden hohe cJun mRNA-

Spiegel gemeseen.??

2y/gl. Sasne-Corsi et al: Dired interaction between fos and jun nuclear oncoproteins: role of the
"leucine zipper’ domain. 1988

Zy/gl. Behre @ a: Jun isa JNK-independent Coactivator of the PU.1 Transcription Factor. 1999
Vgl. Lord et a: Protooncogenes of the fog/jun family of transcription factors are positi ve regulators of
myeloid differentiation. 1993

Vgl. Sherman et a: Transcriptional and posttranscriptional regulationof c-Jun expresson during
monocytic differentiation of human myeoid leukemic cdls. 1990

2/gl. Unlap et al: Upstream regions of the ¢-Jun promoter regulate phorba ester-induced transcription
in U937 leukemic cdls. 1992
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1.6 Aufgabenstellung

Die Transkriptionsfaktoren C/EBPa und c-Jun sind unter anderem bedeutend an der
Regulation wvon Genen betelligt, die Uber die Differenzierung myeloischer
Vorléauferzdlen zu Granulozyten kew. Monozyten entscheiden.

Um bessr verstehen zu kénren, wie die Richtung der weiteren Entwicklung
festgelegt wird, soll im Folgenden das Zusammenspiel der beiden
Transkriptionsfaktoren C/EBPa und c-Jun ndher untersucht werden.
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2 Materialien und M ethoden

2.1 M aterialien

2.1.1 Reagenzien

Acrylamid- Bisaaylamid
Agar

Agarose

APS

DMEM

Ethanol

Ethidium Bromid
Fetal Bovine Serum
Geneticin-sulfat
L-Glutamin
Glycein

| sopropanol

[3— Mercaptoethanol
Methanol

Natrium Chlorid
dNTPs

PBS

Penicilli n-Streptomycin
PCR Primer

RPMI

SDS

Temed

TrisHCL

Trypsin/ EDTA
Zinksulfat

BioRad GmbH, Munchen, Deutschland
Life Technologies, Paisley, Schottland
Life Technologies, Paidey, Schottland
Fluka, Buchs, Schweiz

PANBiotedh, Aidenbad,Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Life Technologies, Paidey, Schottland
Life Technologies, Paidey, Schottland
Life Technologies, Paidey, Schottland
Life Technologies, Paidey, Schottland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, St.Louis, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland
PAN Bioted, Aidenbadh, Deutschland
Life Technologies, Paidey, Schottland
Metabion, Martinsried, Deutschland
PAN Bioted, Aidenbadh, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Biorad, Munchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

PAN Bioted, Aidenbadh, Deutschland
Sigma, St.Louis, USA



2.1.2 Reaktionskits

Biorad-Protein-Estimation Kit
Effecene

Fast Start SYBR Green | Kit
LipofedAMIN plus

Luciferase Assay Kit

Maxiprep DNA-Isolations Kit
Omniscript RT cDNA Synthese Kit
Plasmid I solations Kit
TNT-Reticulocyte-lysate-system

2.1.3 Puffer und L6sungen

Digenigen Puffer und Losungen, die nicht durch fertige Kits zur Verfligung gestellt

wurden, sind im folgenden aufgefiihrt:

TBS-Puffer (10X)

TBST-Puffer

Blotto 2,5 %

Blotto 5%

24

Biorad, Munchen, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Roche Diagnostik, Mannheim, D.
GIBCOBRL, Paidey, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland

121g Tris

176 g NaCl

16 1 dH0

auf pH 8,0 mit HCI bringen

100ml TBS Puffer
0,25 ml Tween 20
mit dH>0 bis1 | auffillen

2,5% Milchpulver gelost in TBST

5% Milchpulver gelost in TBST



Tank-Puffer

Transfer-Puffer

Stripping-Puffer

Trenngel 10 %

Sammelgel 10%

5x KCM

25

12g Tris

57,6 g Glycin

49 SDS

mit dH»0 bis 1 | auffillen

3g Tris

14,1 g Glycin

200ml Methanol

1lg SDS

mit dH»0 bis 1 | auffillen

0,7ml 2ME

2g SDS

6,25ml 1 M TrispH 6.8

mit dH»0 bis 100 ml auffillen

3,3ml Acrylamid

2,5ml 1,5M Tris(pH 8,8)
0,1ml 10% DS

0,1 ml 10% APS

4ul  TEMED

4ml dH0

0,33 ml Acrylamid
0,25ml 1 M Tris(pH 6,8)
0,2ml 10% DS

0,2ml 10% APS

2yl TEMED

2ml dH20

05M KCl
0,15M CaCl,
0,25M MgCl,
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RIPA Lyser-Puffer (Zel-Lysier-Puffer) 1% NP40
0,5% Natriumdeoxycholat
0,1% SDS
0,15M NaCl
5mM EDTA
50mM Tris, pH 8,0
1mM PMSF
10 pg/ml Chymostatin
10 pg/ml Pepstatin A
10 pg/ml Leupeptin A
10 pg/ml Aprotinin
10 pg/ml Antipain

2.1.4 Enzymeund Marker

RNasin Promega, Mannheim, Deutschland
Protein rainbow ladder Biorad, Munchen, Deutschland
Protein Marker Biorad, Munchen, Deutschland
DNA-Standard
1 kb ladder NEB, Frankfurt, Deutschland
100bp ladder NEB, Frankfurt, Deutschland

2.1.5 Plasmideund Reporterkonstrukte

c-Jun

C/EBPa

pTK
pTK(C/EBP0)2TK
pGL2

pGL3
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Reporter-Kontrukte des menschlichen c-Jun Promotors:

pc-Jdun (bp—1789bp+731)
pc-Jdun (bp-952bp+731)
pc-Jun (bp-71%p+731)
pc-Jdun (bp-345bp+731)
pc-Jdun (bp-180bp+731)
pc-Jdun (bp-63/bp+731)
pc-Jdun (bp-79bp+170)
pc-Jdun (bp-79bp+170)

PAP-1X7 luc
pAP-1
pPAP-1 mut
pRI-0
pCMV5

in pGL3
in pGL3
in pGL3
in pGL3
in pGL3
in pGL3
inpGL2
in pGL2 mutiert

2.1.6 Primer und Antikorper

c-Jun Sense
c-Jun Antisense
G6PD Sense
G6PD Antisense

5’gcatgaggaacc ga tgctg cctccaagt 3
5°geg accag tec tte ccacte gtg cacad 3
5’ccg gatcga ccactacct ggg caay 3

5’gtt ccccacgta ctg gcccag gacca3

Die ¢Jun Primer wurden von Kiaris et a tbernommen, die G6PD Primer von Emig

Bygl. Kiariset al: Inhibition of growth of human malignant glioblastomain nude miceby anatgonists
of Bombesin/gastrin-releasing peptide. 1999

Vgl. Emig et al: Acaurate and rapid analysis of residual disease in patients with CML using spedfic
fluorescent hybridization probesfor real time quartitative RT-PCR. 1999
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Primérantikorper: Anti-c-Jun (sc 45)
Anti-C/EBPa (sc 61)
Anti-B-Tubulin (sc 9104

Polyklonales anti-Kaninchen 1gG, Santa Cruz Biotedhnology

Sekundérantikdrper: Protein A, verknlpft mit Meerettichperoxidase, Amersham,

Lifescience

2.1.7 Biologische Materialien

2.1.7.1Bakterien

Escherichiacoli DH 5a

2.1.7.2 Z€llinien

2931 humane, embryonale Nierenkarzinomzdlen
Fo embryonale Karzinomzdlen der Maus
U937 humane, histiozytische Lymphomazdien
U937PC18 U937 mit zinkinduzierbarem Methall o-
U937 C/EBPa thionein-Vektor

2.1.7.3 Patientenproben

Die Patientenproben wurden freundlicherweise vom Labor fur Leukamie-Diagnostik,
Medizinische Klinik I11, Klinikum Grofthadern, Mnchen zur Verfligung gestdlit.

Es handelt sich um Proben der FAB-Klasgfikation AML-M2 ohne Translokation
t(8;21). Pabst et a sequenzierten diese Proben und beschrieben dominant negative
C/EBPa Mutationen.
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2.1.8 Kulturmedien

2.1.8.1Bakterien

LB Medium
2.1.8.2 Zdllinien
Name: Medium:
2931 DMEM (1,0 g/l Glukose)
10% FBS
1% L-Glutamin
1% Penicilli n-Streptomycin
Fo DMEM (4,5 g/l Glukose)
10% FBS
1% L-Glutamin
1%  Penicilli n-Streptomycin
U937 RPMI 1640
10% FBS
1% L-Glutamin
1% Penicilli n-Streptomycin
U937 C/EBPa zum U937 Medium werden noch
U937 PC18 8509/l G4184ds Selektionsmarker
beigefligt
Einfriermedium: 70 % Medium?*
20% FBS
10% DMSO

24 Je nach Zdlli nie: fir 2931 DMEM (1,0 g/l), fir F9 DMEM (4,5 g/l) fiir U937 RPMI 1640
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2.1.9 Sonstiges

Blotting Papier Schleicher und Schll, Stuttgart
Membran (Nitrozdlulose) Amersham, Milli pore

Pipettenspitzen Star Labs (K&K Laborbedarf), Mnchen
Re&ktionsgefalie Eppendorf, Greiner, Falcon, Minchen
Zellkulturmeterial CoStar, Cellstar, Nunc und Greiner
ECL-Filme Amersham, Braunschweig

2.2 M ethoden

2.2.1 Zdlkultur

2.2.1.1 Allgemeine Kulturbedingungen

Die Kultivierung eukaryoter Zellli nien erfolgte nach Standardmethoden. Die Zellen
wurden in Begasungsbrutschrénken bal 37 °C, 96 % relativer Feuchte und 5 % CO,
inkubiert. Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer sterilen
Arbeitsbank durchgeftihrt.

2.2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zur Lagerung wurden die Zellen in flissgem Stickstoff aufbewahrt und bei Bedarf
wieder aufgetaut. Zum Einfrieren wurden die Zellen zunddst in Suspension gebradt
und duch 5-mindtige Zentrifugation bei 1000 rpm pelletiert. Das Zellpellet wurde in
Einfriermedium zur Vermeidung von Eiskristallen resuspendiert. Die Zellsuspension
wurde in Nunc Cryovials (2 ml) gefillt und fir einige Minuten in einem Eisbad
gelagert. Schliefdlich wurden die Zellen fur 3 Tage bei —80 °C und danadh in
Lagertanks mit flussgem Stickstoff aufbewahrt. Zum Auftauen von Zellen wurden
die gefrorenen Zedllaiquots in einem 37 °C Wassrbad auf 4 °C erwdrmt. Die

Zellsuspenson wurde mit 10 ml Vollmedium vermischt. Durch 2-minttige
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Zentrifugation bei 1000 rpm wurden die Zellen pelletiert und der Uberstand
verworfen. Das Pellet wurde eneut in Vollmedium aufgenommen. Je nach Zelldichte
wurden die Zellen auf 10 oder 15 cm Kulturschalen ausgesét, so dass eine Dichte von
5x 10° bis 1,5 x 10° Zellen richt unterschritten wurde.

2.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Um die Zellzehl in den Zellkulturschalen zu bestimmen, wurden die Zellen mit
Trypsin enzymatisch von den Schalen abgelost, mit Medium verdinnt in 50 ml
Falcon-Rohrchen dberfihrt und zentrifugiert. Die neue Zellsuspension wurde
sorgfdltig gemischt und 10 pl hiervon sowie 10 pl Methylenbau auf das Zahifeld
einer Neubauer-Zahlkammer gegeben. Das Zahifeld wurde mit einem Dedkglaschen
abgededckt ausgezdilt. Die ermittelte Zellzehl wurde durch 8 dvidiert. Dieser Wert
entspricht multipliziert mit 10* der Zellzanl/ml.

2.2.2 RNA-Extraktion

Firr die RNA-Extraktion verwendeten wir den RNeasy Kit von Qiagen. 3 x 10° Zellen
wurden 5 min bei 300 gzentrifugiert, in PBS gewaschen und wieder zentrifugiert, um
sicherzugehen, dass kein Medium mehr vorhanden war. Der Uberstand wurde
sorgfdltig entfernt und das Pellet in 350 pl Puffer RLT gelost, auf die QlAshredder-
Saule gegeben, durch Zentrifugation homogenisiert und in 70%igem Ethanol gelost.
Die Probe wurde aif der RNeasy-mini Spin-Sdule aufgebradit, die RNA durch
Zentrifugation von der Membran absorbiert. Nadh Waschen und Zentrifugation mit
den Puffern RW1, RPE konnte die RNA aus der Membran mit RNase-freiem Wasser
herauszentrifugiert werden. lhre Konzentration wurde mithilfe photometrischer

Messungen bestimmt.
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2.2.3 ReverseTranskription

Durch den Einsatz von retroviralen reversen Transkriptasen ist es mdglich, aus RNA
wieder DNA, nun cDNA genanrt, zu erzeugen. Somit kann die PCR-Tednk auch
fur die RNA-Analytik angewendet werden.

Wir verwendeten gemd3 dem Omniscript® RT cDNA Synthese Kit, folgendes
Protokoll:

dNTPs 2 pl (5 mM)
RNA 1ul

RT Puffer 2ul
Oligo-dT 2l (10 uM)
RNase-Inhibitor 1ul(10V)
Omniscript rT 1l

RNA 1ul

RNasefreiesdH,O 11yl

Die reverse Transkriptase it eine RNA-abhdngige DNA-Polymerase. Die
angefertigte Losung wurde fir 90 min bei 37 °C inkubiert und dann ki —20 °C
aufbewahrt.

2.2.4 Realtime-Polymerase-K etten-Reaktion

Bel der quantitativen Redtime-PCR mit dem LightCycler™ —System (LC) wird de
Amplifikation von Sequenzen und ihre Analyse in einem Schritt durchgeftihrt. In den
PCR-Zyklen steigt, wie auch bei der qualitativen PCR, das Produkt logarithmisch an,
die Redtime-Methode bietet jedoch den Vorteil, dassdie Ausgangskonzentration der
Templet-DNA errechnet werden kann. Wir verwendeten den Start DNA SYBR Green
[-Kit (Roche Diagnostics, Mannheim) als Mastermix. SYBR Green | ist en
Huoreszenzfarbstoff, der an die frisch gebildete doppelstrangige DNA bindet und
Fuoreszenz aussendet. Diese Signale, die proportional zur DNA-Menge sind, werden

nadh Ende jeder Elongationsphase bei 530 nm gemesen, und somit kann der Anstieg
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des PCR-Produktes nach jedem Zyklus in Echtzet beobaditet werden. Dem letzten
PCR-Zyklus folgt eine Schmelzkurvenanalyse. Hierbel kann das PCR-Produkt
anhand seiner spezfischen Schmelztemperatur, die sich aus der Zusammensetzung
der Nukleotide eqgibt, erkannt und von unspezfischen Produkten, wie zB. den
Primer-Dimeren oder anderen Artefakten, unterschieden werden.

Wir quantifizierten die nadh reverser Transkription zu cDNA umgeschriebene
MRNA-Expresson des Transkriptionsfaktors c-Jun sowohl in der myeloischen
Zéelllinie U937 als auch in Patientenproben. Bei jeder Probe bestimmten wir aul3er der
c-Jun Expresson auch noch die Konzentration des ,, Housekeguing-Gens* G6PD, um
die Abweichungen wéhrend der cDNA-Synthese aiszugleichen zu koénnen. Fir das
G6PD-Plasmid erstellten wir eine Verdinnungsreihe mit den Konzentrationen
10000fg, 1000fg, und 100 gje W.

So war es maglich, die Konzentrationen des ,, Housekeegping Gens* in Bezug auf seine
Standardkurve a1 setzen, und das Zielgen zu quantifizieren, indem wir es in Relation
zum ,,Housekeeguing Gen“ (Zielgen/G6PD) setzten.

Das G6PD-Plasmid wurde uns freundlicherweise von A. Hochhaus zur Verfligung
gestellt.

Fur die znkinduzierbare C/EBPa U937-Z€llli ne verwendeten wir als Kontrolle den
leaen Metallothionein-Vektor. Die Patientenproben, ale ds AML vom FAB-Subtyp
M2 ohre Trandokation t(8;21) klassfiziert, unterteilten wir in zwei Gruppen: Proben
mit C/EBPa Mutation und Proben ohne C/EBPa Mutation

Reaktionsansatz:

Das Gesamtvolumen des einzdnen Redtionsansatzes betrug 20 pl und enthielt
folgende Reagenzien:

Mastermix von (Light Cycler Fast Start DNA Master SYBR Grean

RocheDiagnostics, Mannheim) 2ul
cDNA® 2/ 1l
MgCl, 4mM
Forward und Reverse Primer je 0,75uM

%Fiir die PCR mit cDNA der Zdlli nien (U937 Zn C/EBPu, U937 pPC18) verwendeenwir 2 i, bei
Patientenproben 1 pl. Die Konzentration war je 0,1ug/ul.
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dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) 5mM

dH,0O auf 20 pl gebradt
Programm:

Denaturierung: 95°Cfur 10min
Aktivierung der Polymerase: 95°Cfur0Os
Anheften der Primer: 64 °Cfur 10s
Extension: 72°Cfur 25s

Eswurden je 35 Zyklen durchgefiihrt.

Schmelzkurve:

Die Produkte wurden bei 95 °C denaturiert, auf 58 °C abgekihlt und dann langsam
wieder auf 95 °C erhitzt, wobel in Schritten von 0,2 °C die Fluoreszenz bestimmt
wurde. Im Anschiul?3 erfolgte @ne dektrophoretische Auftrennung  der
Re&ktionsprodukte in einem 1%igem Agarosegel mit Ethidiumbromid, um sich
nochmals der Gréle der amplifizierten Fragmente au versichern (c-Jun 400 bp, G6PD
340bp).

2.2.5 Transente Transfektion eukaryoter Zellen

Das Einfuhren von DNA in eine alkaryote Zelle wird als Transfektion bezechnet.
Bei der transienten Transfektion soll es dabei zur einer voribergehenden Expresson
eines Gens kommen. Der Quantifizierung der Genexpresson mach der Transfektion

erfolgt mit Hilfe des Luciferase-Reportergens.

2.2.5.1 Transente Transfektion adharenter Zellen mit LipofedAMIN

Am Tag vor der Transfektion wurden die Zellen mit Trypsin enzymatisch vom Boden
der Kulturflasche gelost, gezalt und in der Konzentration 2 x 10* Zellen/0,5ml
Medium je Vertiefung in 24-Lochplatten plattiert. Penstrep, FBS und Glutamin
wurden am Tag der Transfektion dem DMEM Medium nicht beigesetzt, um eine

erhohte Transfektionrate a1 erreichen. Je Vertiefung wurde maximal eine DNA
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Konzentration won 0,1 pg/ul  gewéhlt, welche sich aus der internen
Transfektionskontrolle pRI-0, dem Promoter, den Expressonsvektoren der
Transkriptionsfaktoren und dem Auffillvektor pPCMV5 zusammnensetze.

Die mit Medium verdinnte DNA wurde mit dem PLUS-Reaenz komplexiert, 15 min
bei Raumtemperatur inkubiert, mit LipofedAMIN-Reagenz vermischt und weltere
15 min bal Raumtemperatur belassen. Es bilden sich Liposome aus, die spéter durch
Fuson mit der Zelmenbran ins Zelinnere gelangen. Der DNA-PLUS
LipofedAMIN-Komplex wurde a1 den mit reinem Medium gewaschenen Zellen
gegeben, sanft vermengt und im Inkubator bei 37 °C und S%iger CO,-Séttigung flr
3 h belasen. Nad diesen 3 h wurde normales Medium (jedoch 20 % FBS)
hinzugegeben.

24 h mach der Transfektion erfolgte die Aktivitdtsbestimmung des Reportergens mit
dem Dual-L uciferase-Reporter-Assay.

2.2.5.2 Transente Transfektion geloster Zellen mit Effedene

Am Tag vor der Transfektion wurden die Zellen mit einer Konzentration wvon
1 x 10° 2 ml in je 6-Lochplatten plattiert. Das Medium enthielt weder Antibiotika,
FBS noch Glutamin. Die DNA, gleiche Konzentration wie bei adherenten Zellen,
wurde in Effedene Puffer verdinnt, 10 pl Enhancer wird zugegeben und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert, es werden weitere 15 pl Effedene-Reagenz beigemischt,
gefolgt von einer 10-mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur.

Nad 24 h folgte der Dual-L uciferase-Reporter-Assay

Bei Versuchen mit TPA wurden 100 ng nach 12 h zugegeben und nach einer
Einwirkzdt von 24-30 h geantet.

2.2.6 Dual-Luciferase™ Reporter-Assay

Der Luciferase-Assay erlaubt eine quantitative Analyse der Faktoren, welche die

Expresson eukaryoter Zellen beanflussen. Das Prinzip deses Assays beruht auf der
Messung der Photonen, die durch katalytische Oxidation des Luciferins entstehen. Es



36

finden 2 verschiedene Luciferasen Anwendung: die Firefly Luciferase (Photinus
pyralis), die ds Reporter im verwendeten Promotor vorhanden ist, und de Renilla
Luciferase (Renilla reniformis), die ds Kontrollreporter kotransfiziert wird. Der
Versuchsreporter spiegelt die Wirkung der speafischen Bedingungen im Bereich der
Genexpresson wider, die Aktivitét des kotransfizierten Kontrollreporters gellt eine
interne Kontrolle dar, durch welche die Werte normalisiert werden kdnren (pRI-0).
Der Luciferase-Assay wurde gemdl? den Benutzerinformationen der Firma Promega
durchgefihrt.

24 h nach Transfektion wurden die Zellen mit PBS gewaschen, unter Zugabe von
50 pl ,passv lysis buffer fir 30 min bei Raumtemperatur geschittelt und lysiert. Flr
die este Mesaung (Firefly Luciferase) wurden 20 ul des Lysats entnommen und 50 pl
LAR Il (Luciferase-Assay-Reagent 1l) hinzugefiigt. Fir die Mesaung der Renilla
Luciferase wurden 50 pl Stop and Glo zugegeben und vermischt. Das Verhdtnis
zwischen Firefly und Renilla Luciferase wurde vom TD20/20 Luminometer

automatisch errechnet.

2.2.7 Protenbestimmung mit dem Bio-Rad-Asay

Der Bio-Rad-Assay nach Bradford ermdglicht die Konzentrationsbestimmung von
Proteinen. Je 1 pl Probe wurde au 1 ml Bio Rad-Assay gegeben und anschlief3end
photometrisch die Absorption bei 595 nm gemessen.

Die Berechnung der Proteinkonzentration erfolgte durch Vergleich mit der

Eichgeraden, die aus BSA L 6sungen kekannter Konzentration erstellt wurde.

2.2.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteine lasen sich in einem Acryamidgel nad ihrer Moleklimasse auftrennen. Es
wurden vertikale Gelapparaturen verwendet, wobei oberhalb des Trenngels eine
Schicht niedrigprozentiges Sammelgel angebradit wurde, um die Proteine a1 einer
Front zusammenzuschieben. Nadh Erreichen des Trenngels erfolgte die Auftrennung.
Die Polymerisation wurde durch Zugabe von APS und Temed gestartet. Das frisch
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gegos®ne Trenngel wurde mit Isopropanol Uberschichtet, um eine glatte Oberflache
zu gewdhrleisten. Nadh der Polymerisation und dem Entfernen des Alkohols wurde
das Sammelgel eingegossen und ein Kamm eingebradht.

Vor der Elektrophorese denaturierten wir 100 ng Protein mit beigefigtem Loading
Puffer fir 5 min bai 95 °C und legten eine Spannung von 110 Volt fir 1 h an. Zur
Molekulargewichtsabschatzung wurde en vorgefarbter Proteinstandard (Rainbow-

Protein-Molekulargewichtsmarker) mit aufgetrenrt.

2.2.9 Wesern Blot

Diese Methode elaubt es, die in der SDS-Gel-Elektrophorese aufgetrennten Proteine
mit  spezfischen Antikdrpern madzuweisen, und ihre Konzentration in
semiquantitativer Weise zu bestimmen.

Die Proteine werden elektrophoretisch vom SDS-Gel auf eine Nitrozdlulosemembran
Uberfihrt, an welche ge fest gebunden sind. Diese Membran wird dann mit
Antikorpern inkubiert, die speafisch gegen das nadhzuweisende Protein gerichtet
sind. Die Bindung des geafischen Antikorpers wird durch einen zweiten Antikorper,
der gegen den konstanten Tell des ersten Antikorpers gerichtet ist, sichtbar gemadht.
An den zweiten Antikorper ist eine Peroxidase gekoppelt. Nad Zugabe von
Luminol/Oxidanz kann die Emisson auf einem FiIm as Schwérzung gesehen
werden.

Die Membran wurde genau auf die Grofe des Gels zureditgeschnitten, kurz in
Methanol eingetaucht und anschlief3end fir 15 min im Transfer-Puffer belasen, um
eine vollstandige Benetzung zu erreichen. Der Transfer erfolgte mit einer Blotting-
Appartur von Bio-Rad.

Das Blotting-Sandwich, bestehend aus Schwamm,  Filterpapier, Gd,
Nitrozdlulosemembran, Filterpapier und Schwamm, wurde in die Apparatur
zwischen Kathode und Anode engebradit. Unter guter Kihlung konrten im
Transfer-Puffer bei einer Spannung von 100 V fir 90 min run die Proteine auf die
Membran aufgebradit werden.

Um unspezfische Bindungen der Antikdrper zu vermindern, wurde die Membran fur

2 h ba Raumtemperatur in 5%igem Blotto blockiert. Danadch erfolgte dreimal
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5-minttiges Waschen in 2,5 % Blotto und die Inkubation mit dem ersten Antikorper
in 25 % Blotto bel 4 °C und konstanten Schuttelbewegungen Uber Nadit. Die
Konzentration des spezfischen Antikdrpers betrug 12000

Die Membran wurde nochmals dreimal in 2,5 % Blotto gewaschen und mit dem
zweiten Antikorper, der an den Fc-Teill des ersten Antikorpers bindet, fir 1 h in
2,5%igem Blotto inkubiert. Es folgte eneutes Waschen zuerst in Blotto, dann in
TBST dlein.

Die Entwicklung verlief nadh Herstelleranweisung duch Zugabe von je 1 ml der
beiden ECL und ECL+ Reaenzien. Die ezeugte Chemilumineszenz wurde durch

Exposition der Membran auf ECL-Hyperfilm dokumentiert.

2.2.10 Stripping-Verfahren

Um die gleichzatige Expresson mehrerer Proteine auf der Membran nadhweisen zu
kénren - C/EBPa, c-Jun, und auch das as interne Ladungskontrolle fungierende
B-Tubulin - musde die vorherige Antikdrperbindung wieder gelést werden. Hierflr
wurde das Stripping-Verfahren verwendet.

Die Membran wurde 40 s in Methanol, dann zweimal 5 min in dH,0 eingelegt und
anschlief3end 30min bal 60 °C unter Drehkewegungen im Stripping-Puffer belassen.
Nadh zweimaigem Waschen in TBST bei Raumtemperatur konnte wieder wie
gewohnt geblockt werden.

2.2.11 Zinkinduktion

In der zinkinduzierbaren U937 C/EBPa Zélllinie unterliegt die C/EBPa cDNA
Expresson der Kontrolle des menschlichen Metallothionein-Promotors. Dieser ist in
den Expressonsvektor pPC18 Koniert. Die Expresson C/EBPas wird durch Zugabe
von 100pM Zn** zum Kulturmedium hervorgerufen.

Am Tag vor der Induktion wurden die Zellen gezalt und in 2 x 10° Zellen/ml/200ml
in den Kulturflaschen verdinnt. Dem Medium mnuss der Selektionsmarker G418

beigefligt sein. Am nacdhsten Tag wurde Zink hinzugegeben.
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Zu den gewtinschten Zeitpunkten (0O, 4, 8, 12, 16 h) wurden nun 20 ml entnommen,
bei 100 rpm fur 5 min zentrifugiert, mit PBS gewaschen und schlief3lich mit 100 pl
RIPA-Lysat versetzt, gut mit dem Vortex-Gerd durchmischt und bei —80 °C
aufbewahrt.

2.2.12 Lyseeukaryoter Kulturzellen

Durch Zugabe von RIPA-Puffer wurden die Membranen der Zellen aufgelost und de
Proteasenaktivitat inhibiert. Somit blieben die ztosolischen Proteine aum Zeitpunkt
der Lyse ehdten und konnten zur quantitativen Analyse dem Western Blot
Verfahren zugeftihrt werden.

Das bel —80 °C gefrorene Lysat wurde auf Eis aufgetaut und dreimal alle 10 min gut
mit dem Vortex-Gerdt medanisch durchmischt und im Anschiuf3 bei 4 °C und 14000
rpom fur 30 min zentrifugiert. Als Sediment fielen die Zelltrimmer an, der Uberstand
konrte in Eppendorfgefd3e gegeben, und der Proteinkonzentrations-bestimmung

zugefuhrt werden.

2.2.13 Gewinnung von Plasmiden

2.2.13.1 Transformation

Die Transformation des Escherichia oli Stamms DH5a mit Plasmiden wurde nach
der Methode von Chang und Miller durchgefiihrt. Hierbei wurden 100 ng DNA mit
KCM auf 100 pl verdinnt, zu 100 pl auf Eis aufgetauten Bakterien gegeben. Das
Geféal’ wurde vorsichtig gemischt und zuerst 20 min auf Eis und im Anschluss 10 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 800 ul LB Broad-Medium erfolgte
eine 60-minttige Inkubation bei 37 °C unter konstanten Schiittelbewegungen. Die
Bakterien wurden bei 5000 rpm fUr 5 min herunterzentrifugiert und 900 pl des
Uberstandes abgegossen. Nadh Wiederauflosung des Pellets in den verbleibenden 100
Ml wurden die Bakterien dinn auf bereits vorbereiteten Petrischalen aufgetragen. In

den Plasmiden war as Selektionsmarker das Gen fur die Ampicilli nase enthalten.
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Somit konnten Bakterien, die das Plasmid aufgenommen und exprimiert hatten,

positiv Uber dasim Agar enthaltende Ampicilli n selektioniert werden.

2.2.13.2 Inokulation und Plasmid-Pr&paration

Nad Kultur der E. coli Uber Nadt im Inkubator wurde @ne Kolonie mit der Impfose
entnommen und in 200 pl Flissgmedium inokuliert und far 12 h ba 37 °C und
200 rpm inkubiert. Zur Préparation der Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen
verwendeten wir den QIAGEN Plasmid Maxi Kit.

Die Bakteriensuspension wurde zetrifugiert, der Uberstand abgegosen, das
Sediment im Puffer P1 gelost. Nach Zugabe des Puffers P2 wurde vorsichtig
gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. In Gegenwart des enthaltenen
Detergenzes SDS kam es zur Auflésung der Zellmembranen, RNase A degradierte
die bakterielle RNA und NaOH denaturierte Proteinbestandtell e der Bakterienzdle.
Der Puffer P3 wurde hinzugegeben und vorsichtig vermengt und auf Eis inkubiert.
Das entstehende Prazpitat aus Zelltrimmern mit daran gebundener genomischer
DNA, denaturierten Proteinen, Detergenz und Salz wurde &zentrifugiert, der
Uberstand auf eine mit QBT-Puffer aquilibrierte Qiagen-Tip-Saule gegeben. In der
Anionenaustauschersaule wurde die Plasmid-DNA absorbiert und zweimal mit dem
QC-Puffer gewaschen. Nadh Zugabe des QF-Puffers wurde die Plasmid-DNA aus der
Saule herauddst, mit Isopopropancl prazpitiert und zentrifugiert. Die entstandenen
Pellets wurden mit 70%igem Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert, anschlief3end
luftgetrocknet und im TE-Puffer gelost.

2.2.13.3 DNA- und RNA-K onzentrationsbestimmung

Die DNA- und RNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch durch die
Bestimmung der Absorption bael 260 nm. Fir doppelstrangige DNA entspricht eine
Konzentration von 50 pg/ml einer optischen Dichte von 1 nadh Durchtritt der
Strahlung duch eine 1cm dicke Quarzkivette. Fir einzdstrangige DNA und RNA
liegt die entsprechende Konzentration bei 40 pg/ml. Die Bestimmung der Absorption
bei 280 nm und de Bildung des Quotienten aus beiden Werten gibt einen
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Anhaltspunkt beziglich der Reinheit der Préparation. Eine ausreichend reine
Praparation sollte einen Quotienten A260/A280von 1,8 £ 0,2 aufweisen.

2.2.14 In-vitro Trandation

Bei der in-vitro Trandation wurde die mRNA-Nukleotid-Sequenz Uber eine isolierte
Trandationsmaschinerie in die Aminosauresequenz Ubertragen. Wir verwendeten das
TNT® Reticulo Lysate System (Promega).

Fur einen Re&tionsansatz von 50 pul wurden bendtigt:

RRR 25l
TNT Puffer 2ul
aamet 1l
aaleu 1l
RNAasin 1l
DNA 1ul
RNA-Polymerase 1l
dH;0 18l

Nad wvorschtigem Vermengen der Reaenzien wurden sie bei 30 °C fir 90 min
inkubiert. Als Negativkontrolle wurde die Re&tion auch ohne DANN durchgeftihrt.
Je nach Plasmid fanden verschiedene RNA-Polymerasen Verwendung: fir c-Jun die
Polymerase SF6, fir C/EBPa die Polymerase T7.
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3  Ergebnise

3.1  Gegensatzliche C/EBPa und c-Jun Expresson

Monozyten und Granulozyten entwickeln sich aus den gleichen Vorlauferzdlen. Es
stellt sich nun die Frage, tber welche molekularen Medhanismen entschieden wird, in
welche Richtung sich eine myeloische Zelle welter differenziert. Der M-CSF, der fur
das Wadhstum und de Differenzierung zu mononukle&en Phagozyten/Makrophagen
benétigt wird, reguliert die c-Jun Expresson.?®

C/EBPa ist gemdl? Radomska ¢ al entscheidend, um bipotente myeloische Zellen zu
Granulozyten werden zu lassen. Nadhdem bereits in nicht-myeloischen Zellen
gegensétzliche Expressonsmuster von C/EBPa und c-Jun Erwéhnung fanden, ohne
jedoch rédher untersucht zu werden, stellt sich auch in den myelomonozytischen
Zéellen die Frage nach dem Zusammenhang von C/EBPa und c-Jun.?’

Wir verwendeten run das in-vitro Model ener U937 Zelllinie, die nad
Zinkinduktion C/EBPa exprimiert. Als Kontrolle diente uns dieselbe Zelllinie mit
leaem Vektor (PC18). Vereinbar mit friheren Untersuchungen verhdt sich die c¢Jun
MRNA auch her gegensétzlich zum induzierten C/EBPa. Die stéarkste Abnahme der
c-Jun mMRNA wurde in den ersten 4 Stunden radh Inkubation mit Zink beobadtet
(Abb. 5).

Bel der Anadyse af Proteinebene mit RIPA-Zelysaten bestdtigte sich dieses
Phanomen. Mit Anstieg des C/EBPa Proteins reduzierte sich der c-Jun Spiegel. Die
starkste Abnahme fand sich auch hier in den ersten 4 h. C/EBPa nahm vor allem
zwischen Stunde 4 und 8 nadh Induktion stark zu. Als Positivkontrollen verwendeten
wir in-vitro trandatiertes C/EBPa und c-Jun Protein, als Ladungskontrolle das
Zytoskelett-Protein 3-Tubulin, das sch in alen Banden mit konstanter Schwérzung
darstellt. Zur ungefahren Bestimmung der Proteingrofée lief3en wir eine standardisierte
" rainbow ladder™ mitlaufen, daher die Markierungen 350kD (Abb. 6).

#vgl. Nakamura et al: Regulation of jun and fos gene expresson in human monocytes by the
macrophage olony-stimulating factor. 1991

27Vgl. Flodby et al: Increased hepatic cdl proliferation and lung abnormaliti esin micedeficient in
CCAAT/enhancer binding protein alpha. 1996
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Abb. 3
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Abb. 5: Gegensatzliche mRNA-Expresson von C/EBPa und c-Jun

U9370#2 uind U937EV (leger Vektor) wurden mit 100 uM Zinksulfat induziert. Die RNA wurde zu
den Zeitpunkten O, 4, 8, 12, und 24 h gewonnen. Fir die Realtime-PCR wurde d™NA aus 1ug RNA
hergestdlt. Die Primer fir c-Jun und C/EBPa waren spezifisch.
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Abb. 6
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Abb. 6: Gegensatzliche Proteinexpresdon von C/EBPa und c-Jun

Im Western Blot Verfahren wird de Expresson von c-Jun und C/EBPa aus Proteinextrakten aus
U9370#2 wund U937 EV Zdllinien zu den Zetpunkten O, 4, 8, 12 und 24 Stunden gezeigt. Die
Immundetektion wurde mit c-Jun und C/EBPua spezifischen Antikorpern durchgefiihrt. Als

Positivkontrolle wurde in-vitro trandatiertes C/EBPa (i.v.t.), as Ladungskontrolle B-Tubulin
verwendet.
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3.2 C/EBPa reguliert die c-Jun Promotoraktivitat dosisabhangig herunte

Naddem nun auf mRNA- und Proteinebene gezegt war, dass C/EBPa die ¢Jun
Expresson negativ reguliert, stellte sich die Frage, Uber welchen Medanismus dieser
Vorgang ausgelibt wird. Rangatia @ a konnten in verschiedenen Zelllinien (CV.1,
NIH3T3, 2931A, CHO und Hela) zdgen, dass be Kotransfektion des
Transkriptionsfaktors C/EBPa die ¢Jun Promotoraktivitét herunterreguliert wird. Zur
weiteren Klarung des Medhanismus untersuchten wir die Dosisabhangigkeit diese
Vorgangs in myeloischen U937 Zellen. Hierzu kotransfizierten wir zum c-Jun
Promotor C/EBPa Konzentrationen in aufsteigender Reihenfolge (von 0.02 ug bis
0,1ug). Es kann ein zunehmender Abfall der Promotoraktivitdt beobadtet werden,
wobel die Aktivitdt bel Zugabe 0,02 pg C/EBPa am stdrksten sank. Weitere
Steigerung der C/EBPa Konzentrationen his auf 1ug lassen eine langsame Séttigung
der Interaktionspartner vermuten

AlsKontrolle des Vektoreffekt diente der leere pGL 3 Vektor (Abb. 7).
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Abb. 7
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Abb. 7: C/EBPa reguliert die Aktivitat desc-Jun Promotor s konzentrationsabhéngig herunter

1 x 10 U937 Zdlen pro Loch in 6-Lochplatten wurden mit 0,55 ug des c-Jun Promoterkonstrukts
(bp-1780bp+731) oder pGL3 und ansteigendem C/EBPa Expressonsvektor und 0,05 pg pRL-0
transfiziert. Es wurde das Effedene Protokoll verwendet.
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3.3 C/EBPa blockiert die durch TPA induzierte c-Jun Promotor aktivitéat

Radomska & a konrnten zeigen, dass C/EBPa die Fahigkeit besitzt, die durch TPA
induzierte monozytische Differenzierung in myeloischen U937 Zellen zu blockieren.
Nun ist bekannt, dassTPA die c-Jun Expresson induziert.?

Uns dellte sich jetzt die Frage, ob C/EBPa die durch TPA induzierte cJun
Promotoraktivitdt und somit vermutlich auch die weitere Differenzierung zu
Monozyten Hockieren kann. Um dies zu untersuchen, wahiten wir folgenden
V ersuchsaufbaui:

Als Promotor diente uns das (bp-1780+731) c-Jun Promotor-Konstrukt, als Kontrolle
der leae Grundvektor pGL3. Die @ste Versuchsanordnung wurde nur mit C/EBPa
kotransfiziert, die awveite Versuchsanordnung wurde zusétzlich 24 h nadch der
Kotransfektion mit 100 ng TPA behandelt. Wie in Abb. 8 gezegt, wird der c-Jun
Promotor durch TPA aktiviert. C/EBPa reguliert nicht nur die c¢Jdun
Promoteraktivitét herunter, sondern bockiert auch noch den durch TPA induzierten

Anstieg der c-Jun Promotoraktivitét.

2y/gl. Lamph et al: Induction of protooncogene JUN/AP-1 by serum and TPA. 1988
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Abb. 8: C/EBPa blockiert die TPA induzierte c-Jun Promotor aktivitat
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1 x 16 U937 Zdlen pro Loch in 6-Lochplatten wurden mit 0,55 pg des c-Jun Promotor-Konstrukts
(bp-1780bp+731) oder pGL3, mit 0,4 ug Expressonsvektor C/EBPa oder leaem Vektor und 0,05 g
pRL-0 transfiziert. 12 h nach der Transfektion wurde 100 ng TPA zu den entsprechenden Zellen
gegeben, und fur weiter 24-30 h bei 37 °C inkubiert. Die schwarzen Sdulen stellen die Ergebniss der
Versuche mit TPA, die weilRen ohne TPA dar. Die Ergebnisse sind das Mittel aus drei unabhangigen

Versuchen.
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3.4  Kartographie des c-Jun Promotors zur Identifikation der Region, die fur

die C/EBPa vermittelte Herunterr egulation entscheidend ist

Bisher wurde beobadtet, dass C/EBPa die ¢Jun Promotoraktivitét herunterreguliert,
aber der Medhanismus war noch ungeklart. So wére durchaus maglich, dass C/EBPa
seine Wirkung Uber eine Bindurgsgelleim ¢c-Jun Promotor austiben wirde.

Um die Lokalisation der von C/EBPa vermittelten Wirkung genauer zu untersuchen,
wurden verschiedene 5 eJun Promotor-Deletions-Konstrukte verwendet. Die
transente Transfektion der Konstrukte wurde in F9 Zellen durchgefihrt. Wie auch
schon von Wei et a beschreiben, besitzen die verschiedenen 5° Deletionskonstrukte
unterschiedliche Transkriptionsaktivitéten, meist niedriger as die des langsten
Promotors mit bp-1780+731%° Die Aktivitét aler c-Jun Deletionskonstrukte, bis auf
die des kirzesten (bp-63/+731), wurde durch die Anwesenheit von C/EBPa
herunterreguliert. Diesem Konstrukt, im Schema mit der Nummer 6 bezachnret,
fehlen nach heutigem Wissenssand die mesten regu atorischen Regionen.

Aus den Daten, die egeben, dass das bp-180'+731 c-Jun Promotorkonstrukt noch
immer von C/EBPa herunterreguliert wird, schlief3en wir, dass die Region, die
entscheidend fur die von C/EBPa vermittelte transkriptionelle Herunterregulation ist,
sch zwischen 1p-180 wd bp-63 befinden muss Hierin sind folgende DNA-
Bindungsdellen enthalten: die proximale AP-1 , eine CTF und eine Bindungsgelle
fur Sp-1 Transkriptionsfaktoren.

In Abb.9D wird de Abfolge der Bindungsgellen fir die verschiedenen Faktoren in
der Region zwischen bp-180und Ip-63 schematisch dargestellt.

Bestétigt wurden diese Ergebnisse von Rangatia et a in der Zédllli nie 293E1A.

2V/gl. Wei et al: Transrepresson of c-Jun gene expresson by the glucocorticoid receptor requires bath

AP-1 sitesin the ¢Jun promoter. 1998
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Abb. 9
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Abb. 9: Kartographie des c-Jun Promotors und Identifikation der fir die C/EBPa vermittelte
Herunterregulation entscheidenden Region

A: Schematische Darstellung der verschiedenen c-Jun Promotor 5° Deletionskonstrukte, die fir die
transienten Transfektionen verwendet wurden.

oo
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Promotoraktivitit

C/EBPa. + + + + + + +

Konstrukt# 1 2 3 4 5 6 7
¢-Jun Promotorkonstrukte

B: 1 x 10 F9 Zdlen je Vertiefung in 24-Lochplatten wurden mit 0,25 pg der c-Jun Promotor
5" Deletionskonstrukte (bpl780+731, bp-953731, bp-716+731, bp-345+731, bp-180+731 wd
bp-63/+731) und pGL3 mit oder ohne 0,2 ug C/EBPa oder leaem Expressonsvektor und 0,05 pg
pRL-0 transfiziert.
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Luciferase-Konstrukt, zeigt die Transaktivationsfahigkeit von C/EBPa.
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D: Schematische Darstellung der c-Jun Promotorregion zwischen bp-180 wund bp-63. Diese Region
enthdlt die SR1, die CTF und die proximale AP-1 Bindungsdell e.
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3.5 C/EBPa blockiert die Autoregulation c-Junsdurch dasVerhindern der

c-Jun Bindung an dieproximale AP-1 Bindungsdelleim c-Jun Promotor

Aus den Promotorstudien ist hervorgegangen, dass fur die Herunterregulation der
c-Jun Promotoraktivitét vor alem die bp-180 bis bp-63 Region verantwortlich ist, die
die SP1, die CTF und de proximale AP-1 Bindungsdellen enthdlt. Angel et d
beschrieben die Fahigkeit c-Juns sinen eigenen Promotor durch sein Produkt
c-Jun/AP1 positiv zur reguieren.®

Auch in den transenten Transfektionen in myeloischen U937 Zellen konnte dies
gezegt werden. Zum bp-1780bp+731 c-Jun Promotor-Konstrukt wurden 0,1 pg und
0,2 pg c-Jun Expressonsvektor gegeben und es konnte an konzentrationsabhangiger
Anstieg der Promotoraktivitét beobaditet werden. Bel Zugabe des C/EBPa
Expressonsvektors verlor der Promotor, wie schon friher gezegt, dramatisch an
Aktivitdt. Doch auch die durch Autoregulation verstérkte cJun Promotoraktivitéat
wurde durch C/EBPa herunterreguliert, sowohl bei halber c-Jun Menge wie aiuch bei
gleichen C/EBPa und c-Jun Mengen (Abb. 10A).

Diese Daten lassen vermuten, dass die Transaktivierung des c-Jun Promotors durch
sein Produkt c-Jun in Anwesenheit von C/EBPa verhindert wird. Nadhdem sich das
Phdnomen im bp-1780bp+731 Promotor zegen lie, und in Versuchen
nadhgewiesen war, dass die fur die Herunterregulation entscheidende Region
zwischen bp-180 wnd bp-63 liegen muss und in diesem Bereich eine Bindungsgelle
fur die Autoregulation durch AP-1 Faktoren liegt, untersuchten wir diese proximale
AP-1 Bindungsdelle ndher. Hierzu setzten wir zwei neue Promotoren ein: das c-Jun
Promotorkonstrukt —79/+170 wnd das mutierte Konstrukt —79/+170AP-1mut, welches
nicht mehr von AP-1 Faktoren gebunden werden kann (Abb. 10B). Als
Positivkontrolle fr c-Jun diente das kinstliche pAP-1x7 luc-Konstrukt, das eine
pPAP-1 und 7 sich wiederholende AP-1 Bindungsdellen besitzt. Zur Kontrolle des
C/EBPa Expressonsvektors verwendeten wir wieder die Promotoren p(C/EBPa)2TK
und den leeen Vektor pTK (Abb. 10Cund D).

Das c-Jun Promotorkonstrukt wurde wie aich der bp-1780bp+731 Promotor
konzentrationsabhéngig duch c-Jun transaktiviert. Durch Kotransfektion mit
C/EBPa ging de Aktivitdt schlagartig verloren. In der Versuchsreihe mit dem

3\v/gl. Angd et al: Thejun proto-oncogene is positi vely autoregul ated by its product, Jun/AP-1. 1988
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mutierten AP-1 Promotor konnte keine Transaktivierung duch c-Jun erfolgen, auch
ein Vektoreffekt wurde ausgeschlossen. Somit ist nadhgewiesen, dass c-Jun unter
Zugabe von C/EBPa den c-Jun Promotor an der proximalen AP-1 Bindungstelle nicht
mehr transaktivieren kann. Dieses Ergebnis konnte auch im AP-1x7 luc Promotor
bestétigt werden.

Interessanterweise konnte an (C/EBP)2TK Promotor aufgezegt werden, dass auch
c-Jun die Transaktivierungsaktivitédt von C/EBPa erniedrigt. Bel Kotransfektion
c-Juns zu pP(C/EBPa)2TK und C/EBPa wurden abhéngig von der c-Jun

Konzentration verminderte L uciferasewerte gemesen (Abb. 10D).
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Abb. 10
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Abb. 10: C/EBPa blockiert die Autoregulationsféhigkeit c-Junsdurch das Verhindern der c-Jun
Bindung an die proximale AP-1 Bindungsgelleim c-Jun Promotor

A: Transente Transfektionen in U937 myeloischen Zellen mit dem bp-1780+731 c-Jun
Promotorkonstrukt und dem pGL 3 Vektor. Der C/EBPa Expressonsvektor wurde mit 0,2 g konstant
gehalten, der c-Jun Expressonsvektor mit den Konzentrationen 0,1 pg und 0,2 pg variiert.
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B: c-Jun Promotor-Konstrukte mit der Wildtyp AP-1 Bindungsdelle bp-79+170 und der mutierten
AP-1 Bindungsgédle bp-79+170mut sowie der Vektorkontrolle pGL2 wurden transient mit 0,2 pg

C/EBPa und ansteigendenc-Jun Konzentrationen transfiziert.
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C: Dasartifizielle AP-1 Luciferase-Konstrukt, das 7 sich wiederholende AP-1 Bindungsdel en besitzt,

wurde fur transiente Transfektionen mit c-Jun und C/EBPa in U937 myel oischen Zellen verwendet.
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D: Als Positivkontroll e fiir die Transaktivationsaktivitat C/EBPo wurde das p(C/EBPt)2TK Konstrukt
und der leee Vektor pTK unter denselben Versuchsbedingurgen verwendet wie oken.
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3.6  Bedeutung der Herunterr egulation der c-Jun Expresson durch C/EBPa

in der akuten myeloischen Leukamie

Die bisherigen Erkenntnisee wurden in verschiedenen Zelllinien auf mRNA- und
Proteinebene sowie, basierend auf Promotorstudien mit verschiedenen Vektoren, in
transenten Transfektionen gewonren. In diesem Versuch verwendeten wir Proben
von Patienten, die an der akuten myeoischen Leukamie erkrankt waren.

Pabst et al beschrieben kirzlich as erste dominant negative C/EBPa Mutationen in
AML-Patienten. Diese Mutationen wurden durch Gensequenzierung in Patienten
identifiziert, deren AML as M2 Subtyp ohne Trandokation t(8;21) klassfiziert
worden war.*! Wir untersuchten run diese Proben mit C/EBPa Mutationen, sowie ds
Referenz Patientenproben vom gleichen Subtyp, aber ohne C/EBPa Mutationen, auf
c-Jun mRNA Spiegel. Nad reverser Transkription und Redtime-PCR konnten wir
die Kopien c-Juns und des Housekeeping Gens G6PD ins Verhdtnis zueinander
setzten. Die Versuche wurden dreima durchgefihrt, Uber dem dargestellten
Mittelwert ist die mittlere Abweichung vom Mittelwert aufgetragen (Abb. 11).

Wir stellten fest, dass die Proben der AML-Patienten mit mutiertem C/EBPa einen
2,5 ma hoheren Spiegel an c-Jun mMRNA aufwiesen, as die Proben der Patienten
ohne C/EBPa Mutationen.

31y/gl. Pabst et al: Dominant-negative mutations of CEBPA, encoding CCAA T/enhancer binding
protein-al pha (C/EBPa pha), in acute myeloid leukemia. 2001
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Abb. 11

16
% 147
e 12
E,mr
.é 3
= O]
<
g 4

o

0_

C/EBPa mut. C/EBPu wt.
(n=3) (n=3)

Abb. 11: Bedeutung der Herunterregulation der c-Jun Expresson durch C/EBPa in der akuten
myeloischen L eukamie

Realtime-PCR Versuche mit Darstellung des c-Jun/G6PD mRNA-Verhaltnisses aus Patientenproben
mit AML-M2. Links wurden Proben mit C/EBPa Mutationen, rechts Proben vom C/EBPa Wil dtyp
verwendet. Die C/EBPa Mutationen waren durch Sequenzierung nachgewiesen worden. Die Saulen

geben den Mittelwert von 3 Experimenten wider. Je Gruppe wurden 3 Patienten (n=3) untersucht.
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4 Diskusson

4.1 Kontext der Forschungsarbet

Aus heutiger Sicht wird de Hamatopoese ds dynamischer Prozess verstanden, bei
dem d€ch durch das Zusammenspiel von verschiedenen  Transkriptions
faktorkomplexen und der Modulation durch extrazdluléare Signale aus der vormals
pluripotenten Stamnzdle Uber Vorlauferzdlen letztendlich die termind
differenzierten Blutzdlen hlden. Je differenzierter die Zellen sind, desto weniger
konren sie proliferieren.

In der myeloischen Zellreihe kann sich ein und deselbe Vorlauferzdle entweder in
Monozyten oder in Granulozyten differenzieren. Es gellt sich nun die Frage nad den
molekularen Medanismen, die dartber entscheiden, in welche Richtung sich die
bipotente Zelle weiterentwickelt. Den beiden Transkriptionsfaktoren C/EBPa und c-
Jun fallt hier wahrscheinlich eine wichtige Rolle zu.

C/EBPa  Knockout-Mause zegen enen seektiven Differenzierungsblock
neutrophiler Granulozyten. Es wurde gezegt, dass die Expresson von C/EBPa vor
allem wéahrend der Differenzierung zu Granulozyten hoch ist, wohingegen sie in der
Myelopoese rasch herunterreguliert wird.

Bereits die Expresson des Transkriptionsfaktors C/EBPa reicht aus, um bipotente
myeloide Vorlauferzdlen zu neutrophilen Granulozyten zu dfferenzieren. Bel
Induktion wvon C/EBPa konnte gezegt werden, dass das monozytische
Differenzierungsprogramm blockiert wird.*?

Die C/EBPa Expresson geht einher mit der Hochregulation des G-CSF Rezeotors. In
G-CSF Knockout-Mausen wurden Granulozyten nadhgewiesen, was nahe legt, dass
noch weitere durch C/EBPa regulierte Gene fur die Granulopoese von Bedeutung
sein musen. Nadh heutiger Sicht wirken C/EBPa und G-CSF Rezeptorsignale
zusammen, um granulozytische Gene wie die Myeloperoxidase und de neutrophile

Elastase zu induzieren.

32/gl. Tenen et al: Transkription factors, normal myeloid developement and leukemia. 1997
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Die ¢Jun Expresson wird tber den M-CSF reguliert, der fur das Wadhstum und de
Differenzierung zu mononukle&en Phagozyten (Makrophagen) benétigt wird.*?
AulRerdem ist bekannt, dass Induktoren der myeloischen Differenzierung, wie TPA,
Bryostatin, 1,25-Dihydroxyvitamin D3 und okadaic add de cJun Aktivitdt durch
Neusynthese und durch posttrand ationale Mechaismen steigern.®*

Bel Uberexpresson c-Juns alein kann eine Differenzierung der Zellen mit
Makrophagen-ahnlicher Morphologie beobaditet werden. Behre @ a wiesen nadh,
dass c-Jdun ads NK unabhangiger Koaktivator von PU.1 fungiert. PU.1 glt als shr
wichtiger Transkriptionsfaktor fur die Differenzierung zu Monozyten, well es die
Promotoraktivitét des monozytenspezfischen M-CSF Rezeptors transaktiviert.®
C/EBPa und c-Jun weisen ein gegensétzliches Expressonsmuster auf: hohe cJun
MRNA Spiegel wurden in reifen Makrophagen und Hepatozyten von C/EBPa
Knockout-Méausen, nicht jedoch in Wildtyp-Mausen detektiert. Die C/EBPa
Expresson in hipotenten Vorléuferzdlen ist verantwortlich fir die Differenzierung zu
Granulozyten, wahrend c-Jun die Differenzierung zu Monozyten unterstiitzt. Daraus
schlosen wir, dass C/EBPa die ¢Jun Expresson im Zuge der Differenzierung zu

Granulozyten herunterregulieren muss>®

3y gl. folgende Titd: Zhang et a: Absence of granulocyte @lony-stimulating factor signaling and
neutrophil development in CCAAT enhancer binding protein al pha-deficient mice. 1997

Wang et a: EBP alpha bypasses granulocyte wlony-stimulating factor signals to rapidly induce PU.1
gene epresson, stimulate granulocytic differentiation, and limit proliferation in 32D cl3 myeloblasts.
1999

Radomska et a: CCAAT/Enhance binding protein alphais aregulatory switch sufficient for induction
of granulocytic devel opment from bipotential myeloid progenitors. 1998

3\/gl. Bertani et a: Expresson of ¢-Jun Protooncogen in Human Myelomonocytic Cell's. 1989
Sherman et al: Transcriptional and posttranscriptional regulation of c-Jun expresson during monocytic
differentiation of human myeloid leukemic cdls. 1990

Gaynor et a: Expresson of c-Jun during macrophage differentiation of HL-60 cdls. 1991

3Vgl. Szabo et a: Constutive cJun expresson induces partial macrophage differentiation in
U937cdls. 1994

3Vgl. Rana et al: Cdl-Extracdlular matrix interactions can regulate the switch between growth and
differentiation in rat hepatocytes. Redprocal expresson of C/EBP alpha and immediate-early growth
response transcription factors. response transcription factors. 1994
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4.2 Verschiedene Ebenen der C/EBPa/c-Jun Interaktion

In den zurlckliegenden Versuchen konnte nun belegt werden, dass der
Transkriptionsfaktor C/EBPa als negativer Regulator der c-Jun Expresson und der
Transkriptionsaktivitét fungiert.

Aus den Redtime-PCR-Daten der induzierbaren U937 C/EBPa Zdlllinie geht
anschaulich hervor, dass es mit Anstieg der C/EBPa mRNA-Expresson zu einem
dgnifikanten Abfall der endogenen c-Jun mRNA Spiegel komnt. Zu desem
Ergebnis kommen auch die Untersuchungen auf Proteinebene, aufgrund der
zwischengeschalteten Trandation leicht zatversetzt. Je mehr der C/EBPa
Proteinspiegel zunimmt, desto weniger ¢-Jun Protein ist nachweisbar.

In transenten Transfektionen gelang es Rangatia & a zu zegen, dass der c-Jun
Promotor durch C/EBPa sowohl in verschiedenen Zéllinien (CV.1, NIH3T3,
29F 1A, CHO und Hela) negativ reguliert wird. Es kann aso davon ausgegangen
werden, dass es sch hierbei um ein allgemeines Phanomen und nicht um enen
zdlli nien-spezfischen Vorgang handelt. Des weiteren ergaben die Versuche, dassdie
Herunterregulation des c-Jun Promotors einer gewissen Séttigungskinetik unterliegt.
Die These starkend ist ebenfalls die Beobaditung, dass C/EBPa auch die tber TPA
induzierte Promotoraktivtat c-Juns blockt.

Die genauere Untersuchung des c-Jun Promotors mittels Deletionskonstrukten ergab,
dass die Sequenz zwischen Ip-180 wd bp-63 im Promotor fir die C/EBPa
vermittelte Herunterregulation der c-Jun Expresson verantwortlich sein muss Der
menschliche c¢Jun Promotor besitzt zwel Bindungsdellen fir AP-1 Faktoren.
Zwischen 1p-180 wnd bp-63 liegt die proximale AP-1 Bindungsdelle. Frihere
Untersuchungen zegten, dass diese proximale Bindungsdelle im c-Jun Promotor
ausreicht, um auf verschiedene Signale wie beispielsweise Phorbolester (TPA, Serum,
UV, IlI-1) reagieren zu konnen. c-Jun wird Uber sein Produkt, die AP-1 Faktoren,
autoreguliert.®’

Mithilfe aner mutierten pAP-1 Bindungsgelle konnte gesehen werden, dass C/EBPa

nicht mehr in der Lage war, die ¢Jun Promotoraktivitdt herunterzuregulieren. Es

3"\/gl. Hallahan et al: Prolonged c-Jun Expresson in irradiated ataxia telangiedasia fibroblasts. 1996
Unlap et al: Upstream regions of the c¢Jun promoter regulate phorbd ester-induced transcription in
U937 leukemic cdls. 1992

Angel et a: Thejun proto-oncogene is positi vely autoregulated by its product, Jun/AP-1. 1988
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kann davon ausgegangen werden, dass die Autoregulationskapaatét c-Juns durch
C/EBPa blockiert ist. Interessanterweise deutet das Kontrollexperiment darauf hin,
dass auch die C/EBPa Aktivitat zumindest tellweise durch c-Jun herunterreguliert
werden kann.

Es gellte sich run die Frage, ob die Transkriptionsfaktoren einander binden kénnen.
In GST-pull-down und Col P-Versuchen wiesen Rangatia & al nicht nur die Bindung
nad, sondern klarten auch den Medhanismus der Blockade auf .

C/EBPa und c-Jun verfligen beide Uber bZIP Doménen. Diese bestehen aus einer
basischen Region fur die DNA-Bindung und einer leucinreichen a-helicden Struktur,
die fur die Dimerbildung entscheidend ist. In Versuchen mit Deletionskonstrukten fir
den Leucin-Zipper und de basenreiche Region gelang es zu zegen, dass beide
Transkriptionsfaktoren miteinander Uber ihre Leucin-Zipper binden. Der Komplex
kann run nicht mehr Uber die AP-1 Bindungsdelle an die DNA binden und hieriiber
den c-Jun Promotor transaktivieren. Uber die C/EBPa/c-Jun Bindung wird somit die
Autoregulation des Promotors durch c-Jun bockiert (Abb.12).

Interessant wére e nun, weitere von c-Jun regulierte Gene a1 untersuchen, um zu
sehen, ob auch her C/EBPa Uber den gleichen Medhanismus die Expresson
blockieren kann. Weitere Interaktionspartner der Proteine, wie beispielsweise PU.1,
AML-1, p30Q C/EBPB konnten ebenso im Zusammenspied an speafischen

Promotoren von Bedeutung sein.*®

38\/gl. Erickson et a: p300Coactivates the Adipogenic Transcription Factor C/EBPa. 2001

Reddy et a: The granulocytic inducer C/EBPua inactivates the myeloid master regulator PU.1: possble
rolein lineage ommitment dedsions. 2002
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Abb. 12
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Abb. 12: Modell der Interaktion zwischen C/EBPa und c-Jun Uber ihre L eucin-Zipper-Doméanen
Die C/EBPa/c-Jun Interaktion verhindert, dass c-Jun an den proximalen AP-1 Bindungsgelle des
eigenen Promotors binden und so die ¢Jun Expresson hochregulieren kann. Die C/EBPa/c-Jun

Interaktion kénnte sowohl die monozytische Differenzierung als auch die Proliferation blockieren und
so zur Differenzierung zu Granulozyten fihren.
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4.3 Biologische Relevanz

Die bisherigen Erkenntnisee stammen wvor adlem aus Versuchen mit artifiziellen
Konstrukten und spiegeln nur bedingt die Biologie der Gesamtzdlen wider.
Welterfuhrende Experimente wie die retrovirale Transduktion sind ndher an der Zelle.
Die Vektoren werden durch die Viren ins Genom eingebradit und nicht mehr- wie bei
der Transfektion- extrachromosomal exprimiert. Rangatia & a konnten C/EBPa und
c-Jun Expressonsvektoren in Zellen transduzieren. Die ¢Jun mRNA wurde Uber
Redtime-PCR gemessen. Auch hier wurden bei der Koexpresson von C/EBPa
deutlich verminderte c-Jun mRNA Werte gemessen.

Bei Untersuchungen mit der Durchflul3zytometrie wurden Marker bestimmt, die
speafisch fur die Differenzierung zu Granulozyten sind. Die durch Transduktion mit
C/EBPa ausgepragten Oberflachenmarker waren bei Kotransduktion mit ¢c-Jun um
vidles shwader ausgepragt. Man kann daraus <hlief3en, dass die durch C/EBPa
induzierte Differenzierung duch Anwesenheit c-Juns blockiert wird. Wenn run
C/EBPa granulozytenspeafische Gene reguliert, muss die ¢Jun Expresson- und
Funktion gehemnt sain.

Es ist durchaus auch wvorstellbar, dass C/EBPa c-Jun won anderen
Interaktionspartnern abziehen konnte, um so die Funktion zu hemmen, so z.B. bel der
c-Jun Interaktion mit C/EBPB in der monozytischen Differenzierung duch TNFa.
Udeda @ a wiesen nach, dass CHOP, ein dominant negativer Regulator der C/EBP
Familie, mit c-Jun durch die Leucin-Zipper-Domane interagiert. Hierdurch wirkt
CHOP mit ¢c-Jun zusammen, um die Transkription Uber die AP-L/TRE Bindungsdelle
zu aktivieren,*®

Im Gegensatz hierzu beobadten wir, dassdie C/EBPa/c-Jun Interaktion c-Jun davon
abhdlt, an die AP-1 Bindungsgelle im c-Jun Promotor zu binden. Der C/EBPa/c-Jun
Komplex zieht c-Jun wahrscheinlich von Genen ab, die durch ¢-Jun reguliert werden.
c-Jun spielt eine wichtige Rolle ds Koaktivator des Transkriptionsfaktors PU.1 und
verstérkt auf diesem Weg de Differenzierung zu Monozyten. In Anwesenheit von
hoher C/EBPa Expresson und TPA unterlaufen U937 myeloische Zellen nicht der

3V/gl. Ubeda et al: CHOP enhancement of gene transcription by interactions with Jun/Fos AP-1
complex proteins. 1999
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Differenzierung zu Makrophagen.”® Als Erklarung fiir diese von Radomska € d
gemadite Beobadtung konnte dienen, dass C/EBPa das induzierte ¢Jun bindet. So
konnte die Rolle cJuns als Koaktivator von PU.1 verhindert werden. Aber es wére
durchaus auch mdglich, dassdie Regulation PU.1 unabhéngiger monozytischer Gene
gestort ware. So koénnte ¢Jdun nicht mehr an AP-1 Bindungsgelle binden oder aber
die Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren, die wichtig fur die
Differenzierung zu myeloischen Zellen sind, wirde nicht mehr funktionieren.

c-Jun besitzt jedoch auch die Fahigkeit, sich bei unkontrolli erter Expresson als Proto-
Onkogen zu verhalten. Die Proliferation wird verstéarkt und de leukdmischen Blasten,
die ja anem Differenzierungsblock unterliegen, hyperproliferieren. In
Zellkulturstudien wurde herausgefunden, dassdie ¢Jun induzierte Proliferation durch
C/EBPa gehemmt werden kann. Dies geht einher mit friheren Beschreilbungen von
C/EBPa als Proliferationshemmer.**

Harris et a zegten, dass C/EBPa in den Zellzyklus mit eingreift. C/EBPa kann
sowohl mit dem cyclin-abhéngigen Kinase-Inhibitor p21 as auch mit der cyclin-
abhangigen Kinase alk2 interagieren. Uber die Protein-Protein-Interaktion wvon
C/EBPa mit p21 wird de Hemmung der cdk2 vermittelt. Dies hat den Stopp des
Zellzyklus und hierdurch den Stopp des Zellwadhstums zur Folge. Versuche mit
C/EBPa Mutanten legen dar, dassdiese Wirkungsweise von C/EBPa hier nicht durch
DNA-Bindung, sondern rur durch Protein-Protein-Interaktionen zustande kommt.
C/EBPa kann aso zumindest auf zwei unterschiedliche Weisen seine Wirkung
ausiiben. Auf der einen Seite treibt C/EBPa die Differenzierung auf Promotorebene
voran, auf der anderen inhbiert es Uber Protein-Protein-Interaktionen die
Zellproliferation.*?

Ein und dasslbe Protein vereint in sich die Fahigkeiten zur Differenzierung und zur
Proliferationshemmung. Es verhdt sich auch auf dieser Ebene ds Gegenspieler

c-Juns: Tumorsuppressor versus Proto-Onkogen.

“O/gl. Radomska et al: CCAAT/Enhance binding protein alpha is a regulatory switch sufficient for
induction of granulocytic development from bipotential myeloid progenitors. 1998

*\/gl. Umek et al: CCAAT-Enhancer binding protein: A component of a diffenertiation switch. 1999
Miller et al: Separation of C/EBP apha - mediated proliferation arrest and dfferentiation pathways.
1999

“A/gl. Harris et a: CCAAT/Enhance hinding Protein o Cooperates with p21 to Inhibit Cyclin-
dependent Kinase-2 Activity and Induces Growth Arrest Independent of DNA Binding. 2001
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Die Funktion der Transkriptionsfaktoren C/EBPa und c-Jun ist wahrscheinlich
abhéngig vom Differenzierungs<hritt und vom Proteinspiegel. So kénrnte aich ¢-Jun
entweder as Koaktivator von PU.1 denen und so die Differenzierung zu
Monozyten/Makrophagen herbeifihren oder aber als Proto-Onkogen wirken und fur
Hyperproliferation verantwortlich sein. Wichtig fur die C/EBPa/c-Jun Interaktion

scheint der Expressonsgiegel beider Proteinezu sein

4.4  Bedeutungin der akuten myeloischen Leukamie

Zahlreiche Untersuchungen beschéftigen sich mit den Transkriptionsfaktoren
C/EBPa und c-Jun in der akuten myeloischen Leukéamie.

In der AML Subtyp M2 komnt es bei Trandokation t(8;21) zur Ausbildung des
Fusionsgens AML1-ETO. Es entsteht durch Neuverkntipfung eines Tells des AML1
Gens von Chromosom 21 mit fast dem gesamten ETO Gen von Chromosom 8. Pabst
et a beschrieben, dassdurch die Expresson des daraus entstehenden Fusionsproteins
AML1-ETO der Transkriptionsfaktor C/EBPa selektiv herunterreguliert und somit
die Differenzierung zu Granulozyten verhindert wird. Expresson von AML1-ETO in
U937 Zelen regulierte die C/EBPa mRNA, das Protein und de DNA-
Bindungsaktivitat herunter.*

AML Patienten mit der Trandokation t(8;21) haben signifikant erniedrigte C/EBPa
MRNA Spiegel, verglichen mit anderen Subgruppen der FAB-Klassfikation. Das
CEBPa Protein war nicht nachweisbar in t(8;21) positiver Zellen.

In einer weiteren Arbeit von Pabst et a wurden dominant negative C/EBPa
Mutationen durch Sequenzandyse in AML-Patientenproben identifiziert. Das
mutierte Protein bockiert die DNA-Bindung und de Transaktivierungskapaztét des
C/EBPa Wildtyps.**

Bel Untersuchung derselben Patientenproben mit der Redtime-PCR-Methode
beobaditeten wir hthere ¢Jun mRNA-Spiegel in den Proben mit mutiertem C/EBPa
verglichen zu den Proben ohne Mutationen. Dieses Ergebnis unterstreicht die

*3\V/gl. Pabst et al: AML1-ETO downregul ates the granul ocytic differentiation factor C/EBPalphain
t(8;21) myeloid leukemia. 2001

*N\/gl. Pabst et al: Dominant-negative mutations of CEBPA, encoding CCAA T/enhance binding
protein-al pha (C/EBPa pha), in acute myeloid leukemia. 2001



68

Bedeutung von C/EBPa bei der Kontrolle der c-Jun Expresson und
Transaktivierungsaktivitdt in der akuten myeloischen Leukdmie. Die C/EBPa
Mutationen konnten durchaus bedeutend fUr den Differenzierungsblock sein, der in
der AML gefunden wird.

Doch nicht nur die C/EBPa Expresson oder Funktion kann in der akuten
myeloischen Leuké&mien betroffen sein, neuere Untersuchungen weisen darauf hin,
dassauch c-Jun betelligt ist. So zeigten Elsds®r et a, dassdie Expresson des Proto-
Onkogens c-Jun JNK-abhéngig duch AML-ETO induziert wird.*® Es wére auch sehr
gut moglich, dass c-Jun Mutationen in Patienten mit AML vorliegen wirden. So
wurde sich die cJun Expresson und Aktivitédt der Kontrolle durch C/EBPa
entziehen. Bisher sind in der Literatur alerdings noch keine c¢Jun Mutationen
beschrieben.

*Vgl. Elsis®r et a: The fusion protein AML1-ETO in acute myeloid leukemia with translocation
t(8;21) induces c-jun protein expresson viathe proximal AP-1 site of the ¢-jun promoter in anindired,
JINK-dependent manrer. 2003
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Abb. 13

Abb. 13: Modell des Zusammenspiels zwischen C/EBPa und c-Jun in der Myelopoese

Schaubild der Myelopoese. Die bipotente myeloide Stammzell e kann sich bei Induktion durch TPA in
Monozten/Makrophagen oder bei Uberexpresson von C/EBPa in einen neutrophilen Granulozyten
differenzieren. Die TPA-Induktion fihrt zum Anstieg der Expresson und der Transkriptionsaktivitét
¢-Juns. ¢c-Jun fungiert als Koaktivator von PU.1 und verstérkt die Differenzierung. C/EBPa reguliert
die Expresson und Transkriptionsaktivitét c-Juns herunter und verhindert so die TPA-induzierte

Differenzierung. Gleichzeitig kann jedoch auch c¢c-Jun die durch C/EBPa herbeigefiihrte
Differenzierung zu Granul ozyten blockieren.
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45  Perspektiven

Die hisherigen Erkenntnise sollen dem tieferen Verstandnis der Myelopoese und der
akuten myeloischen Leukamie vor alem des Subtyps M2 dienen.

Aufschlusgeich wére es nun, weitere durch c-Jun regulierte Gene auf ihr Verhaten
bel gleichzatiger Expresson von C/EBPa zu untersuchen. Es ist sehr gut moglich,
dass auch her durch die C/EBPa/c-Jun Interaktion Uber die Leucin-Zipper-Doméne
die DNA-Bindung c-Juns und somit die Transaktivierung des Promotors und
Expresson des Proteins verhindert wird. Doch ncht nur innerhalb des
h&matopoetischen Systems bieten sich hierzu Untersuchungen an, da C/EBPa in
zahlreichen weiteren Geweben wie in Lunge, Leber, Prostata und Fettgewebe
exprimiert wird.

C/EBPa Mutationen wurden hisher nur in der akuten myeloischen Leukémie
identifiziert und konnten durchaus auch bei anderen Neoplasien auf Expressons- und
Funktionsniveau zum Differenzierungsgopp fuhren und so fur die Tumorgenese von
Bedeutung sein. AulRerdem ist auch in der akuten myeloischen Leukémie noch nicht
eindeutig gekléart inwieweit C/EBPa und c-Jun zum Differenzierungsblock beitragen.
Klinisch sehr interessant konnten zwei Aspekte werden: Die C/EBPa Expresson in
Zellen mit Trandokation t(8;21) fuhrt zur neutrophilen Differenzierung. Somit kdnnte
die Wiederherstellung der C/EBPa Expresson zu einem therapeutisches Ziel werden.
Auch c-Jun as wichtiger Regulator der Proliferation kénnte fir die Therapie
bedeutsam werden. So konnte nachgewiesen werden, dass die Behandlung von AML
Blasten mit A3D3, einem CD44 Antikorper, zur Herunterregulation der c-Jun mRNA

und Protein-Expresson fiihrt. *°

*6'Vgl. Zada et a: Downregulation of c-Jun expresson and cdl cycle regulatory moleailes in acute
myeloid leukemia cdlsupon CD44 li gation. 2003
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5  Zusammenfasang

Verschiedene Transkriptionsfaktoren spielen eine Rolle in der Entwicklung
myeloischer Zellen. c-Jun gehort zur Familie der AP-1 Transkriptionsfaktoren und ist
ein Koaktivator des Transkriptionsfaktors PU.1, der fur die Differenzierung zu
Monozyten wichtig ist. C/EBPaist ein an den CCAAT-Enhance bindender
Transkriptionsfaktor. Wird C/EBPa  exprimiert, differenzieren sich hbpotente
myeloische Zellen zu neutrophilen Granulozyten. Die durch den Induktor TPA
hervorgerufene Differenzierung zu Monozyten wird gehemmt. C/EBPa Knockout-
Mause entwickeln dementsprechend keine ausgereiften Granulozyten. Gleichzeitig
l&sd sich in der Leber dieser Méause an dramatischer Anstieg der mRNA fur ¢c-Jun
beobadhten.

Wir legen hier erste Beweise dafur vor, dass C/EBPa die Expresson von c-Jun
herunterreguliert, um so die Differenzierung zu Granulozyten voranzutreiben.

Ektoper Anstieg der C/EBPa Expresson vermindert den c-Jun mRNA Spiegel und
die Aktivitdt des menschlichen c-Jun Promotors wird herunterreguliert. C/EBPa und
c-Jun konnen Uber ihre Leucin-Zipper-Domanen interagieren. In dieser Bindung kann
c-Jun ncht mehr an die DNA binden. So wird de Fahigkeit c-Juns vermindert, den
eigenen Promotor durch die proximale AP-1 Box zu autoregulieren. Andererseits
kann durch eine Uberexpresson c-Juns die durch C/EBPa induzierte Differenzierung
zu Granulozyten gehemnt werden. Zudem konnten wir beobadten, dassin AML-M2
Patienten mit dominant negative C/EBPa Mutationen die ¢Jun Expresson hoher war
verglichen zu AML-M2 Patienten ohne dominant negativen C/EBPa Mutationen.
Somit schlagen wir ein Modell vor, in dem C/EBPa sowohl die Expresson as auch
die Transaktivationskapaaztiat von c-Jun herunterreguliert, um die Differenzierung

von myeloischen Vorlauferzdlen zu Granulozyten zu fordern.
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