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Einleitung

1 Einleitung

Die chronisch myeloische Leukamie (CML) ist eine myeloproliferative Erkrankung
die erstmals 1845 von Virchow und Benett beschrieben wurde. Sie ist auf die
klonale Expansion einer frihen hamatopoetischen Stammzelle zurtickzufihren, da
alle Reihen der Blutbildung, das heisst Zellen der Myelopoese, Megakaryopoese,
Erythropoese und der lymphatischen Reihe, betroffen sind [3].

Zytogenetisch kann bei tber 90 % der Patienten eine Chromosomenaberration
nachgewiesen werden. Charakteristischerweise kommt durch eine reziproke
Translokation der Chromosomen 9 und 22 t(9;22) ein verklrztes Chromosom 22,
das sogenannte Philadelphia-Chromosom, zustande [4]. Diese Aberration ist nur in
Zellen des hamatopoetischen Gewebes und der GeféaBendothelien nachzuweisen,
Hautfibroblasten der Patienten entsprechen einem normalen Karyotyp [5].

1.1  Epidemiologie

Das mediane Erkrankungsalter zum Zeitpunkt der Diagnose liegt bei 53 Jahren [3],
die Inzidenz steigt mit zunehmendem Alter, allerdings kénnen alle Altersgruppen
betroffen sein [6]. Die CML hat in Deutschland eine Inzidenz von 2/100000
(Statistisches Bundesamt 1997). Manner sind im Verhaltnis 3:2 haufiger betroffen
als Frauen.

1.2  Atiologie

Die Mechanismen, die zur Entstehung der Philadelphia-Translokation fihren, sind
bis heute ungeklart. Atiologisch ist kein Zusammenhang mit einer infektiésen oder
erblichen Genese bekannt.

Es gibt Hinweise, dass ionisierende Strahlung die Inzidenz der CML erhéht. So
konnte bei den Uberlebenden der Atombombenexplosion in Hiroshima und
Nagasaki eine Haufung dieser Erkrankung festgestellt werden [7].
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1.3 Stadieneinteilung
Die CML ist durch drei verschiedene Stadien charakterisiert.
1.3.1 Chronische Phase

Zum Zeitpunkt der Diagnose befinden sich die meisten Patienten in der chronischen
Phase, die therapeutisch meist gut kontrollierbar ist und sich durch eine Expansion
der Myelopoese auszeichnet. Patienten fallen durch unspezifische Symptome wie
Mudigkeit, Leistungsknick, ungewollter Gewichtsverlust und durch Organomegalie
bedingte Symptome wie Véllegefihl auf. In der kérperlichen Untersuchung findet
sich haufig eine leichte bis maBige Splenomegalie. Hamatologisch steht eine
Leukozytose mit Linksverschiebung und unreifen Vorstufen (Metamyelozyten,
Myelozyten, Promyelozyten und Blasten) im Vordergrund.

1.3.2 Akzelerationsphase

Kommt es trotz erhéhter Medikamentendosen zu einer Progression der Erkrankung
mit Verschlechterung der Allgemeinsymptome, zusatzlichen zytogenetischen
Chromosomenaberrationen oder Verschlechterung der Laborparameter spricht man
von einer Akzeleration. Haufig ist dieses Stadium der Erkrankung nicht zweifelsfrei
von den anderen Phasen abzugrenzen, und kann auch im Sinne eines direkten
Ubergangs von der chronischen Phase in die Blastenphase tbersprungen werden.

1.3.3 Blastenphase

In der Blastenphase steigt der Anteil der Blasten und Promyelozyten im peripheren
Blut auf Werte Uber 30 %. Ein Nachweis von Uber 50 % Blasten und Promyelozyten
im Knochenmark oder ein Auftreten extramedullarer leukdmischer Infiltrate
kennzeichnet ebenfalls einen Eintritt in die terminale Phase der Erkrankung, die
auch als Blastenkrise bezeichnet wird.
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1.4 BCR-ABL

Auf molekularer Ebene fuhrt die Translokation zur Bildung eines bcr-abl-Gens, das
aus der Fusion des c-Abl-Protoonkogens und des Breakpoint-Cluster-Region Gens
zustande kommt.

Das c-Abl-Protoonkogen liegt physiologischerweise auf Chromosom 9 und kodiert
fir das P145ABL-Protein, eine ubiquitar exprimierte, im Zellkern lokalisierte
Tyrosinkinase. Die Bruchstelle kann innerhalb eines 300 kb umfassenden Bereiches
liegen.

Das Bcr-Gen ist auf dem langen Arm des Chromosoms 22 lokalisiert und die
Strangbriiche treten in bestimmten ,breakpoint cluster regions® auf. Neben der am
haufigsten betroffen 5,8 kb groBen major-BCR existieren eine minor- und micro-
BCR [8].

1.4.1 Das BCR-ABL-Protein

Die beschriebene Bildung des BCR-ABL-Gens flhrt folglich nicht zur Exprimierung
des physiologischen P145-ABL-Proteins, sondern codiert fir das BCR-ABL-Protein.
Dieses Protein besitzt, abhangig vom Bruchpunkt auf dem BCR-Gen, eine GroBe
von 185-230 kDa [3], ist im Zytoplasma lokalisiert und weist eine konstitutive
Aktivierung der Abl-Tyrosinkinase auf [9]. Diese Veradnderungen in der
leukdmischen Zelle fiihren (ber verschiedene Signaltransduktionswege zu
deregulierter Proliferation, gestérter Adhasion und reduzierter Apoptose [10].

Auch wenn die genauen biologischen Mechanismen noch nicht bis ins Detail geklart
sind, gibt es Hinweise, dass BCR-ABL in wesentliche Signaltransduktionswege der
leukamischen Zelle eingreift. Zur Vereinfachung dieser komplexen Abldufe wurde
jeweils ein Beispiel herausgegriffen.

1.4.2 BCR-ABL und der Zellzyklus

Bei hamatopoetischen Vorlauferzellen, die in vitro durch Entzug von
Wachstumsfaktoren in die GO-Phase des Zellzyklus versetzt wurden, gelang es,
durch Expression von BCR-ABL den Ubergang von der G1-Phase in die S-Phase zu
induzieren. Es kam zur DNA-Synthese und zur Aktivierung der Cyclin-abhangigen
Kinasen, die fir den Verlauf der Mitose notwendig sind [11].
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1.4.3 BCR-ABL und Apoptose

Bei der Initialisierung der Apoptose kommt es durch externe Stimuli zur Aktivierung
von Signalproteinen, die die Stabilitdt der mitochondrialen Membran herabsetzen.
Daraus resultiert eine Freisetzung von Cytochrom C, das eine Reihe von Caspasen
aktiviert. Die Caspasen I6sen wiederum eine Kaskade von proteolytischen
Reaktionen und schlieBlich eine Fragmentierung der DNA aus.

Im Rahmen der CML verhindert BCR-ABL durch Phosphorylierung des
proapoptotischen Signalproteins bad dessen Aktivierung [12]. Dieser Vorgang flhrt
zu einer verminderten Freisetzung von Cytochrom C und folglich zur Unterdriickung
der Apoptose in hamatopoetischen Zellen.

1.4.4 BCR-ABL und Adhésionseigenschaften

Progenitorzellen sind Uber eine Vielzahl von Adh&sionsproteinen mit der Matrix des
Knochenmarks verbunden. Eine charakteristische Eigenschaft der CML

ist ein Ubertreten von unreifen Vorstufen der Hamatopoese in das periphere Blut.
BCR-ABL scheint in vitro zur Expression des defekten Zellahdsionsmolekils B-
Integrin  zu  fOhren, das  weitreichende  Konsequenzen  fir  die
Adhasionseigenschaften der Zellen hat. Die Vorlauferzellen I6sen sich aus den Zell-
Matrix Verbanden, gelangen undifferenziert aus dem Knochenmark in den
Blutkreislauf ~ und entziehen sich schlieBlich der  Wirkung der
Signaltransduktionswege, die physiologischerweise eine Hemmung der Proliferation
auf die Zellen austiben [13, 14].
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1.5 Therapie
1.5.1 Vorgehen
FUr das praktische Vorgehen bei Verdacht auf eine chronisch myeloische Leukamie

gab die Deutsche Gesellschaft fir Hamatologie und Onkologie im April 2006 den
folgenden Algorithmus heraus.

Erstdiagnose myeloproliferative Erkrankung, Verdacht auf CML

v

Blutbildkontrolle, Harnsaure, KM-Aspiration und Biopsie, Anforderung von
Zytogenetik und BCR-ABL PCR. Bei symptomatischen Patienten oder
Leukozytenzahl iiber 200x10%I Beginn mit Hydroxyurea unter Prophylaxe einer
Uratniere (Allopurinol, Natriumbicarbonat)

v

Diagnose einer Ph/BCR-ABL-positiven CML

v

Erganzende Untersuchungen, Bestimmung des Prognosescores zur
medikamentésen Therapie [1],Schatzung des Risikos einer allogenen
Stammzelltransplantation [2]

K p
Primére allogene Medikamentdse Therapie
Stammzelltransplantation mit Imatinib 400 mg/Tag

v

Verlaufskontrolle

/ v

Sekundéare allogene Therapieoptimierung
SZT bei geeignetem bei suboptimalem
Patienten mit Spender Ansprechen, z.B. mit

Imatinib 800 mg/Tag

v

Bei Imatinib-Resistenz: Hydroxyurea und/oder Interferon a.
Neue Tyrosinkinaseinhibitoren sind nur innerhalb von
Studien verflgbar.

10
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1.5.2 Therapieoptionen

Zur Behandlung der chronisch myeloischen Leukamie gibt es verschiedene
Therapieoptionen, die von vielen Faktoren abhangig sind. 1996 berief die American
Society of Hematology ein Expertengremium ein, um Evidenz-basiert die Wirkung
von Busulfan, Hydroxyurea, rekombinantem Interferon a und der
Knochenmarktransplantation zu analysieren [15].

Aufgrund der guten Ergebnisse von Imatinib (ST1571) existieren mittlerweile neben
diesen klassischen Therapiestrategien auch weitere Optionen in der Behandlung
der CML.

In den beiden folgenden Kapiteln 1.5.3 und 1.5.4 werden die verschiedenen
Therapieoptionen erlautert.

1.5.3 Allogene Stammzelltransplantation

Eine kurative Therapie der CML kann nur durch eine allogene
Stammzelltransplantation erzielt werden [16]. Diese ist aber nur unter bestimmten
Voraussetzungen mdglich und mit erheblichen Risiken verbunden [17].Mortalitat und
Morbiditat sind besonders auf die akute und chronische Graft-Versus-Host-
Erkrankung zurlckzufihren. Das Risiko einer Transplantation kann mit dem
Gratwohl-Score, der in Tabelle 1 dargestellt wird, abgeschatzt werden [2]. Es kann
ein Score von 0-7 erreicht werden, wobei ein Score von 0 durch das niedrigste, ein
Score von 7 durch das hdchste Risiko gekennzeichnet ist. Demnach profitieren
besonders junge Patienten, die innerhalb von 2 Jahren nach Diagnose transplantiert
werden [15].

Score 0 1 2
HLA- .
Spendertyp identischer HLA-kompatibler -
Unverwandter
Spender
Erste
Erkrankungsstadium chronische Akzelerierte Phase | Blastenkrise
Phase
Alter des Empfangers < 20 Jahre 20-40 Jahre > 40 Jahre
Mannlicher
o Empfanger/
Geschlechtskombination Alle ausser — Weiblicher -
Spender
Zeit zwischen Diagnose und
Transplantation < 12 Monate > 12 Monate -

Tabelle 1: Gratwohl-Score
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1.5.4 Medikamentése Therapie

Ziel einer medikamentdsen Therapie ist die Induktion einer hamatologischen
Remission mit Normalisierung des Blutbilds, Reduktion einer Splenomegalie und
Sistieren aller krankheitsspezifischen Symptome. Des Weiteren ist eine
zytogenetische Remission mit einer Unterdrickung des Philadelphia-positiven
Zellklons erstrebenswert. Der Therapiebeginn sollte unmittelbar an die
Diagnosesicherung angeschlossen werden, da dies fur Verlauf und Prognose der
Erkrankung entscheidend ist.

1.54.1 Hydroxyurea

Hydroxyurea ist ein Ribonukleotidreduktasehemmer, der besonders in der initialen
Behandlung und der Therapieeinleitung seinen Einsatz findet. Neben einer kurzen
Halbwertszeit eignet sich HU aufgrund des raschen Wirkungseintritts zur
Normalisierung des peripheren Bluts. Obgleich sich unter Behandlung mit HU in 90
% der Félle hamatologische Remissionen erzielen lassen, gelingen dagegen mit
dieser Therapie nur sehr selten zytogenetische Remissionen.

1.5.4.2 Interferon o

Interferon a ist befahigt, neben stabilen h&matologischen Remissionen auch
komplette zytogenetische Remissionen auszulésen, deshalb ist es einer
konventionellen Chemotherapie vorzuziehen. Das zytogenetische Ansprechen kann
durch die Kombination von Interferon mit Ara-C (Arabinosyl-Cytosin) noch verstéarkt
werden [18]. Nach Diagnosestellung ist ein rascher Beginn der Therapie
anzustreben, da besonders in der frihen chronischen Phase der Erkrankung ein
Behandlungserfolg zu erzielen ist [19, 20].

12



Einleitung

Mit Hilfe des in Tabelle 2 dargestellten neuen IFN-Scores kann fir einen Patienten
zum Zeitpunkt der Diagnose ein individuelles Risikoprofil erstellt werden. Der Score
trifft eine Aussage Uber die Prognose der Erkrankung unter Interferon Therapie [1].

= (0,6666 x Alter (0, wenn Alter <50; sonst 1)

+ 0,0420 x MilzgréBe (cm unter dem Rippenbogen)

+ 0,0584 x Blasten (%)

Prognose-Score + 0,0413 x Eosinophile (%)

+ 0,2039 x Basophile (0 wenn Basophile <3%; sonst 1))
+ 1,0956 x Plattchenzahl (0 wenn <1500 x10%/: sonst 1)
x1000

Niedriges Risiko Score <780

Intermedidres Risiko | Score =780-1480

Hohes Risiko Score >1480

Tabelle 2: Neuer IFN-Prognose-Score

1.54.3 Imatinib

Mit dem wachsenden Verstédndnis der Molekularbiologie wurde die zentrale Rolle
der BCR-ABL-Tyrosinkinase erkannt. Eine Blockade dieser Kinase wurde Ziel vieler
Forschungsbestrebungen und fihrte  schlieBlich  zur  Entwicklung  der
Tyrosinkinaseinhibitoren mit dem wichtigsten Vertreter, dem selektiven
Tyrosinkinaseinhibitor STI571 (Imatinib).

Neben einer hemmenden Wirkung auf den PDGF-Rezeptor und den
Stammzellfaktor c-kit, der zusétzlich in Kapitel 1.5.4.4 erldutert wird, bindet das 2-
Phenylaminopyrimidinderivat  kompetitiv. an die  ATP-Bindungstellen der
Tyrosinkinase, versetzt sie in einen inaktiven Zustand und verhindert auf diesem
Wege die Phosphorylierung von Proteinen, die in Signaltransduktionwege
eingreifen, die bei der CML betroffen sind [21]. So induziert Imatinib in vitro einen
selektiven Wachstumsarrest bei BCR-ABL positiven Zellen, ohne das Wachstum
normaler Zellen zu beeinflussen [22].

Aufgrund der exzellenten klinischen Ergebnisse, einer guten Vertréaglichkeit und
tolerablen Nebenwirkungen scheint das therapeutische Potential so offensichtlich,
dass die Therapie mit 400 mg Imatinib in der chronischen Phase der CML der
klassischen Kombinationstherapie mit Interferon+Ara-C vorzuziehen ist. In einer
randomisierten internationalen Studie (IRIS) zeigte sich die Uberlegenheit des
Tyrosinkinaseinhibitors in einer verbesserten Lebensqualitdt und einem hdéheren
h&amatologischen, zytogenetischen und molekularen Ansprechen [23, 24]. Allerdings
kénnen im Hinblick auf die begrenzten Erfahrungen noch immer keine evidenz-
basierten Aussagen Uber das Uberleben der Patienten getroffen werden.

Diesen guten klinischen Ergebnissen steht eine Imatinib-Resistenz gegenuber, die
auf Mutationen der Tyrosinkinase, BCR-ABL Genamplifikationen oder auf
pharmakologische = Mechanismen  zurlckzufuhren ist [25, 26]. Der
Resistenzentwicklung ist durch eine strikie Vermeidung von Unterdosierung (nicht <
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300 mg Imatinib/Tag) vorzubeugen. Bei Therapieresistenz kann auf weitere
Tyrosinkinaseinhibitoren wie Dasatinib (BMS354825) und Nilotinib (AMN107) oder
Farnesyltransferaseinhibitoren, die in klinischen Studien bereits ihre Anwendung
finden, zurickgegriffen werden [27, 28].

Imatinib besitzt hohes therapeutisches Potential aber auch Schwéchen, die eine
Entwicklung von alternativen Therapiestrategien unerlasslich macht.

1.5.44  c-kit

Neben der selektiven Hemmung des katalytischen Zentrums der BCR-ABL-
Tyrosinkinase unterdriickt Imatinib die Kinase Aktivitdt des PDGF-Rezeptors und
des Tyrosinkinase-Rezeptors c-kit [21]. Bei c-kit handelt es sich um eine
transmembrane 145-160 kDa Rezeptor-Tyrosinkinase, die in der CD-Nomenklatur
(Cluster of Differentiation) als CD117 definiert ist. Das codierende Gen ist auf
Chromosom 4 lokalisiert [29].

Im gesunden Knochenmark exprimieren etwa 4 % aller kernhaltigen Zellen den
Rezeptor. Dabei handelt es sich um Stammzellen und frihe Vorlauferzellen. So
zeigen unter den CD34+ Vorlauferzellen des Knochenmarks etwa 70 % den c-kit
Rezeptor [30].

Auf reifen Zellen des peripheren Blutes kann der Rezeptor nicht nachgewiesen
werden. Dagegen weisen physiologischerweise Mastzellen [31], Melanozyten,
Zellen der Gametogenese und embryonale Zellen des zentralen Nervensystems
eine Expression von CD117 auf [32, 33].

Pathogenetisch wird c-kit hinsichtlich der Expression auf leukdmischen Zellen eine
Rolle in der AML zugeschrieben [34]. Erhdhte Expressionsraten finden sich
ebenfalls bei der CML in der Phase der Blastenkrise, nicht aber bei akuten
lymphatischen Leukdmien [35]. Beim kleinzelligen Bronchialkarzinom werden SCF
und CD117 coexprimiert [36], gastrointestinale Stromatumoren (GIST) treten
ebenfalls durch die Expression von CD117 in Erscheinung [37] und kénnen mit Hilfe
der Immunhistochemie bestimmt werden [38].

C-kit ist ein integrales Membranprotein und besteht aus einem extrazellularen und
einem intrazellularen Anteil.

An die extrazellulare Doméane des Rezeptors bindet der natirliche Ligand
Stammzellfaktor (SCF), der beispielsweise von Fibroblasten [39] und Stromazellen
des Knochenmarks gebildet wird [40].

SCF férdert Proliferation, Differenzierung, Adhasion und funktionelle Aktivierung in
der Hamatopoese und wirkt auf Mastzellen, Zellen der Erythropoese, multipotente
Stammzellen, Megakaryozyten und bestimmte lymphoide Vorlauferzellen [41].

Der intrazelluldre Bereich des Rezeptors beinhaltet die Tyrosinkinase. Unter

BerUcksichtigung der Wirkung von Imatinib am c-kit Rezeptor wurde eine Homologie
innerhalb der Kinasedomanen der beiden Tyrosinkinasen vermutet, die schlieBlich
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in einem Aminosaurenvergleich der Kinaseregion von BCR-ABL und der Kinase c-
kit Bestatigung fand. In der Behandlung der Gastrointestinalen Stromatumoren, die
sich von mesenchymalen Zellen des Verdauungstraktes ableiten und eine hohe
Expression von CD117 aufweisen, findet dieses Faktum bereits Anwendung. Man
bedient sich der groBen Ubereinstimmung der beiden Rezeptoren und therapiert die
Patienten erfolgreich mit Imatinib [37].

Darlber hinaus gibt es Hinweise, dass BCR-ABL die Fahigkeit besitzt, c-kit mit Hilfe
der abl-Kinase zu aktivieren. Dies konnte eine Basophilie oder den Anstieg der
unreifen myeloischen Zellen innerhalb der chronischen Phase der CML erklaren
[42].
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1.6 Zielsetzung

Bedeutend scheint im Hinblick auf neue Behandlungsoptionen ein genaueres
Verstandnis der Vorgénge im Knochenmark und im peripheren Blut der Patienten.
Ziel dieser Arbeit ist es, im Rahmen einer Proteomanalyse Knochenmark von CML
Patienten mit Knochenmark gesunder Spender zu vergleichen. Die Analyse wurde
mittels einer hochauflésenden zweidimensionalen Geleelektrophorese durchgefiihrt.
Abweichungen zwischen den Proteinmustern kénnten auf pathophysiologische
Vorgange im erkrankten Knochenmark hinweisen.

Obwohl die chronisch myeloische Leukdmie durch den bekannten Genotyp mit
Philadelphia-Translokation und dem daraus resultierenden Ph&notyp mit ihrem
stadienhaften Verlauf Modellcharakter fir onkologische Erkrankungen und
besonders die des leukdmischen Formenkreises besitzt, sind bis heute noch nicht
alle der wesentlichen Signaltransduktionswege erschlossen [43]. Im Fokus vieler
Forschungsbestrebungen liegt das Verstandnis der Vorgange in der leukdmischen
Zelle und deren Umfeld, dem Knochenmark und dem peripheren Blut. Welche
Einflisse fihren zum ungebremsten Wachstum der Zellen? Was verschafft den
Zellen die Fahigkeit zu unreifer Migration?

Vorteil der zweidimensionale Gelelektrophorese gegeniiber anderen Methoden ist,
dass sie eine Momentaufnahme des Proteinstatus der Zelle liefert. Sie spiegelt zum
einen den Aktivitdtszustand der Zelle wieder, erfasst aber auch Einflisse der
Umgebung sowie Auswirkungen einer Vorbehandlung.

In Kombination mit MALDI-TOF ist eine Identifizierung von Proteinen méglich, die
gehauft oder vermindert im erkrankten Knochenmark exprimiert werden. Spezifische
Proteine kdnnten Angriffspunkt fir neue zielgerichtete Therapien (targeted
therapies) sein und Hinweise Uber Prognose und Follow-up der Patienten geben.
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2 Material und Methoden

2.1  Einfrieren von frisch enthommenem gesunden KM
2.1.1 Chemikalien, Gerate und Zubehor

2.1.1.1 Chemikalien

10 Vol.-% ACD-A (Baxter, Maurepas, Frankreich)

Heparin (Heparin-Natrium, Braun, Melsungen)

PBS

e Einfriermedium

90 % Fétales Kalberserum (FCS), 18 ml (PAN™ Biotech, Aidenbach)
10 % DMSO, 2 ml (WAK-Chemie)

— auf Eis lagern

2.1.1.2 Gerdite und Zubehor

Beckenkammkanile (Durchmesser 2,5 mm; Ulrich, Ulm)
50 ml Tube

Beckmann Zentrifuge

Cryo 1°C Freezing Container

Die Entnahme des Knochenmarks der gesunden Spender aus dem Beckenkamm
wurde in der José Carreras Transplantationseinheit des Klinikums GroBhadern
durchgefuhrt. Mittels einer Beckenkammbiopsiekanile wurde das Knochenmark
aspiriert und im Anschluss mit 10 Vol.-% ACD-A und 1000 IE Heparin versetzt.
Danach folgte ein Filterung und ein Uberfuhren des Knochenmarks in Tubes. Nach
Erhalt des gesunden Knochenmarks wurde es 1:1 mit PBS gemischt und bei 4°C
und 1200 Umdrehungen far 10 min zentrifugiert.

Im Anschluss wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 10 ml
Einfriermedium resuspendiert und auf 1,5 ml Einfriertubes verteilt. Die Einfriertubes
wurden im + 4 °C vorgekuhlten Cryo 1°C Freezing Container platziert und dieser in -
80°C gelagert. Durch den Container wurde ein gleichméaBiges Herunterkihlen des
Knochenmarks von jeweils 1°C pro Stunde gewéhrleistet.
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2.2 Kryokonservierung des Knochenmarks der CML Patienten

Das Knochenmark wurde den sechs an chronisch myeloischer Leukamie erkrankten
Patienten in der chronischen Phase ihrer Erkrankung und unter Vorbehandlung
entnommen. Dieses sogenannte Backup wurde den Patienten abgenommen um es
im Rahmen einer allogenen Knochenmarkstransplantation bei Komplikationen oder
im Falle eines abspringenden Spenders als Ersatz zu infundieren

Das Knochenmark wurde nach Entnahme mit Hilfe von DMSO kryokonserviert und
Uber Jahre bei — 196 °C bis zu unserer Aufarbeitung gelagert.

2.2.1 Chemikalien, Gerédte und Zubehér

2.2.1.1 Chemikalien

Gelafundin 4 % (Braun)

Plasma-Lyte A (Baxter)

Humanes Serum Albumin (20 %)(Octapharma)
Cryo-Sure DMSO (WAK-Chemie)

2.2.1.2 Gerdite und Zubehor

Transferbeutel (Baxter)

Waage, Wiegebereich 1g-6000g (Genauigkeit: +/- 1g) (Kern)
SchlauchschweiBgerat Hematron Il (Baxter)
Blutbildautomat (Beckmann-Coulter ACT diff)

Cryofuge 6000i GMP (Kendro)

Plasmapresse (Fresenius)

Benjamix (Baxter)

Perfusorspritze (Nunc)

Laminar Air Flow Werkbank Klasse Il (Kendro)

Sterile Glasflaschen (Apotheke GroBhadern)

Gefrierbeutel Cryocyte (Nexell)

Einfrierkassette (Consarctic)

Einfrierautomat Planer Kryo 10 Serie Il (Messer-Griesheim)

Nach Entnahme des Knochenmarks wurde =zunachst eine Zellzdhlung und
Vitalitaitsmessung des Praparates durchgefihrt. Im Anschluss wurde das
Knochenmark, wie in Kapitel 2.2.2-2.2.7 beschrieben, zum KM-Backup verarbeitet.
Die Standardarbeitsanweisung wurde unter sterilen Bedingungen im Klinikum
GroBhadern durchgefihrt und geht auf das Protokoll von Dr. Dusun Prevalsek
zurick.
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2.2.2 Entfernen der Erythrozyten

Zunéachst wurde die Haélfte des Gewichts des Knochenmark Praparates an
Gelafundin 4 % zugesetzt, so dass das Praparat nun aus 2/3 Knochenmark
und 1/3 Gelafundin 4 % bestand.

Am Beutel des KM-Gelafundin-Gemisches wurde mittels eines
SterilschweiBgerates ein Transferbeutel angebracht und abgeklemmt. Daran
schloss sich ein Sedimentationsvorgang der Erythrozyten von 80 min an.
Durch das Lésen der Klemme am Beutel wurden die Erythrozyten soweit aus
dem Beutel abgelassen, bis sich die Leukozytenschicht etwa 2 cm oberhalb
des Beutelunterrandes befand. Es folgte eine Volumenbestimmung des
Praparates (g = ml).

2.2.3 Bestimmung von Zellkonzentration und Gesamtzellzahl

Die Anzahl der Leukozyten, Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten,
Erythrozyten, Thrombozyten, der Hamoglobinwert in g/dl, der Hamatokrit,
MCV, MCH und MCHC wurden mit Hilfe eines Blutbildautomaten bestimmt.
Die Gesamtzellzahl lieB sich aus der Anzahl der Leukozyten/ml x Volumen
(ml) des Préparates errechnen.

2.2.4 Entfernen des Plasmas und Einstellung der Zellkonzentration

Die Zellkonzentration des Préparates sollte auf 1-2x10® nukleédre Zellen pro
ml eingestellt sein. Nach Zugabe von DMSO sollte die Zellkonzentration
1x10%ml nicht tiberschreiten.

Das Zielvolumen errechnete sich aus der Gesamitzellzahl dividiert durch
1x10%ml. Um dieses Volumen zu erreichen musste zunéchst mittels
Zentrifugation bei 600 x g Uber 15 min ohne Bremse Plasma abzentrigfugiert
werden. Im Anschluss wurden die Beutel mit einem weiteren Transferbeutel
in die Plasmapresse eingespannt. Daraufhin wurde das Plasma bis etwa 2
cm oberhalb der Leukozytenschicht abgepresst. Das verbliebene
Transplantat wurde unter Schwenken durchmischt.

Aus der Differenz des zuvor errechneten Zielvolumens und dem Gewicht des
Transplantates, lieB sich die Menge an Plasma bestimmen, die per Benjamix
und Perfusorspritze im Laminar Air Flow nun wieder zugegeben werden
musste.
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2.2.5 Ansetzen der DMSO Lésung

e Die Endkonzentration von DMSO sollte im Back-up zum Einfrieren 10 %
betragen. So wurde eine DMSO L&sung mit 20 % in sterilen Glasflaschen
angesetzt. Dabei richtete sich die Anzahl der benétigten Flaschen nach dem
Volumen des Préparates. Flr eine Flasche Einfrierldésung mischte man:

100 ml Plasmalyte, vorgekunhlt bei 4°C
2,5 ml HSA 20 %
25,5 ml DMSO

e Die Lésung wurde bis zum Einfrieren bei 4°C zwischengelagert.

2.2.6 Uberfiihren des Préparates in den Kryobeutel

e Das empfohlene Flllvolumen des 750 ml Kryobeutels umfasste ca. 80-190
ml, wobei die Beutel zur Sicherheit bis maximal 180 ml geflllt wurden

e Alle nachfolgenden Schritte erfolgten wunter Kuihlung. Mit einer
Perfusorspritze wurde zunachst das Knochenmark Préparat im Beutel
vorgelegt und im Verhaltnis 1:1 unter gleichmaBiger Bewegung des Beutels
mit der DMSO Lésung gemischt. Hier war auf eine kontinuierliche
Durchmischung zu achten, Luft musste aus dem Beutel entfernt werden.

e Zwischen Zugabe der Gefrierlésung und dem Einsetzen in die
Gefrierkammer durften maximal 60 min vergehen.

2.2.7 Einfriervorgang

e Der Kryobeutel wurde in die Einfrierkassette gesetzt und schlieBlich in die
Einfrierkammer des betriebsbereiten Gerates Uberflhrt. Nach Beendigung
des Programms ,das Beste” wurden die Kassetten bei Endtemperatur (-
100°C) mittels einer Transporttonne in die Lagertonne verbracht.
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2.3  Aufarbeitung der CML KM-Proben
2.3.1 Chemikalien, Gerédte und Zubehor

2.3.1.1 Chemikalien

RPMI 1640 Medium (Biochrom AG, Berlin)

PBS

Biocoll Separating Solution (Biochrom AG, Berlin)
NaCl

Flussiger Stickstoff

2.3.1.2 Gerdte und Zubehor

50 ml Tubes

15 ml Tubes

Kleine Sage
Haushaltssieb

5 und10 ml Pipetten
Beckmann Zentrifuge

Tabelle 3 zeigt Daten der CML Patienten, deren Knochenmark in dieser Arbeit
untersucht wurde. Zum einen werden Geschlecht, Alter des Patienten zum Zeitpunkt
der Entnahme des Knochenmarks , das Stadium der Erkrankung zum Zeitpunkt der
Entnahme und die Vorbehandlung des Patienten erlautert. Dartber hinaus wird
Aussage Uber den Ph-Chromosom-Status und BCR-ABL Status des Patienten
getroffen. In der letzten Spalte ist zusatzlich der Einfrierzeitpunkt des Knochenmarks
dargelegt.
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Ziel der Aufarbeitung war es, mit Hilfe eines Biocoll Gradienten mononukleére
Zellen von Erythrozyten, Thrombozyten und Granulozyten zu separieren. Darlber
hinaus wurde das Knochenmark vom Einfriermedium DMSO und anderen stérenden
Bestandteilen wie Fett und Plasma befreit.

Das Knochenmark wurde bis zur Aufarbeitung in einem Kryobeutel gelagert, der mit
einer einfachen Haushaltssage gedffnet werden konnte. Das noch immer gefrorene
Knochenmark, zwischen 10-20 g, wurde direkt in ein 50 ml Tube Uberfiihrt, bis zur
30 ml Markierung mit PBS aufgeflllt und anschlieBend bei 4°C und 1000
Umdrehungen fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet bis
zur 3 ml Markierung mit PBS aufgefillt und resuspendiert. Diese Zellsuspension
wurde daraufhin durch ein Haushaltssieb in ein weiteres 50 ml Tube gegossen, um
grobe Verunreinigungen und Zellschrott herauszufiltern. Des Weiteren wurde erneut
ein Zentrifugationsschritt fir 5 min bei 4°C und 1000 Umdrehungen vorgenommen
und der Uberstand verworfen.

In vier 15 ml Tubes wurden jeweils 9 ml Biocoll vorgelegt. Im Folgenden
resuspendierte man das Pellet in 20 ml RPMI und Uberschichtete die Biocollldsung
vorsichtig mit jeweils 5 ml des RPMI-Proben-Gemisches. Im néchsten Schritt wurde
die Probe fir 20 min bei 4°C und 2100 Umdrehungen ohne Bremse zentrifugiert.

Es entstand eine weiBe Grenzschicht Gber der Biocolllésung, die vorsichtig mit einer
5 ml Pipette abgenommen werden konnte. Die abgenommenen Ringe der vier
Tubes wurden in zwei 15 ml Réhrchen vereinigt und auf 10 ml mit PBS aufgefuillt.
Daran schloss sich eine Zentrifugation von mindestens 20 min bei 4°C und 1000
Umdrehungen an. Der Uberstand wurde verworfen und die Pellets in 7 ml PBS
resuspendiert und nochmals fiir 5 min bei 4°C und 1000 Umdrehungen zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 1 ml NaCl resuspendiert. Dieser
Schritt wurde vorgenommen, um jeweils 100 pl fUr eine Zellz&hlung, wie in Kapitel
2.5 beschrieben, und einen Ausstrich abnehmen zu kénnen. Die restlichen 800 pl
wurden bei 4°C und 1000 Umdrehungen fur weitere 10 min einer Zentrifugation
unterzogen, der Uberstand wurde verworfen und das Pellet zunachst in flissigem
Stickstoff gefroren und im Anschluss bei -80°C bis zur Aufarbeitung der
Gesamtproteine gelagert.
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2.4  Aufarbeitung der Peripheren Blutstammzellen (PBSC) und des
frischen Knochenmarks

Entsprach bis auf kleine Veranderungen der Aufarbeitung der KM-Backups.
2.4.1 Chemikalien, Gerédte und Zubehor

24.1.1 Chemikalien

RPMI 1640 Medium (Biochrom AG, Berlin)

PBS

Biocoll Separating Solution (Biochrom AG, Berlin)
NaCl

Flussiger Stickstoff

2.4.1.2 Gerdite und Zubehor

50 ml Tubes
15 ml Tubes
Kleine Sage
5 und 10 ml Pipetten
Beckmann Zentrifuge

2.4.2 Stammzellspender

Die peripheren Blutstammzellen wurden zwei gesunden Spendern nach Stimulation
durch  G-CSF entnommen und sollten urspringlich einer allogenen
Stammzelltransplantation dienen. Freundlicherweise wurden uns diese Proben von
der Il. Medizinischen Klinik und Poliklinik des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf zur Verflgung gestellt.

Periphere Blutstammzellen gesunder Spender
Lagerungszeit der
Alter des Spenders zum Peripheren
crRtee Zeitpunkt dgr Entnahme Blutstammzpellen bei —196
°C in Tagen
Probe 23 unbekannt 35 Jahre 37
Probe 24 unbekannt 53 Jahre 799

Tabelle 4: Spenderdaten der PBSC Gesund Spender
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Ziel der Aufarbeitung war es mononukleére Zellen mit Hilfe eines Biocoll Gradienten
von Erythrozyten, Thrombozyten und Granulozyten aus den peripheren
Blutstammzellen zu separieren. Darlber hinaus wurde sie von ihrem Einfriermedium
DMSO befreit.

Die peripheren Blutstammzellen wurden bis zur Aufarbeitung in einem Kryobeutel
gelagert, welcher mit einer einfachen Haushaltssdge gedffnet werden konnte. Die
noch immer gefrorenen peripheren Blutstammzellen, zwischen 10-20 g, wurden
direkt in ein 50 ml Tube Uberflhrt und bis zur 30 ml Markierung mit PBS aufgefullt
und anschlieBend bei 4°C und 1000 Umdrehungen fir 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen.

In vier 15 ml Tubes wurden jeweils 9 ml Biocoll vorgelegt. Im Folgenden
resuspendierte man das Pellet in 20 ml RPMI und Uberschichtete die Biocolllésung
vorsichtig mit jeweils 5 ml des RPMI-Proben-Gemisches. Im nachsten Schritt wurde
die Probe fir 20 min bei 4°C und 2100 Umdrehungen ohne Bremse zentrifugiert.

Es entstand eine weiBe Grenzschicht Uber der Biocollldsung, die vorsichtig mit einer
5 ml Pipette abgenommen werden konnte. Die abgenommenen Ringe der vier
Tubes wurden in zwei 15 ml Réhrchen vereinigt und auf 10 ml mit PBS aufgefuillt.
Daran schloss sich eine_Zentrifugation von mindestens 20 min bei 4°C und 1000
Umdrehungen an. Der Uberstand wurde verworfen und die Pellets in 7 ml PBS
resuspendiert und nochmals fir 5 min bei 4°C und 1000 Umdrehungen zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 1 ml NaCl resuspendiert. Dieser
Schritt wurde vorgenommen, um jeweils 100 pl fir eine Zellz&hlung, wie in Kapitel
2.5 beschrieben, und fur einen Ausstrich abnehmen zu kénnen. Die restlichen 800
ul wurden bei 4°C und 1000 Umdrehungen fir weitere 10 min einer Zentrifugation
unterzogen, der Uberstand wurde verworfen und das Pellet zunachst in flissigem
Stickstoff gefroren und im Anschluss bei -80°C bis zur Aufarbeitung der
Gesamtproteine gelagert.
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2.5

Zellzahlung
2.5.1 Chemikalien, Gerédte und Zubehor

2.5.1.1 Chemikalien

Tryptenblau

2.5.1.2 Gerdite und Zubehor

Neubauer Zéahlkammer
Lichtmikroskop
Pipettenspitzen

Pipette

Aus 100 pl Probe wurden 5 pl entnommen und mit 45 ul Tryptenblau gemischt.
Daraus wurden nun wieder 5 pl entnommen und in die Neubauer Zahlkammer
Uberfuhrt. Unter dem Lichtmikroskop konnte eine Z&hlung vorgenommen werden.

2.6

Gesamtproteine Probenaufarbeitung
2.6.1 Chemikalien, Gerédte und Zubehoér

2.6.1.1 Chemikalien

CHAPS (Cholamidopropyldimethylammoniopropansulfat)-Lésung

1. 900 pl Puffer B: 1,491 g KCI, 20 g Glycerin, 50 ml Phosphat Puffer
(Phosphat Puffer: 33 ml 0,2 mol/l NaH,PO,4 +67 ml 0,2 mol/l NaH,PO4 x 2
H-O; pH 7,1) — ad 100 ml H,O bidest

2. 77 mg CHAPS (Serva, Heidelberg)

— ad 1 ml H.O bidest

Puffer H1B: pro 2 ml Puffer wurde eine Tablette Complete™ (Protease

Inhibitor Cocktail, Boehringer, Mannheim) verwendet

Puffer H2

Harnstoff (Biorad, Minchen)

10% Dithiothreitol (DTT) (Biorad, Miinchen)

Ampholyte (5-7)
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2.6.1.2 Gerdte und Zubehor

Trockeneis
Eiswasser
Eppendorfcups
Mini-RUhrfische
Glaspipetten
Magnetrihrer
Zentrifuge

Mit den Proben aus aufgearbeitetem Knochenmark und PBSC wurde wie folgt
verfahren:

Nach Zentrifugation wurde das Gewicht der Proben bestimmt, da sich das Volumen
der weiteren Reagenzien daraus errechnet.

Das Volumen an bendtigter CHAPS-L&sung in pl lies sich ermitteln, indem das
Gewicht der Probe mit dem Faktor 1,4 multipliziert wurde. Die CHAPS-Reaktion lief
in Eiswasser bei 4°C unter stindigem Rihren fir 30 min ab.

Im nachsten Schritt fand fir 45 min bei Raumtemperatur und ebenfalls unter
stdndigem RUhren nach Zugabe von Harnstoff eine Denaturierung der Proteine
statt. Die Menge des Harnstoffs errechnete sich aus der Summe 1, die sich aus dem
Probengewicht und dem Volumen der CHAPS-L&sung zusammensetzte. Die
Summe 1 wurde dann mit dem Faktor 1,08 multipliziert.

Nach Beendigung der Reaktion wurden die Proben fir 10 min bei 14000
Umdrehungen und Raumtemperatur zentrifugiert.

Der Uberstand wurde abgenommen, dessen Gewicht bestimmt und anschlieBend in
ein Eppendorfcup Uberfihrt. Das Pellet wurde verworfen.

Das Volumen des bendtigten DTT in ul ergab sich aus dem Gewicht des
Uberstandes, das mit dem Faktor 0,1 multipliziert wurde.

Das Volumen der Ampholyte errechnete sich in selber Weise wie das Volumen des
DTT.

Nach Zugabe des DTT und der Ampholyte wurde die Probe mit einem Plastikspatel
durchmischt

Bis zur weiteren Verwendung in der 2-DE wurden die aufgearbeiteten Proteine bei -
80°C eingefroren.
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2.7 Quantitative Proteinbestimmung
2.7.1 Chemikalien, Gerate und Zubehor

2.7.1.1 Chemikalien

¢ Non-Interfering Protein Assay Kit (Calbiochem, Darmstadt)

2.7.1.2 Gerdite und Zubehor

Vortex Genie 2™ (Bender & Hobein, Ziirich Schweiz)

Kihlzentrifuge (Hettich EBA 12/R, Tuttlingen)

Spectrophotometer DU-640 (Beckmann, USA)

Kuvetten aus Kunststoff (Schubert und Weiss, Schwandorf/Miinchen)
2 ml Eppendorf Cups (Eppendorf, Hamburg)

Prinzip der Proteinbestimmung war die Komplexbildung der Proteine mit
Kupferionen, wobei mit Hilfe eines Farbreagenz die freien Kupferionen bestimmt
wurden. So war der Proteingehalt der Probe umgekehrt proportional zur
Farbintensitdt der Probe. Die Bestimmung erfolgte anhand einer Eichkurve mit
einem BSA-Standard Protein, sowohl die BSA-Standard-Bestimmungen als auch
die Bestimmungen der Proteinproben wurden zweifach durchgeflihrt.

Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem Non-Interfering Protein Assay Kit nach
Angaben des Herstellers. In ein Eppendorf Cup wurde jeweils 10 pl der Probe
vorgelegt. Nach Zugabe von 500 pl UPPA-1 Lésung und Durchmischung auf dem
Vortex erfolgte eine Inkubation fir 2-3 min bei Raumtemperatur. Im Anschluss an
die Zugabe von 500 pl UPPA-2 Lésung wurde eine Zentrifugation mit 10000
Umdrehungen fir 5 min durchgeftihrt. Nach Verwerfen des Uberstands wurden dem
Prazipitat 100 pl Copper Solution Reagent-1 und 400 pl deionisiertes Wasser
hinzugefligt und das Pellet resuspendiert. Darauf folgte eine Zugabe von 1 ml
Reagent-2 und eine sofortige Durchmischung auf dem Vortex. Die Extinktion konnte
nach 15-20 min im Photometer bei 480 nm mit Wasser als Referenz bestimmt
werden.
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2.8 Zweidimensionale Gelelektrophorese (2-DE)
2.8.1 Chemikalien, Gerédte und Zubehor der 1. und 2. Dimension

2.8.1.1 Chemikalien fiir die 1. Dimension

e 5,4 g Harnstoff, Endkonzentration 9 mol/l (Bio-Rad, Minchen)
e 250 ul APS, Endkonzentration 0,02%
e Ampholyte 1+1+4

1 Teil Pharmalyte, pH 3-10 (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)

1 Teil Ampholine, pH 3,5-9,5 (Amersham Phamacia Biotech, Freiburg)

4 Teile Servalyte, pH 5-7 (Serva, Heidelberg)

e 4,75 ml Gelldsung (angegeben sind die Endkonzentrationen im fertigen Gel)
5% Glycerin

3,5% Acrylamid (Bio-Rad, Mtnchen)

0,3% N,N"Methylenbisacrylamid (Bio-Rad,Minchen)

0,06% TEMED

Laufpuffer

e Anodenpuffer: Puffer obere Kammer (3 mol/l Harnstoff)

45 g Harnstoff

12,5 ml H3PO,

— ad 250 ml H,O bidest

e Kathodenpuffer: Puffer untere Kammer (9 mol/l Harnstoff)

1620 g Harnstoff

120 ml Glycerin

150 ml Ethylendiamin

— ad 3 | H,O bidest

e 5 mol/l Harnstoffldsung (zum Uberschichten der aufgetragenen Proben)
Stammlésung aus 6 g Harnstoff und 1 g Glycerin (ad 19 ml H,O bidest), davon
wurden 3,8 ml abgenommen und mit 0,2 ml Ampholingemisch 1+1+4 versetzt

2.8.1.2 Gerdte und Zubehor fiir die 1. Dimension

Mikroliterspritze, 25 und 50 ul (neoLab Migge, Frickenhausen)
Gewebekulturschalen, 60 mm (Greiner bio-one, Frickenhausen)
Laufkammern fiir die 1. und 2. Dimension Iso-Dalt Elektrophoresis System
Borsilikat-Glasréhrchen: 18, 20 cm Lange, innerer Durchmesser 1,5 mm
GieBapparatur fir die 1. Dimension

Spannungsgerat Elektrophoresis Power Supply EPS 3500 (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg)

e 4 ml Spritze
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Die Auftrennung der Proteine in der 1. Dimension erfolgte nach ihrem
isoelektrischen Punkt in Réhrchengelen. Mit Hilfe von Ampholyten wurde ein pH-
Gradient aufgebaut. Darin wanderten die durch Harnstoff denaturierten Proteine, bis
zu ihrem isoelektrischen Punkt. Eine anodische Fokussierung wurde vorgenommen.
Die Rbéhrchengele wurden in der Lange 15 cm in einer speziell daflr vorgesehenen
GieBapparatur gegossen.

Harnstoff, die in 2.8.1.1 beschriebene Gellésung und die Ampholyte wurden unter
Warme aufgelést und fir 25 s entgast, um einer Blaschenbildung im Gel
vorzubeugen. Das APS musste ebenfalls fir eine min entgast werden. Nach Zugabe
des APS wurde die Lésung zigig in der 4 ml Spritze aufgezogen und in die
GieBapparatur Uberfihrt. Nach etwa 30 min konnten die nun auspolymerisierten
Gele mit etwa 5 pl 5 mol/l Harnstofflésung Uberschichtet werden.

Daraufhin wurden die Réhrchengele in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur
Uber Nacht gelagert.

Am darauffolgenden Tag wurde die Geloberflache aller Réhrchengele mit H,O
bidest gespllt und anschlieBend in die Iso-Dalt Laufkammmer eingesetzt.

Die untere Kammer enthielt einen Kathodenpuffer, eine 9 mol/l Harnstoff-Losung.
Auf die Geloberflache wurde nun mit einer Mikroliterspritze eine definierte Menge
der aufgearbeiten Gesamtproteinprobe aufgetragen. Daraufhin wurde die Probe
zunachst mit etwa 5 pl 5 mol/l Harnstofflésung und schlieBlich mit dem
Anodenpuffer Uberschichtet. Die obere Kammer wurde mit dem Anodenpuffer bis
zum Bedecken aller Réhrchen befullt.

Nach Anschluss an die Spannungsquelle wurde eine anodische Fokussierung, wie
in Tabelle 4 dargestellt, durchgefthrt.

1 hbei100V

1 hbei 200 V

18 h bei 450 V

30 min bei 600 V

30 min bei 900 V

5 min bei 1400 V

Tabelle 5: Bedingungen der anodischen Fokussierung

Nach Beendigung des Laufs wurden die Réhrchengele mittels einer mit H,O bidest
gefullten Spritze in Gewebekulturschalen gedrickt und das basische Ende darauf
markiert. Die Réhrchengele wurden nun bei -80° C bis zu ihrer Verwendung in der
2. Dimension gelagert.
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2.8.1.3 Chemikalien fiir die 2. Dimension

e PufferD

272,5 g Tris Base, ad 1,5 | H,O bidest, pH mit HCI auf 8,6 eingestellt, fir das
Spilen der Geloberflache 1:4 verdinnt

e Aquilibrierungspuffer pH 6,8

25 ml Glycerin

0,33g DTT

0,5g SDS

3,8 g Tris Base

Spatelspitze Bromphenolblau

— ad 250 ml H,O bidest

e Agarose

0,725 g Tris Base

3,75 g Glycin

0,25 g SDS

1,25 g Agarose (Biorad, Miinchen)

— ad 250 ml H,O bidest

— Die Lésung wurde aufgekocht, aliquotiert und bei -20°C eingefroren
e Polyacrylamidlésung 10 %

227,3 ml 30 %ige Acrylamid/Bisacrylamid-Lésung, 37, 5:1 (Serva; Heidelberg)
175 ml Puffer D

7 ml 10 %ige SDS-Lésung

1,2 ml 10 %iges TEMED

7 ml 10 %iges APS

282,53 ml H,O bidest

e Polyacrylamidlésung 16 %

363,64 ml 30 %ige Acrylamid/Bisacrylamid-Lésung, 37, 5:1 (Serva; Heidelberg)
175 ml Puffer D

7 ml 10 %ige SDS-Lésung

0,25 ml 10 %iges TEMED

3,5 ml 10 %iges APS

94,61 ml H,O bidest

56 ml Glycerin

e Laufpuffer

449 g Tris Base

232,3 g Glycin

15,5 g SDS

— ad 15 | H,O bidest
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2.8.1.4 Gerdte und Zubehor fiir die 2. Dimension

e Laufkammer fur die 2. Dimension Iso-Dalt Elektrophoresis System (Hoefer
Scientific Instruments, CA, USA)

Iso-Dalt Gradientenmischer

Gelkassetten, 16x16x0,15 cm

Gelkassettenstander

Spannungsgerat Elektrophoresis Power Supply EPS 3500 (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg)

In der 2. Dimension wurden die Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.
Das elekirische Feld befand sich senkrecht zum Feld der isoelektrischen
Fokussierung.

Das GieBBen der Gele fand mit Hilfe des Iso-Dalt Gradientenmischers statt, der ein
Polyacrylamidverhaltnis von 10-16 % in den Gelen erzeugte. Die Flachgele wurden
aus dem Gelkassettenstander befreit und anschlieBend von samtlichen
Acrylamidresten gesaubert.

Bevor das Réhrchengel der 1. Dimension auf die obere Langsseite des Flachgels
aufgebracht werden konnte, musste die Oberflache jeweils zweimal mit Puffer D
gespllt werden. Die Roéhrchengele wurden noch in der Gewebekulturschale
vollstandig mit dem Aquilibrierungspuffer bedeckt und fiir 5 min inkubiert. Der Puffer
wurde daraufhin mit einer Pipette abgesaugt. Im nachsten Schritt wurde das
Réhrchengel mit dem sauren Ende beginnend von links nach rechts blasenfrei auf
das Flachgel aufgetragen. Mit der flissigen, etwa 60°C warmen Agarose konnte
eine Fixierung des Rdhrchengels erreicht werden.

In die Laufkammer der 2. Dimension wurde der geléste Laufpuffer gefillt, die
Gummidichtungseinsatze an der roten Markierung und darauffolgend die
Gelkassetten mit der festen Agarose eingesetzt. Dann wurde die Iso-Dalt
Laufkammer an das Spannungsgerat angeschlossen und pro Gel etwa 20 mA
Stromstarke angelegt. Zudem kiihlte die Kammer den Laufpuffer auf etwa 12°C. Ein
Lauf in der 2. Dimension dauerte etwa 18 h, variierte aber in Abhangigkeit von der
Anzahl der Gele.

Nach Beendigung des Laufs wurden die Gele vorsichtig aus ihren Kassetten befreit
und direkt in die Fixierlésung der jeweiligen Farbemethode Uberfihrt.
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2.9 Proteinanfarbung im Gel
2.9.1 Silberfarbung

2.9.1.1 Chemikalien

Fir 3 Gele
e Fixierlésung
50 % Ethanol, 1000 ml
10 % Eisessig, 200 ml
40 % H>0 bidest, 800 ml
e Inkubationslésung
30 % Ethanol, 300 ml
0,5 mol/l Natriumacetat, 41 g
0,5 % Glutaraldehyd, 20 ml
0,2 % Natriumthiosulfat 2 g
— ad 1000 ml H,O bidest
e Silberlésung
0,1 % Silbernitrat, 1 g
0,01 % Formaldehyd (37 %), 288 pl
e Entwicklerlésung
2,5 % Natriumcarbonat, 25 g
0,05 mmol/l Natriumthiosulfat, 12 mg
0,01 % Formaldehyd (37 %), 288 ul
— Die Lésung wurde mit H,O bidest auf 1000 ml aufgefillt und mit
Natriumhydrogencarbonat auf pH 11,3 eingestellt
e Stopplésung
0,5 mol/l EDTA, 37,2 g
0,02% Thimerosal (Sigma- Aldrich, Deisenhofen), 400 mg
— ad 2000 ml H,O bidest

2.9.1.2 Gerdite und Zubehor

e Schittler

Nach der 2. Dimension wurden die Gele direkt in Fixierlésung Uberfihrt und Gber
Nacht bei 4°C gelagert. An die Fixierung schloss sich eine Inkubation der Gele mit
300 ml Inkubationslésung fir zwei h auf dem Schuttler an. Der Inkubation folgten
drei Waschschritte mit 500 ml H,O bidest flir jeweils 20 min. Im Anschluss folgte die
Farbung der Gele in 300 ml Silberlésung fiir 30 min in abgedunkelten Schalen, um
ein zu starkes Nachdunkeln der Gele zu vermeiden.

AuBerdem folgte ein Spulvorgang mit 500 ml H,O bidest fiir maximal 30 s.

Die Entwicklung der Gele wurde unter Sichtkontrolle und leichtem Schwenken
vorgenommen. Die Entwicklungszeit war stark abh&ngig von der aufgetragenen
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Proteinmenge und der Dicke des Gels, lag aber meist zwischen zwei bis finf min.
Nach gewdinschter Farbintensitét konnten die Gele fir 15 min in 250 ml Stopplésung
UberfUhrt werden, wobei darin ein leichtes Nachdunkeln der Gele die Regel war.
Nach einem Wechsel der Stopplésung wurden die Gele fir weitere 60 min inkubiert.
Im letzten Schritt wurden die Gele fur funf min in H,O bidest auf dem Schuttler
gewaschen und daraufhin Uber Nacht in frischem H.O bidest bei Raumtemperatur
aufbewahrt. Am nachsten Tag wurden die Gele in Schlauchfolie luftdicht
verschweiBt und konnten so bei 4°C dauerhaft gelagert werden.

2.9.2 Coomassie Brilliant-Blau (CBB)

2.9.2.1 Chemikalien

Fixierldsung
e 400 ml H,O bidest
e 500 ml Methanol
e 100 ml Eisessig

Farbelésung
e 0,59 =20 Tabletten Coomassie Brilliant Blue R250 (Merck 102085)
e 500 ml Methanol
e 400 ml H,O bidest
e 100 ml Eisessig
— Die Tabletten wurden unter Rihren in Methanol gelést und anschlieBend
filtriert. Nach Zugabe von H,O bidest und Eisessig wurde die Lésung ein zweites
Mal durch das selbe Filter filtriert.

Entfarberlésung
e 250 ml Ethanol
e 4125 ml H,O bidest
e 625 ml Eisessig

Nach dem Lauf der 2. Dimension wurden die Gele in die Fixierlésung tberfihrt und
darin fanf h inkubiert. AnschlieBend wurden die Gele Uber Nacht auf dem Schiittler
in der Farbelésung gefarbt.

Bei der Entfarbung der Gele wurde 4-5 x die Entfarberlésung ausgetauscht und
jeweils ein Liter der Lésung verwendet. Ziel der Entfarbung war, dass sich keinerlei
Farbwolken mehr von der Oberflache 16sten. Dies beanspruchte sechs h.

Im letzen Schritt schiittelte man die Gele fir 30 min in 7 % Eisessiglésung und lies
diese Uber Nacht einwirken. Am nachsten Tag konnten die Gele in Schlauchfolie
luftdicht verschweiBt werden.
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2.10 Proteinidentifizierung mit MALDI-TOF Massenspektrometrie

Eine etablierte Methode zur Identifizierung von Proteinspots stellte die MALDI
(matrix-assisted  laser  desorption ionization) -TOF (time of flight)
Massenspektrometrie dar. In der zweidimensionalen Gelelektrophorese wurden die
Proteine separiert und mit Hilfe der Coomassie-Brilliant-Blau Farbung gefarbt. Im
Anschluss wurden die selektierten Proteinspots aus dem CBB-Gel ausgestanzt und
in ein Eppendorf-Cup Uberflhrt.

Die Aufbereitung der Proben flir die MALDI-TOF Massenspektrometrie, also eine
Fragmentierung des Proteins durch Trypsin, und die massenspektrometrische
Analyse Ubernahm freundlicherweise das Zentrallabor fur Proteinanalytik des Adolf-
Butenandt-Instituts in Manchen.

In der MALDI-TOF Massenspektrometrie wurden die tryptischen Peptide des
Proteinspots zunachst mittels eines Laserpulses ionisiert[44]. Durch Anlegen einer
Spannung wurde sie nun in Richtung eines Detektors beschleuningt. Aus der
Flugzeit der einzelnen Peptide konnte ein Massenfingerabdruck abgeleitet werden,
der Uber eine Sequenzdatenbank zur Identifzierung des Proteins fuhrte.
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3 Ergebnisse

3.1 Vergleichende Proteomanalyse

3.1.1 Analyse der zweidimensionalen Gele

3.1.1.1 Knochenmark von gesunden Spendern

Es wurde Knochenmark von drei gesunden Spendern wie in Kapitel 2.4 beschrieben
fir die Elektrophorese aufgearbeitet und mit der Silberfarbung (siehe Kapitel 2.9.1)
gefarbt. Allerdings konnten trotz intensiver Bemihungen mit verschiedenen Serien
keine verwertbaren Ergebnisse erzielt werden. Aufgrund der schwach ausgepragten
Proteinmuster war eine Analyse und ein Vergleich mit anderen Gelen nicht
durchfiihrbar. Wie auf Abbildung 1 ersichtlich, sind auf dem Gel nur wenige
Proteinspots zu erkennen, die auch in ihrer Intensitat nur schwach ausgepragt sind.
Der Pfeil markiert einen Bereich, in dem Proteine mit niedrigem Molekulargewicht zu
liegen kommen. In diesem Gel sind an der markierten Stelle keine Spots vorhanden.

Abbildung 1: Probe 34.1, KM-Gesund
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3.1.1.2 Knochenmark von CML-Patienten

Zunachst wurde Knochenmark von 15 Patienten mit chronisch myeloischer
Leukadmie wie in Kapitel 2.3 beschrieben fir die Elektrophorese aufgearbeitet. Mit
Hilfe der 2-DE wurden die Proteine der Proben aufgetrennt und schlieBlich mit einer
Silberfarbung (siehe Kapitel 2.9.1) bearbeitet. Die Separation dieser 15 Proben
gestaltete sich auBerst schwierig. In Tabelle 23 des Kapitels 4.6.1 sind die neun
Proben dargestellt, die aufgrund minderwertiger Ergebnisse, nicht in die Auswertung
mit einbezogen werden konnten. Welche Faktoren dazu beigetragen haben
kénnten, wird in Kapitel 4.6.1 eroértert. Bei sechs der finfzehn Proben, dargestellt in
Tabelle 3 des Kapitels 2.3, gelang es aber, verwertbare Gele zu produzieren, die
eine vergleichende Analyse zulieBen. Diese waren schlieBlich Grundlage der
vergleichenden Proteomanalyse.

3.1.1.3 Periphere Blutstammzellen gesunder Spender

Aufgrund der mangelhaften Beurteilbarkeit der in Kapitel 3.1.1.1 erwéahnten
gesunden KM-Gele musste das Konzept neu Uberarbeitet werden. Anstelle der
gesunden Knochenmarksproben wurde auf gesunde periphere Blutstammzellen
zurlickgegriffen. Diese lieBen sich problemlos in der 2-DE auftrennen und zwei
Proben entsprachen in der Verteilung der Proteinspots dem Muster des CML-
Knochenmarks. Eine Vergleichbarkeit der Gele konnte somit gewahrleistet werden.
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3.1.2 Optische Auswertung

Nach Auftrennung der Proteine mittels der zweidimensionalen Gelelektrophorese
konnte jedem durch Silberfarbung sichtbar gemachten Spot ein isoelektrischer
Punkt und sein entsprechendes Molekulargewicht zugeordnet werden. Des
Weiteren wurde die GréBe und die Intensitat der Proteinspots beurteilt und in drei
Kategorien eingeteilt: erhdht, erniedrigt oder unverandert im Vergleich zum
Gesunden. Dies geschah unter Berlicksichtigung des sogenannten Backgrounds,
der durch die Silberfarbung zustande kam und auf den Gelen unterschiedlich
ausgepragt war.

In Abbildung 2 sind die nach isoelektrischem Punkt (pl) und Molekulargewicht (MW)
aufgetrennten Proteine der Probe 24 PBSC Gesund zu erkennen. Das
Molekulargewicht, angegeben in kDa, nimmt von oben nach unten ab, der
isoelektrische Punkt steigt von links nach rechts.

|
P 5.0 6.2 7.0 8.0

MW in kDa

70.0 - . ==

43.0 i 77, &

33.07] . < :

27.0

16.0

Abbildung 2: Probe 24.1, PBSC-Gesund. Zweidimensionales Gel nach Silberfarbung
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Voraussetzung flr die optische Auswertung ist neben der Vergleichbarkeit der
Proteinmuster eine ahnliche Konzentration der Proteine, die sich in der Intensitat der
Gele widerspiegelt. Diesen Voraussetzungen entsprachen sechs Gele der CML-
Reihe, sowie zwei Gele der gesunden PBSCs.
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Im nachsten Schritt wurden die gesunden PBSC-Gele 23 und 24 links mit den CML-

Gelen 1, 2,5, 7, 12, 16 rechts verglichen.

]
2
23 5
<>
24 7
12
16
s .
ELh s >
!_‘ <75 Pl
- i %7 Ak .
o’ 3 < .
T RS -~ ook
- P e ser -
- - . 3 -

Abbildung 3: Vergleich des PBSC Gels 24 (links) mit dem CML Gel 5 (rechts). Die mit
Pfeilen markierten Spots fallen durch eine veranderte Konzentration auf.
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Daran schloss sich ein Quervergleich der CML-Gele 1, 2, 5, 7, 12, 16 an. Dabei
wurden alle CML Gele miteinander verglichen. Nur Proteinspots, die in mindestens
finf der sechs CML Gelen Veranderungen aufwiesen, wurden in die
computergestltzte Auswertung mit Topspot miteinbezogen.
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3.1.3 Auswertung mit Topspot

In der optischen Auswertung, siehe Kapitel 3.1.2, wurden Spots selektiert, deren
Intensitédt nun mit Hilfe des Programms Topspot auf allen Gelen bestimmt werden
konnte. In Abbildung 4 ist das Gel der Probe 24 PBSC Gesund nach Bearbeitung
mit Topspot dargestellt. Die Intensitat bezeichnet das Spotvolume, das sich aus der
Summe der Grauwerte aller zum Spot gehdrenden Pixel errechnen lasst.

Um alle Gele miteinander vergleichen zu kdnnen, wurden sie normalisiert, also
anhand von 15 Kontrollspots auf ein Mastergel angeglichen. Aufgrund der mittleren
Proteinkonzentration auf dem CML-Gel 5.1 wurde es als Mastergel ausgewahlt.

= - = e © 4 :
Abbildung 4: 2-DE-Gel der Probe 24 PBSC Gesund
nach Scannen mit Topspot

Ausgewahlte Spots, die sich in allen sechs CML Gelen in veréanderter Konzentration
zu den beiden gesunden Gelen zeigten, wurden der Reihe A zugeordnet. Spots, die
auf finf der sechs Gele verdnderte Konzentrationen aufwiesen, wurden der Reihe B
zugeordnet.
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Ergebnisse

3.1.4 Identifizierung der Proteine durch Massenspektrometrie

Um eine massenspekirometrische Analyse durchfihren zu kénnen mussten die
Gele mit der in Kapitel 2.9.2 beschriebenen Coomassie Farbung bearbeitet werden.
Die Anfarbung der Gele mit CBB erfordert héhere Proteinkonzentrationen, folglich
wurde ein Probenauftrag von 50 ul vorgenommen. Um eine mdglichst eindeutige
Identifizierung der Spots gewdhrleisten zu kénnen, stammten die Gele aus dem
selben Lauf der zweidimensionalen Gelelektrophorese wie die in der optischen
Auswertung verwendeten Silbergele. Die zu untersuchenden Spots der Reihe A und
B wurden aus Gelen ausgestanzt. Die Analyse der identifizierten Spots erfolgte
freundlicherweise im Butenandt Institut, Zentrallabor fur Proteinanalytik in Minchen.

Die Proteinidentifizierung erfolgte anhand der jeweiligen Massenspektren (siehe
Abbildung 5) Uber das Mascot databank Research Software Programm. Die
Verteilung des Peptidmuster wurde mit Hilfe von Datenbanken abgeglichen und eine
Identifizierung wurde bei einem Score von Uber 71 als sicher angenommen.

Voyager Spec #1 MC[BP = 1806.0, 25348]

1804.9348

1540.7754

1525.7656

959.5431
1556.7611

1907.9869

700.0

2.5E+4

(o35 doas 1k406.70H7 1948140 2033.0497
: 18[3.049 192.0884
145611502 743.4006 011.6182
P12
0 |l [evesee (| AC?L S I ey | pootee freoaes P
1260.2 1820.4 2380.6 2940.8 3501.0
Mass (m/z)

Abbildung 5: MALDI-Massenspektrum nach tryptischem Verdau am Beispiel des Spots A2, der a-Enolase.
Jeder Peak kennzeichnet ein Peptid mit einer bestimmten Molekllmasse. Die GréBe des Peaks gibt Aufschluss
Uber das quantitative Vorkommen des Peptids im zu untersuchenden Protein. Die x-Achse kennzeichnet Masse
zu Ladung in m/z, die y-Achse die Intensitat in Prozent.
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3.2 Ergebnisse der Reihe A
3.2.1 Darstellung der Spots A1und A2

In Abbildung 6 sind die Spots A1und A2 auf den Gelen der Probe 23 und 24 der
PBSCs Gesund den Spots A1 und A2 auf den Gelen der Proben 5 und 7 der KM
CML gegenuber gestellt. Dies geschieht zur Vereinfachung anhand derselben Gele
fir den Spot A8 in Kapitel 3.2.2 und den Spot A11 in Kapitel 3.2.3.

Probe 24.1, PBSC Gesund Probe 5.1, KM CML
. Al 45 Al
I g_.,f i o‘—.A.J‘ s E>®" / -
> A2 . A2
5 ro- - - : - x._ s = - - -
. == o - : -
i T = - e " - -
“-‘.‘ F af V== § - . =
Probe 23.1, PBSC Gesund Probe 7.1, KM-CML
- A1 4 A1
‘ — ) & N
e o = : . A2
. -‘A Y 2 : RS sl

Abbildung 6: Oben links: Probe 24.1, PBSC Gesund. Unten: Ausschnitte der
Gele 24.1,23.1,5.1, 7.1. In den Gelen 5.1 und 7.1 sind die Spots A1 und A2
im Vergleich zu den gesunden Kontrollen in erniedrigter Konzentration zu
erkennen.

44



Ergebnisse

400
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300 +

250

200

150 -
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Vergleich KM-CML gegen PBSC-Gesund

@mCML
M@ Gesund

Abbildung 7: Darstellung der relativen Intensitat (y-Achse) der Spots A1und A2 auf den
zwei Gelen der gesunden PBSCs (jeweils rechter Balken) im Vergleich zu den sechs KM
CML Gelen (jeweils linker Balken)

PBSC
gesund
24.1

PBSC
gesund
23.1

KM KM KM KM KM KM
CML | CML | CML | CML | CML | CML
1.3 2.1 5.1 7.1 12.2 16.1
A1 85.6 | 447 | 272 | 279 | 422 | 48.2
A2 21.3 18.2 18.5 17.1 42.4 | 341

313.2

141.7

118.6

53.1

Tabelle 6: Intensitat (Topspot) der Spots A1 und A2 auf den KM CML Gelen auf der linken
und den PBSC Gesund Gelen auf der rechten Seite.
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Tabelle 7 zeigt unter Daten der 2-DE die Ergebnisse der optischen Auswertung der
Gele fiir Spot A1 und A2 auf der linken Seite. Auf der rechten Seite sind die

Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse der Spots A1 und A2 dargelegt.
Spot A1 wurde als Fibrin beta, Spot A2 als a-Enolase identifiziert.

MW Inte_nsitét
[kDa]/ im Identifiziertes A Accession
Spotnr. Vergleich . Score | [kDa]/ pl :
%I%?: oum Protein berechnet (Swissprot)
P Gesunden
Erniedrigt
A1l 57171 in 6/6 Fibrin beta 182 | 50.7/7.95| P02675
Gelen
Erniedrigt )
A2 | 45/7.0 | in6/6 a-Enolase 185 | 42.4/6.97 | P06733
Gelen

Tabelle 7: Identifizierte Proteine der Spots A1 und A2
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3.2.2 Darstellung des Spots A8

Probe 24.1, PBSC Gesund Probe 5.1, KM CML

Probe 23.1, PBSC Gesund Probe 7.1, KM CML

Abblldung 8: Oben links: Probe 24.1, PBSC Gesund. Unten Ausschnitte der Gele 24.1,
23.1,5.1,7.1. Inden Gelen 5.1 und 7.1 ist der Spot A8 im Vergleich zu den gesunden
Kontrollen in erniedrigter Konzentration zu erkennen.
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Abbildung 9: Darstellung der relativen Intensitat (y-Achse) des Spots A8 auf den zwei
Gelen der gesunden PBSCs (rechter Balken) im Vergleich zu den sechs KM CML Gelen

(linker Balken).

KM KM KM KM KM KM
CML | CML | CML | CML | CML | CML
1.3 2.1 5.1 7.1 122 | 16.1
A8 494 | 609 | 28.3 | 51.8 | 81.1 32.9

PBSC
gesund
24.1

PBSC
gesund
23.1

287.0

107.1

Tabelle 8: Intensitat (Topspot) des Spots A8 auf den KM CML Gelen auf der linken und den
PBSC Gesund Gelen auf der rechten Seite.
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Der Spot A8 wurde als Fibrinogen Gamma Chain identifiziert.

Intensitat
MW .
[kDa}/ m Identifiziertes N Accession
Spotnr. ol des Vergleich Protein Score b[kDaK pl (Swissprot)
Spots zum erechnet
Gesunden
Erniedrigt | Fibrinogen gamma
A8 |29.5/6.2| in6/6 chain (partial) 79 | 24.1/6.49 | P02679
Gelen (212AA)

Tabelle 9: Identifiziertes Protein des Spots A8
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3.2.3 Darstellung des Spots A11

Probe 24.1, PBSC Gesund

Probe 5.1, KM CML

; ey B

Probe 23.1, PBSC Gesund Probe 7.1, KM CML

Abbildung 10: Oben Probe 24.1, PBSC Gesund. Unten Ausschnitte
der Gele 24.1, 23.1, 5.1, 7.1. In den Gelen 5.1 und 7.1 zeigte der Spot
A11 eine erniedrigte Konzentration im Vergleich zum Gesunden.
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Vergleich KM-CML gegen PBSC-Gesund
800
700 -
600

500 4

@acMmL
B@Gesund

400 -

relative Intensitat

300

200

A1

Abbildung 11: Darstellung der relativen Intensitat (y-Achse) des Spots A11 auf den zwei
Gelen der gesunden PBSCs (rechter Balken) im Vergleich zu den finf KM CML Gelen (linker
Balken).

Nach Uberarbeitung konnte gezeigt werden, dass Spot A11 nur in fiinf der sechs
Gelen eine erniedrigte Konzentration aufwies. Aufgrund des bereits zugeordneten
Namens A11 befindet sich A11 noch immer in der Reihe A.

Tabelle 10: Intensitat (Topspot) des Spots A11 auf den KM CML Gelen auf der linken und
den PBSC Gesund Gelen auf der rechten Seite.
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Der Spot A11 wurde als NME1-NME2-Protein identifiziert.

Intensitat
MW .
[kDa]/ m Identifiziertes ik Accession
Spotnr. ol des Vergleich Protein Score b[kDa]}ﬁ pl (Swissprot)
Epots zum erechnet
Gesunden
Erniedrigt NME1-NME2
A11 |15.3/8.1 in 5/6 Protei 71 | 30.1/9.01 | Q32Q12
Gelen rotein

Tabelle 11: Identifiziertes Protein des Spots A11
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3.3 Ergebnisse der Reihe B

Die Reihe B beinhaltet Spots, die sich in flinf der sechs CML Gele als erhéht oder
erniedrigt darstellten.

3.3.1 Darstellung der Spots B1 und B2

Die Darstellung der Spots B1 und B2 wird wie fir Reihe A anhand der PBSC
Gesund Gele 23 und 24 und der CML Gele 5 und 7 vorgenommen. In &hnlicher
Weise wird fiir die Spots B3 und B4 in Kapitel 3.3.2 und den Spot B6 in Kapitel 3.3.3
vorgegangen.

e

e |
Probe 24.1, PBSC Gesund Probe 5.1, KM CML
B2 B1 B2 B1
¥ e,
Probe 23.1, PBSC Gesund Probe 7.1, KM CML
B2 B1 B2 B1’ :
¥ < W .

Abbildung 12: Oben Probe 24.1, PBSC Gesund. Unten Ausschnitte der
Gele 24.1,23.1,5.1, 7.1. In den Gelen 5.1 und 7.1 sind die Spots B1 und
B2 im Vergleich zu den gesunden Kontrollen in erhéhter Konzentration zu
erkennen.
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Vergleich KM-CML gegen PBSC-Gesund
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Abbildung 13: Darstellung der relativen Intensitat (y-Achse) der Spots B1 und B2 auf den
zwei Gelen der gesunden PBSCs (jeweils rechter Balken) im Vergleich zu den fiinf KM CML
Gelen (jeweils linker Balken).

KM KM KM KM KM KM PBSC | PBSC

CML | CML | CML | CML | CML | CML gesund | gesund

1.3 2.1 5.1 7.1 12.2 | 16.1 24 1 23.1
B1 54.6 45.3 32.1 52.7 33.0 6.7 21.8 13.2
B2 34.0 | 335 | 23.8 | 31.6 | 235 7.1 19.0 7.4

Tabelle 12: Intensitat (Topspot) der Spots B1 und B2 auf den KM CML Gelen auf der linken
und den PBSC Gesund Gelen auf der rechten Seite.
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Die massenspektrometrische Analyse der Spots B1 und B2 ergab flr beide Spots
das Protein SAMHD1.

Intensitat
MW .
[kDa}/ m Identifiziertes ik Accession
Spotnr. Vergleich . Score | [kDa]/ pl .
%I%?; Zum Protein berechnet (Swissprot)
P Gesunden
B1 | 70/7.2 | Erhohtin 190 | 72.2/6.69 | Q9Y3Z3
5/6 Gelen
Erhéht in SAMHD?1
B2 70/7.0 5/6 Gelen 169 | 72.2/6.69 | Q9Y3Z3

Tabelle 13: Identifiziertes Protein der Spots B1 und B2
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3.3.2 Darstellung der Spots B3 und B4

e
Probe 24.1, PBSC Gesund

B4

Probe 23.1, PBSC Gesund

---‘.7
i T2 .
- W B3
- - /
= -—

Probe 5.1, KM CML

T = i 2 5
-./

Probe 7.1, KM CML
BA - *
T 20 g, B3
e

Abbildung 14: Oben Probe 24.1, PBSC Gesund. Unten Ausschnitte der
Gele 24.1,23.1,5.1, 7.1. In den Gelen 5.1 und 7.1 wiesen die Spots B3
und B4 im Vergleich zu den gesunden Kontrollen erhéhte Konzentration
auf. Dies war besonders in der Kontrolle 23.1 schlecht zu erkennen, da
das Proteinmuster generell etwas stéarker ausgepragt war.
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Vergleich KM-CML gegen PBSC-Gesund
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Abbildung 15: Darstellung der relativen Intensitat (y-Achse) der Spots B3 und 42 auf den
zwei Gelen der gesunden PBSCs (jeweils rechter Balken) im Vergleich zu den fiinf KM CML
Gelen (jeweils linker Balken).

KM KM KM KM KM KM PBSC | PBSC

CML | CML | CML | CML | CML | CML gesund | gesund

1.3 2.1 5.1 7.1 12.2 | 16.1 24 1 23.1
B3 189.5 | 181.5 | 206.2 | 229.1 | 230.8 | 243.8 158.8 | 179.1
B4 211.2 | 1129 | 243 | 182.3 | 181.1 | 219.5 150.9 | 157.0

Tabelle 14: Intensitat (Topspot) der Spots B3 und B4 auf den KM CML Gelen auf der linken
und den PBSC Gesund Gelen auf der rechten Seite.
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Spot B3 wurde wie Spot A2 als a-Enolase identifiziert. Bei Spot B4 handelt es sich
um Actin cytoplasmic 2.

MW Intensitat
[kDa]/ it Identifiziertes S/ Accession
Spotnr. ol des Vergleich Protein Score b[kDa]é pl (Swissprot)
Spots zum erechnet
Gesunden
Erhéht in
B3 38/6.3 6/6 Gelen a-Enolase 148 | 47.1/7.01 | P06733
Erhéht in . .
B4 40/6.0 5/6 Gelen Actin cytoplasmic2 | 79 |41.8/5.31 | P63261

Tabelle 15: Identifizierte Proteine der Spots B3 und B4
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3.3.3 Darstellung des Spots B6

-| e e sar -
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Abbildung 16: Oben Probe 24.1, PBSC Gesund. Unten Ausschnitte
der Gele 24.1, 23.1, 5.1, 7.1. In den Gelen 5.1 und 7.1 war der Spot B6
im Vergleich zu den gesunden Kontrollen erhéht. Dies war besonders
in der Kontrolle 23.1 nur schlecht zu erkennen, da das Proteinmuster

agenerell etwas starker ausgepraagt war.
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Vergleich KM-CML gegen PBSC-Gesund
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Abbildung 17: Darstellung der relativen Intensitat (y-Achse) des Spots B6 auf den zwei
Gelen der gesunden PBSCs (rechter Balken) im Vergleich zu den fiinf KM CML Gelen (linker
Balken).

Tabelle 16: Intensitat (Topspot) des Spots B6 auf den KM CML Gelen auf der linken und
den PBSC Gesund Gelen auf der rechten Seite.
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Spot B6 wurde wie Spot A2 und Spot B3 als a-Enolase identifiziert.

MW Intensitat
[kDa)/ - Identifiziertes MW Accession
Spotnr. ol des Vergleich Protein Score b[kDa]épI (Swissprot)
Spots zum erechnet
Gesunden
Erhdht in
B6 27/5.4 6/6 Gelen a-Enolase 123 | 36.3/6.53 | P06733

Tabelle 17: Identifiziertes Protein des Spots B6
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Erniedrigt
A1l 57 /71 in 6/6 Fibrin beta 182 50.7/7.95 P02675
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A2 45/7.0 in 6/6 Enolase a 185 | 42.4/6.97 P06733
Gelen
Erniedrigt Fibrinogen
A8 29.5/6.2 in 6/6 gamma chain 79 24.1/6.49 P02679
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Erniedrigt
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Auswertuna | Gesunden bestimmt
Erhéht in
B1 70/7.2 5/6 Gelen 190 72.2/6.69
SAMHD1 Q9Y3Z3
Erhéht in
B2 70/7.0 5/6 Gelen 169 72.2/6.69
Erhdht in
B3 38/6.3 5/6 Gelen Enolase o 148 47.1/7.01 P06733
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3.6

Intensitat und Proteine auf einen Blick

. ! ! ! ! ! !
Al | Fibrinbeta | oo o | 447 | 270 | 27.9 | 42.2 | 48.2 313.2 | 141.7
! ! ! ! ! !
A2 | o-Enolase | 513 | 150 | 185 | 17.1 | 42.4 | 34.1 1186 | 53.1
Fibrinogen
gamma
: ! ! ! ! ! !
A8 | chain | 54| 600|283 |51.8 811|329 287.0 | 107.1
partial (212
AA)
NME1-
! ) ! ! ! !
A1l F',"ME? 233.1 |502.2 | 282.6 | 400.8 | 158.6 | 260.4 676.7 | 488.6
rotein
) ) 1 1 1
B1 54.6 | 453 | 32.1 | 52.7 | 33.0 | 467 218 | 13.2
SAMHD1 -7 22 : T
B2 340 | 335 | 238 | 316 | 235 | V7 19.0 | 74
) 7 1 1 ) ) 1
B3 | ovEnolase | 149 5| 1g1.5|206.2|229.1|230.8|243.8 158.8 | 179.1
Actin
NIRRT
e °yt°p'2asm'° 211.2|112.9|243.0 | 182.3| 181.1 [ 219.5 150.9 ) 157.0
) ) 1 1 ) ) )
B6 | a-Enolase | 556 5 1331.0|420.3(307.9|345.1 | 433.1 2545 | 2774

Tabelle 20: Intensitat (Topspot) der Spots A1, A2, A8, A11, B1, B2, B3, B4, B6 auf den KM
CML Gelen auf der linken und den PBSC Gelen auf der rechten Seite. Die Pfeile geben an,
ob sich die Intensitat im Vergleich zum Gesunden als erhéht oder erniedrigt zeigt. Den Spots
wurden, die in der massenspektrometrischen Analyse identifizierten Proteine, zugeordnet.
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3.7 Quantitative Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration verhalt sich umgekehrt proportional zur Farbintensitat der

Probe.

Anhand einer

Eichkurve des

Proteinkonzentrationen errechnet werden.

3.7.1 BSA-Standard

BSA-Standards

Die Werte der BSA-Standarkurve wurden zweifach bestimmt und jeweils gemittelt.
Die Ergebnisse zeigt Tabelle 19.

konnten die

2 mg/ml BSA-Standard in

Optische Dichte

Proteinkonzentration in

pl pg/ul
0 0 0
4 -0,0738 8
8 -0,1070 16
12 -0,1669 24
20 -0,2649 40
25 -0,3000 50

Tabelle 21: BSA-Standardkurve. Bei bekannter Proteinkonzentration (rechts) wurde flr jede
Konzentration die optische Dichte bestimmt.

Optische Dichte

Quantitative Proteinbestimmung

Proteinkonzentration in pg/pl

—&—Optische Dichte

Abbildung 18: BSA-Standarkurve, ermittelt durch bekannte Proteinkonzentration in pug/pl (x-
Achse) und optische Dichtemessungen (y-Achse).

65



Ergebnisse

3.7.2 Proteinbestimmung der Proben 5, 7 und 12

Eine Proteinbestimmung wurde fir die Proben 5, 7 und 12 durchgefthrt. Die Werte
wurden fir die Proben 5 und 7 zweifach bestimmt und gemittelt. Probe 12 konnte
aufgrund mangelnder Probe nur einfach bestimmt werden. Anhand der Eichkurve
des BSA-Standards konnten mit Hilfe der gemessenen Werte der optischen Dichte
die  Proteinkonzentrationen bestimmt werden. Tabelle 21 zeigt die
Proteinkonzentrationen der Proben 5, 7 und 12.

Probe Optische Dichte Protelnk0£5/iTtrat|on in
o -0,1114 16,588
7 -0,1186 17,549
12 -0,0712 7718

Tabelle 22: Anhand der BSA-Standarkurve bestimmte Proteinkonzentrationen flr die
Proben 5, 7 und 12
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4 Diskussion

Mit Hilfe der vergleichenden Proteomanalyse sollten Unterschiede im
Expressionsmuster von CML Knochenmark und gesunden peripheren
Blutstammzellen erarbeitet werden. Ziel der Diskussion ist es, die Funktion der
massenspektrometrisch identifizierten Proteine zu beleuchten und einen méglichen
Zusammenhang zwischen diesen Eigenschaften und der Pathogenese der
Erkrankung herzustellen. Dies soll zu einem besseren Verstandnis zellularer
Vorgéange im Rahmen der CML beitragen. In den folgenden Kapiteln 4.1, 4.2, 4.3,
4.4 und Kapitel 4.5 werden die analysierten Proteine ndher beschrieben.

4.1 Identifikation von Fibrinogen beta chain und Fibrinogen
gamma chain

4.1.1 Struktur von Fibrinogen

Fibrinogen, das in der Leber synthetisiert wird, setzt sich aus zwei identischen
Untereinheiten mit jeweils drei Polypeptidketten (o, B-, x-Kette) zusammen, die an
ihrem N-terminalen Ende Uber coiled-coil an einer zentralen Doméne gebunden
sind. Das kovalente Dimer besteht aus einer zentralen Doméne, die als Fragment E
und zwei randstandigen Doméanen, die als Fragment D bezeichnet werden.
Fragment E besteht aus den N-terminalen Enden der sechs Polypeptidketten und
macht nur 15 % des Fibrinogen-Molekils aus.

Fragment D beinhaltet neben einem Anteil der coiled-coil Struktur die drei
Polypeptidketten a, B, y, die untereinander Uber drei interchain und finf intrachain
Disulfidbrticken verbunden sind [45, 46].

Die Gene der Polypeptidketten a, B, x sind auf Chromosom 4 lokalisiert.

4.1.2 Funktion von Fibrinogen
Die Blutstilung wird durch vaskulare, zellulare und plasmatische Vorgange
gewahrleistet. Sowohl innerhalb der zelluldaren Blutstillung als auch der

plasmatischen Blutstillung, der Blutgerinnung, nimmt Fibrinogen eine bedeutsame
Rolle ein.

4.1.2.1 Zelluldire Blutstillung

Kommt es zur Verletzung des Endothels treffen Thrombozyten auf das Subendothel
des geschéadigten GefaBes. Der von Willebrand Faktor verbindet Uber den Plattchen
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Rezeptor GP1b das Subendothel, also die Matrixproteine Kollagen, Laminin und
Fibronektin, mit den Thrombozyten. Fibrinogen bindet an den GP2b/GP3a-Rezeptor
auf den Blutplattchen und fihrt zur Plattchenaggregation.

4.1.2.2  Plasmatische Blutstillung (Blutgerinnung)

Ziel der Gerinnungskaskade ist eine Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin, das die
aggregierten Thrombozyten zu einem stabilen Thrombus vernetzt. Die gemeinsame
Endstrecke der extrinsischen und intrinsischen Gerinnung sind die aktivierten
Faktoren X und V, die gemeinsam mit Calciumionen und Phospholipiden die
Prothrombinase bilden. Mit Hilfe der Prothrombinase wird Prothrombin (Faktor Ill) zu
Thrombin aktiviert [47]. Die Protease Thrombin spaltet an der «-Kette das
Fibrinopeptid A und an der B-Kette das Fibrinopeptid B ab und Uberfuhrt Fibrinogen
in ein Fibrinmonomer. Bei der Abspaltung des Fibrinopeptids A wird an der a-Kette
eine Sequenz freigelegt, die mit den Aminosauren Gly-Pro-Arg beginnt. Diese als
Kndpfchen bezeichnete Sequenz bindet an eine Sequenz am Carboxyl-terminalen
Ende der x-Kette eines weiteren Fibrin-Molekiils [46]. Mit Hilfe dieser Seit-zu-Seit-
Anlagerung der Fibrinmonomere kommt es zu Polymerisierung und zur Enstehung
eines Protofibrils. Faktor XIlll (FSF, Fibrin stabilisierender Faktor), eine
Transglutaminase, stabilisiert den Thrombus durch Bildung kovalenter Bindungen
zwischen Lysyl- und Glutamylresten benachbarter Fibrinmonomere [48]. Dies flhrt
zu einer Quervernetzung des Polymers.

4.1.2.3  Die Fibrinolyse

Plasminogen  wird  durch  Plasminogenaktivatoren  wie t-PA  (tissue-
Plasminogenaktivator) Uber limitierte Proteolyse zu Plasmin aktiviert. Plasmin
spaltet Fibrin in Fibrinspaltprodukte (FDP) und D-Dimere. Einer vorzeitigen
Fibrinolyse wirken der Plasmininhibitor, PAI-1 und TAFI (thrombin activatable
fibrinolysis inhibitor) entgegen.

4.1.3 Erniedrigte Konzentration der Fibrinogen beta Kette

4.1.3.1 Spot Al

In der massenspektrometrischen Analyse wurde Spot A1 mit einem Score von 182
als Fibrinogen beta chain (SWISSPROT accession number: P02675;
FIBB_HUMAN) identifiziert. Der Analyse zufolge handelt es sich um ein Protein mit
einem Molekulargewicht von 50.7 kDa wund einem daraus kalkulierten
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isoelektrischen Punkt von 7.95. In der Literatur ist es bei 447 Aminosauren mit
einem Molekulargewicht von 55.9 kDa und einem isoelektrischen Punkt von 8.54
angegeben. Die Fibrinogen beta chain ist ein Fragment des Fibrinogen Dimers. Es
liegt in einer verkirzten Form vor, das Fibrinopeptid B mit 14 Aminosauren ist
bereits abgespalten. Spot A1 zeigt sich in den CML-Gelen in sechs von sechs Gelen
erniedrigt.

4.1.4 Erniedrigte Konzentration der Fibrinogen gamma Kette

4.1.4.1 Spot A8

In der massenspektrometrischen Analyse wurde Spot A8 mit einem Score von 79
als ein Fragment der Fibrinogen gamma Kette (SWISSPROT: P02679;
FIBG_HUMAN) mit 212 Aminosauren, einem Molekulargewicht von 24.1 kDa und
einem daraus kalkulierten isoelektrischen Punkt von 6.49, identifiziert. Die gesamte
Fibrinogen gamma chain beinhaltet 453 Aminosduren und besitzt ein
Molekulargewicht von 51.5 kDa und einen isoelektrischen Punkt von 5.37. Spot A8
zeigt sich in den CML-Gelen in sechs von sechs Gelen erniedrigt. Das Gen, das fur
Fibrinogen codiert, befindet sich auf dem langen Arm von Chromosom 4.

4.1.5 Stoérungen in der Himostase der Patienten

Myeloproliferative  Erkrankungen, die  chronisch  myeloische  Leukdmie
eingeschlossen, weisen haufig eine Stérung der Hamostase auf.

Im Unterschied =zu Patienten mit soliden Tumoren, die eher unter
thromboembolischen Ereignissen leiden, kénnen Patienten mit myeloproliferativen
Erkrankungen sowohl mit Blutungskomplikationen als auch mit Zwischenfallen
thromboembolischer Art auffallen. Charakteristischerweise kann dies sogar im
Krankheitsverlauf variieren. Dies weist auf eine komplexe Stérung des
Gerinnungssystems hin, die auf viele Faktoren zurlckzufihren ist. Speziell
Patienten mit CML erleiden zwar eher selten derartige Komplikationen, gleichwohl
scheint die Hamostase der Patienten beeintrachtigt [49].

Zunachst fUhrte man thromboembolische Ereignisse auf eine Hyperviskositat des
Blutes der Patienten zurlck, die auf die erhdhten Zellzahlen, die im Verlauf der
Erkrankung auftreten kdnnen, begrindet schien. Inzwischen vermutet man, dass
nicht zwingend die abweichende Thrombozytenzahl, sondern eher die veranderten
Eigenschaften der Plattchen die Stérung der Hamostase verursacht. Thrombozyten
von Patienten mit myeloproliferativen Syndromen weisen eine niedrigere Anzahl von
GP1b/ GP3a-Komplexen auf, was mit einer verringerten Bindungsfahigkeit von
Fibrinogen an die Blutplatichen einhergeht [50].
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4.1.6 Erniedrigte Konzentrationen von Fibrin(ogen) und Malignitat

Die Analyse des Spot A1 und des Spots A8 ergaben erniedrigte Konzentrationen
der Fibrinogen alpha und gamma Kette. In Blutproben HER2-positiver Brustkrebs
Patientinnen konnte ebenfalls ein Fragment des Fibrinogen Molekuls in erniedrigter
Konzentration identifiziert werden. Es handelte sich um ein Fragment der Fibrinogen
alpha Kette mit den Resten der Aminosduren 605-629. Es prasentierte sich im
Plasma der Patientinnen verglichen mit der Kontrollgruppe in erniedrigter
Konzentration. In einer sich anschlieBenden Longitudinalstudie, die pra- und
postoperative Plasmalevel gegentber stellte, stabilisierten sich die Werte dieses
Fragments nach der erfolgreichen Brust Operation [51]. Entgegen dieser
Untersuchung  weisen  Tumorerkrankungen  eher  erhéhte  Fibrinogen
Konzentrationen auf.

4.1.7 Erhohte Konzentrationen von Fibrin(ogen) und Malignitat

Erhéhte Konzentrationen von Fibrinogen, Fibrin und FDPs scheinen dem Tumor ein
Umfeld zu verschaffen, das Wachstum und Progression des Tumors zulasst. Dies
basiert méglicherweise auf der Fahigkeit der Tumorzellen Fibrin zu lysieren und
damit einen Vorteil gegentber normalen Zellen zu gewinnen.

Ein Nachweis der Fibrin lysierenden Aktivitat gelang an blastaren AML Blutzellen
und an einer polymorphonukledren Fraktion des Blutes von CML- Patienten. Die
Zellen exprimierten den Plasminogenaktivator u-PA. Die mononukledren Zellen der
CML Patienten zeigten hingegen keine lysierende Aktivitat [52].

Ahnlich stellte sich dies in einer Untersuchung an Ovarialkarzinomzellen dar. Sie
synthetisierten uPA, das in inaktiver Form sezerniert wird und an Rezeptoren auf
der Tumoroberflache bindet. [53]. Dort scheinen auch niedrige Mengen an Plasmin
auszureichen, um uPA in einen aktiven Zustand zu Uberfiihren. Dies fihrt zu einer
Aktivierung der Protease Plasmin, die nun Proteine wie Fibrin oder Fibronektin
degradiert. In malignen Aszitesexsudaten von Ovarialkarzinom Patientinnen konnte
im Vergleich zu Aszites von Leberzirrhose Patienten erhdhte Konzentrationen von
FDPs nachgewiesen werden. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Protease
Plasmin entscheidend am Abbau von Fibrin beteiligt ist [54].

Gerinnungsfaktoren nehmen an fundamentalen Mechanismen teil, die dem Schutz,
der Erneuerung und der Reparatur von Gewebe dienen. Darliber hinaus sind sie an
transendothelialer Migration und Angiogenese beteiligt. Der Tumor beméachtigt sich
dieser Eigenschaften und nitzt sie zum Zwecke der Progression des Primértumors
[55].

Anhand Fibrin defizienter Mause wurde die Rolle von Fibrinogen in der Progression
des Lewis Lungenkarzinoms verdeutlicht. Fibrin defiziente M&use zeigten im
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Vergleich mit den Kontrollmgusen ein vermindertes Potential spontaner
Metastasierungen. Dies beruht auf der Annahme, dass Fibrinogen die Adhasion der
zirkulierenden Tumorzellen vereinfacht, indem es eine Verbindung zwischen ihnen,
den Thrombozyten und dem Endothel ermdglicht. Darlber hinaus fungiert
Fibrinogen als Matrix, die eine Passage der Tumorzellen aus dem GeféBbett ins
Gewebe erleichtert. Das Wachstum der Tumoren selbst scheint durch die
Abwesenheit von Fibrin unbeeinflusst [56].

Analysen von Pankreas Karzinom Patienten lassen ebenso eine Verbindung
zwischen einer erhéhten Fibrinogen gamma chain Expression und dem Pankreas
Karzinom vermuten. Sowohl im Serum Betroffener als auch in
immunhistochemischen  Untersuchungen von erkranktem Gewebe konnten im
Vergleich zum Gesunden erhdhte Konzentrationen nachgewiesen werden [57]. Die
Degradation der extrazellularen Matrix kdnnte in diesem Zusammenhang auf der
proteolytischen Aktivitat von Plasmin basieren.

Uberdies scheint Fibrinogen im Rahmen der Platichenaggregation in die
Abwehrfunktion des Kérpers einzugreifen. Mikrothromben, zusammengesetzt aus
Fibrin und Thrombozyten, dienen zirkulierenden Tumorzellen als physikalische
Barrieren und verhindern den direkten Kontakt von Natural Killer Zellen. Dies
erschwert eine Eliminierung der neoplastischen Zellen in erheblichen MaBe [58].

Zudem stimuliert Fibrinogen die Proliferation verschiedene Zelltypen des

hamatopoetischen Systems. Derselbe Effekt konnte sogar fir Fragmente des
Molekils (z. B. Fragment D) nachgewiesen werden [59].
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4.2 Identifikation der a-Enolase
4.2.1 a-Enolase

Die a-Enolase wird in der Literatur mit einem Molekulargewicht von 47 kDa und
einem isoelektrischen Punkt von 6.99 angegeben und wurde 1934 erstmals von
Lohman und Mayerhof beschrieben.

Die Enolase ist ein Metalloenzym, das fir seine Aktivitat seinen nattrlichen Cofaktor
Magnesium benétigt [60]. Sie besteht aus zwei identischen Untereinheiten, die sich
antiparallel gegentberstehen. Des Weiteren besteht jede Untereinheit aus einer
kleinen N-terminalen und einer gréBeren C-terminalen Doméane [61].

Es handelt sich um ein Enzym, das im Cytosol lokalisiert ist, in der Glykolyse die
Dehydratation von 2-Phosphoglycerat (PGA) zu Phosphoenolpyruvat (PEP) und in
der anabolen Gluconeogenese die Hydratation von PEP zu PGA katalysiert.

Im menschlichen Kdrper existieren drei Isoenzyme der Enolase, die a-Enolase, die
in vielen Geweben exprimiert wird, die B-Enolase, die hauptsachlich in Muskelzellen
zu finden ist und schlieBlich die x-Enolase, die spezisch fir Zellen neuronalen
Gewebes ist.

4.2.2 Erniedrigte Konzentration der Enolase und Tumorwachstum

422.1  SpotA2

In der massenspektrometrischen Analyse wurde der Spot A2 mit einem Score von
185 als o—Enolase (SWISSPROT accession number: P06733; ENOA_ HUMAN)
identifiziert. Der massenspektrometrischen Analyse zufolge handelt es sich um ein
Protein mit einem Molekulargewicht von 42.4 kDa und einem daraus kalkulierten
isoelektrischen Punkt von 6.97. Spot A2 zeigt sich in den CML-Gelen in sechs von
sechs Gelen erniedrigt.

4.2.3 Enolase als DNA bindendes Protein

Die a-Enolase besitzt 97% Sequenzhomologie zum c-myc-binding Protein (MBP-1)
[62], das mit der N- terminalen Region an die TATA-Box des c-myc P2 Promotors
bindet und dessen Aktivitdt unterdriickt. Es supprimiert die Expression des
Protoonkogens c-myc, das eine wichtige Rolle in Wachstum, Differenzierung
Transformation [63] und Apoptose spielt [64-66]. Am wahrscheinlichsten handelt es
sich bei MBP-1 um ein alternatives Translationsprodukt des a-Enolase Gens [67],
das aufgrund seiner Funktion im Nukleus lokalisiert ist [67, 68]. .
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In vitro bindet auch die a-Enolase mit ihnrem N-terminalen Ende am c-myc Promotor
und reguliert vermutlich auch in vivo dessen Aktivitat. Das Protein hemmt den c-myc
Promotor und unterdrliickt die Transkription des Onkogens. Eine erniedrigte
Konzentration der a-Enolase im Knochenmark der CML Patienten misste demnach
eine erhdhte Transkription des c-myc Protoonkogens nach sich ziehen, da die
inhibierenden Eigenschaften des Proteins am Promotor ausbleiben.

In vielen Karzinomen ist eine erh6hte c-myc Expression zu finden, bei der CML
kann diese hinweisend auf die Progredienz der Erkrankung, also beispielsweise ein
Ubergang von der chronischen Phase in die Blastenkrise, darstellen [66, 69-71].

4.2.4 Erhohte Konzentration der Enolase und Tumorprogression

4.2.4.1 Spot B3

Im Spot B3 lieB sich mit einem Score von 142 bei einem Molekulargewicht von 47.1
kDa und einem daraus resultierenden isoelektrischen Punkt von 7.01 ebenfalls o-
Enolase identifizieren. Allerdings zeigt sie sich in allen sechs CML-Gelen im
Vergleich zu den gesunden Kontrollproben in erhéhter Konzentration.

4.2.4.2  Spot B6

In gleicher Weise zeigt sich Spot B6 verandert. Er zeigt sich in allen CML-Gelen in
erhéhter Konzentration und konnte in der massenspekirometrischen Analyse mit
einem Score von 123 ebenfalls als o-Enolase identifiziert werden. Aufgrund des
niedrigen Molekulargewichts von 36.3 kDa und dem isoelektrischen Punkt von 6.53
handelt es sich am wahrscheinlichsten um ein Fragment dieses Enzyms.

Der Tatsache ungeachtet, dass ein sicherer Zusammenhang zwischen erhdhter
Expression der a-Enolase und Tumorwachstum noch nicht hergestelt werden
konnte, gibt es deutliche Hinweise, dass die Enolase in der Progression und
Metastasierung vieler Tumoren eine Rolle spielt [72]. Charakteristischerweise
zeigen Tumoren eine gesteigerte Glykolyse, die auf den erhdhten Energieumsatz
der Zelle zurlckzufihren ist.
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4.2.5 Enolase als HAP (Hypoxie assoziiertes Protein)[73]

In einer Studie, die HER-2/neu positiven Brusttumoren HER-2/neu negative
Mammakarzinome gegenlber stellte, lieB sich eine erhdéhte Expression der
glykolytischen Enzyme a-Enolase, Phoshoglycerat Kinase (PGA) und Triose
Phosphat Isomerase (TPl) bei den aggressiveren HER-2/neu positiven Tumoren
nachweisen [74]. Hypoxia inducible factor 1 (HIF-1) scheint die Transkription dieser
Enzyme zu regulieren, indem es an einem sogenannten Hypoxia response Element
dieser Gene bindet, wenn die Zelle Sauerstoff armer Umgebung ausgesetzt ist [75].
Demnach wird eine Aktivierung von Genen gewahrleistet, die flr glykolytische
Enzyme codieren. So bedient sich die Zelle bei chronisch hypoxischen Bedingungen
unter Umgehung der oxidativen  Phosphorylierung der  alternativen
Energiegewinnung durch die Glykolyse [76].

Anhaltende hypoxische Voraussetzungen kénnten sowohl in einem aggressiv
wachsenden Tumor oder einem hyperzelluldren Knochenmark gegeben sein.

In einer Untersuchung von hepatozelluldren Karzinomen wiesen die tumordsen
Proben im Vergleich zu den gesunden Kontrollproben eine erhéhte Konzentration
der o-Enolase auf. Dartberhinaus korrelierte die Proteinkonzentration positiv mit
dem Grad der Dedifferenzierung des Gewebes, der TumorgréBe und der vendsen
Invasion des hepatozelluldaren Karzinoms. Eine erhdhte Konzentration der o-
Enolase koénnte also mit der Progression des Tumors in Zusammenhang
stehen.[77].

Eine Uberexpression der a-Enolase konnte auch bei Zelllinien des
Mammakarzinoms, Zervixkarzinoms und Kolonkarzinoms nachgewiesen werden
[78-81].

Innerhalb einer Studie konnten in einer Proteomanalyse von Gewebeproben eines
Patienten mit squamdsem Larynxkarzinom ebenfalls erhéhte
Proteinkonzentrationen der a-Enolase nachgewiesen werden [82].

4.2.6 Erhohte Konzentration der a-Enolase und Metastasierung

In einer Untersuchung zweier Kolonkarzinom Zelllinien wurde der Zelllinie des
Primartumors (SW480) die Zelllinie einer Lymphknotenmetastase (SW620)
desselben Patienten gegenlbergestellt. Es zeigte sich eine erhéhte Konzentration
der a-Enolase in der metastatischen Lasion. Die o-Enolase scheint mit
zunehmender Progression des Tumors an Bedeutung zu gewinnen [72].

Inwieweit Eigenschaften der o-Enolase, die nicht die glykolytische Aktivitat

betreffen, mit einer Progression und Metastasierung des Tumors einhergehen, kann
an dieser Stelle nur spekuliert werden.
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4.2.7 Enolase als Oberflachenprotein

Neben seiner zytosolischen Lokalisation besitzt das Protein eine weitere Funktion
als Plasminogen Oberflachenrezeptor auf Endothelien und hamatopoetischen Zellen
[83-86].

Das Carboxy-terminale Lysin der Enolase dient dabei als Bindungsstelle fir
Plasminogen. Gebundenes Plasminogen wird Uber die Plasminogenaktivatoren
schneller zu Plasmin aktiviert und verbleibt langer in seiner aktiven Form, da es am
Rezeptor vor seinem Abbau durch a2-Antithrombin geschutzt wird [86].

Eine Aktivierung von Plasmin flhrt einerseits zur Fibrinolyse und damit zum Abbau
von Fibrin und Fibrinogen.

Dartber hinaus dient die Serinprotease Plasmin Tumorzellen zum Abbau von
Bestandteilen der extrazelluldren Matrix. Plasmin flihrt zu einem proteolytischen
Verdau extrazelluldrer Matrixproteine wie Fibronektin, Laminin oder Vitronectin und
vereinfacht den transformierten Zellen die Migration durch die extrazellulare Matrix
und eine Uberwindung von Membranbarrieren. Zusatzlich aktiviert Plasmin weitere
Matrix degradierende Proteinasen, die eine Invasion in fremdes Gewebe erleichtern
[87, 88].

Besitzt eine Zelle eine hohe Anzahl diese Oberflachenrezeptoren, also eine hohe
Kapazitat Plasmin(ogen) zu binden, kommt es lokal zu gesteigerter proteolytischer
Aktivitét, die eine Migration der Zellen durch die extrazellulare Matrix und deren
Barrieren vereinfacht. Dies konnte bereits fir Melanomzellen, Kolonkarzinomzellen
und Osteosarkomzellen nachgewiesen werden [89-91].

Spekulativ erhéht also eine gesteigerte Anzahl der Plasminogen Rezeptoren auf
den Vorlauferzellen deren Migrationsféhigkeit, was einen Ubertritt der unreifen
Zellen aus dem Knochenmark ins periphere Blut zur Folge haben kénnte.

Darlber hinaus scheint Plasmin die Aktivierung inaktiver Wachstumsfaktoren
auszuldsen und nimmt demnach indirekt Einfluss auf die Proliferation der Zellen [92,
93]

4.2.8 Enolase als Tumormarker

Unter den drei Isoenzymen aus der Enolase Familie gilt die x-Enolase, besser
bekannt als Neuronen spezifische Enolase (NSE), bereits als Tumormarker. Sie
katalysiert die Umwandlung von PGA zu PEP in neuronalen Zellen. Es handelt sich
dabei entweder um ein Homodimer bestehend aus zwei y-Untereinheiten, oder
einem Heterodimer, dass sich aus einer y- und einer d-Untereinheit zusammensetzt.
Die NSE gilt beim kleinzelligen Bronchialkarzinom und neuroendokrinen Tumoren
als prognostischer Marker und gibt Auskunft (ber die Progression des Tumors [94,
95]. Auch bei adulter T-Zell-Leukamie konnten erhéhte Konzentrationen der NSE im
Serum festgestellt werden [96].
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4.3 Identifikation des NME1-NME2-Proteins
4.3.1 Das NME-Gen

Das NME Gen wurde erstmals in einem Versuch an einer murinen Melanom Zelllinie
beschrieben. Es lieB sich in Zellen mit hohem metastatischem Potential als
schwacher exprimiert nachweisen und gilt demzufolge als Metastasen Suppressor
Gen [97]. Sowohl das humane Nm23-H1-Gen [98] als auch das NM23-H2-Gen [99]
sind auf Chromosom 17qg21.3 lokalisiert [100]. Dartber hinaus konnten bislang
sechs weitere Gene entdeckt werden, die fir Nukleosid Diphosphat Kinasen
codieren[101].

4.3.2 Das NME1-Protein

Das NME1-Protein (Nm23-H1) besteht mit einem Molekulargewicht von 17.1 kDa
und einem isoelekirischen Punkt von 5.83 aus einer Sequenz von 152
Aminoséauren. Aufgrund starker Homologie mit dem bereits bekannten Enzym gip17
aus Dictyostelium discoideum konnte Nm23-H1 als NDP Kinase identifiziert werden
[102].

4.3.3 Das NME2-Protein

Das NME2-Protein besteht ebenso aus 152 Aminosduren bei einem
Molekulargewicht von 17.3 kDa und einem isoelektrischen Punkt von 8.5. Die
beiden Proteine stimmen in ihrer Sequenz zu 88 % Uberein.

Das NME2-Protein konnte in der NDP Kinase von Erythrozyten als Kette B
identifiziert werden. Bei der Kette A handelt sich es um das bereits erwédhnte NME1 -
Protein [103].

NDP Kinasen sind hexamere Enzyme, die sich in verschiedener Relation aus den
Ketten A und B zusammensetzen und ubiquitar exprimiert werden [103]. NME1 und
NME2 sind im Zytosol lokalisiert, dartber hinaus kann NME2 auBerdem im Nukleus
vorliegen, wo es als ein Transkriptionsfaktor fir c-myc agiert [104]. Neben NME1
(Nm23-H1) und NME2 (Nm23-H2) sind bislang sechs weitere dieser Kinasen
bekannt, die als Nm23-H3 bis Nm23-H8 bezeichnet werden [101].
Interessanterweise sind alle Aminosauren, die sich innerhalb der beiden Isoformen
unterscheiden, auf der Oberflache der Hexamere lokalisiert. Dies scheint fur die
Erkennung der Kinasen durch weitere Proteine ausschlaggebend zu sein [104].

76



Diskussion

4.3.4 Erniedrigte Konzentration des NME1-NME2-Proteins in Spot A11

4341  SpotAll

In der massenspektrometrischen Analyse wurde der Spot A11 mit einem Score von
71 als NME1-NME2 Protein (SWISSPROT: Q32Q12; Q32Q12_HUMAN)
identifiziert. Es handelt sich um ein Protein mit dem Molekulargewicht von 30.1 kDa
und einem daraus kalkulierten isoelektrischen Punkt von 9.06. Spot A11 zeigt sich in
den CML-Gelen in funf von sechs Gelen erniedrigt. In der Literatur wird das Protein
bei 292 Aminosduren mit einem Molekulargewicht von 32.6 kDa und einem
isoelektrischen Punkt von 8.70 angegeben. Es besteht aus den fusionierten
Proteinen NME1 und NME2, die zur Familie der Nukleosid Diphosphat Kinasen
gehdren.

4.3.5 Nm23 Proteine und ihre biochemischen Funktionen

4.3.5.1 Nm23 als Nukleosid Diphosphat Kinase

Sowohl Nm23-H1 als auch Nm23-H2 besitzen NDP Kinase Aktivitat. Sie
katalysieren die Phosphorylierung eines Nukleotiddiposphates zu einem
Nukletidtriphosphat und sind ubiquitar exprimiert.

Nm23-Proteine Ubertragen das terminale Phosphat eines Nukleotidtriphosphats an
das eigene Histidin 118, und wandeln mit Hilfe dieses phosphorylierten
Zwischenprodukts ein weiteres NDP zu einem NTP um [102]. Histidin 118 ist an der
Nukleotidbindungsstelle lokalisiert und dient dort als Phosphatdonor und —akzeptor.
Es gilt als wichtigster Bestandteil der NDP Kinase Aktivitat.

Hartsough et al. identifizierten in vitro einen komplexen Histidin zu Serin Protein
Kinase Signalweg, der denkbar mit Signaltransduktion und Metastasierung in
Verbindung steht. Es handelt sich um eine Interaktion von Nm23-H1 mit KSR
(Kinase Suppressor of Ras), das schlieBlich an Raf-1, MEK1/2, Erk1/2 und Hsp90
binden kann [105].

4.3.5.2  Nm23 als Phosphotransferase

Nm23-H1 ist in der Lage mit NADPH einen Komplex zu bilden, der die Aktivitat einer
Phosphotransferase besitzt. Folglich ist der Komplex imstande, Serin oder Threonin
Reste zu phosphorylieren und in die Signaltransduktion einzugreifen [106]. Des
Weiteren scheint Nm23-H1 die Fahigkeit zu besitzen, Aspartat und Glutamat Reste
anderer Proteine zu phosphorylieren, was die Zellmotilitdt herabsetzt [107].
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4.3.5.3 Nm23 als Nuklease

Nm23-H2 fungiert als Transkriptions Regulator und bindet in dieser Funktion an den
Promotor fir c-myc und aktiviert dessen Transkription [108].

Zum einen besitzt Nm23-H2 eine Sequenz-abhangige DNA Bindungsfahigkeit, die
unabhéangig von der Nukleotidbindungsstelle mit den Resten Arg34, Asn69 und
Lys134 am Aquator des Proteins assoziiert ist [109].

DarUber hinaus konnte allerdings noch eine weitere DNA Bindungsstelle identifiziert
werden, in der eine kovalente reversible Bindung des Proteins an die DNA entsteht.
Dieser Bereich liegt innerhalb der Nukleotid-bindenden Region der NDP Kinase und
bindet die Aminosdure Lys12 mit ein, die an Bindung der DNA und Spaltung von der
DNA beteiligt ist. Dies deutet auf ein gemeinsames katalytisches Zentrum der
Nuklease und der NDP Kinase Aktivitdten des Proteins hin [109].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Nm23 in komplexe biochemische
Mechanismen involviert ist und diese noch nicht bis ins Detail verstanden sind.
Gleichwohl lasst sich ein Zusammenhang mit Entwicklung, Differenzierung [110],
Kanzerogenese und Metastasierung nicht von der Hand weisen.

Nm23-H2 beeintrachtigt mdglicherweise Zelladhdsion und Migration. Neben
Effekten auf die Zell Adhasion, die Uber eine Regulation der Expression von Integrin
Rezeptoren auf der Zelloberflache und Metallo-Proteasen der Matrix zurlickzuflihren
ist, scheint Nm23 mit ICAP-1, einem negativen Regulator der beta 1 Integrin
vermittelten Zelladhasion, in Interaktion zu treten. Dieser Komplex kénnte Einfluss
auf den Integrin vermittelten Signalweg und folglich die Fortbewegung und Migration
der Tumorzellen haben [111].

4.3.6 Nm23 und Hamatopoese

In einer differenzierungsresistenten murinen myeloiden Leukamie M1 Zelllinie
konnte ein sogenannter I-Faktor identifiziert werden, der mit dem Nm23-M2 Protein
Ubereinstimmt [112]. Darlber hinaus gelang es mit nativer Erythrozyten NDP Kinase
auch humane leukdmische Zelllinien (HEL, KU812 and K562) an einer induzierten
Differenzierung der Erythrozyten zu hemmen. Allerdings lie3 sich kein inhibierender
Effekt bei der Differenzierung der Monozyten und Granulozyten der HL-60, U937
and HEL/S Zellen nachweisen [113]. Willems et al. zeigten eine hohe Expression
des nm23 Gens in CD34+ Knochenmark Zellen, die mit der Differenzierung der
Zellen abnahm. Demnach wiesen reifere Knochenmark Zellen bereits niedrigere
Konzentration von nm23 auf. Die schwéachste Expression zeigten Lymphozyten aus
dem peripheren Blut [114].
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4.3.7 Nm23 und Metastasierung

4.3.7.1 Melanom

Das NME1- Gen wurde erstmals innerhalb eines Modells mit murinen
Melanomzellen beschrieben. Eine Zelllinie mit geringem metastatischen Potential
wies eine hoéhere NME1-m-RNA Expression auf als Zelllinien mit hohem
metastatischen Potential [97]. Auf Proteinbasis zeigte sich gleichermaBen, dass
metastatische Tumorzellen eine erniedrigte Expression des Proteins aufweisen [98].

In einer Gegeniberstellung von gutartigen Naevi mit malignen Melanomen,
Lymphknoten- und Fernmetastasen zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der
nm23 Protein Expression von Naevi und Melanomen. Des Weiteren konnte in den
Metastasen ein erniedrigtes Protein Level von nm23 beobachtet werden.
Interessanterweise konnte sogar eine niedrige nm23 Expression mit der Gegenwart
von Metastasen und einer schlechten Prognose der Patienten korreliert werden
[115].

4.3.7.2 Mammakarzinom

In &hnlicher Weise zeigten sich die Ergebnisse beim Mammakarzinom. Eine mit
nm23-H1 c-DNA transfizierte humane Mammakarzinom Zelllinie lie3 eine niedrigere
Metastasierungsrate beobachten als die Kontrollgruppe [116]. Eingebracht in
Brustgewebe oder subkutan injiziert in Mause, aber gleichfalls in vitro, konnte eine
geringere Absiedelungs- oder Kolonisierungsrate nachgewiesen werden.

Daruber hinaus konnte bei Brustkrebs Patientinnen in einer Kohortenstudien eine
hohe Expression des nm23-Gens mit einer besseren Prognose und einer héheren
Uberlebensrate in Zusammenhang gebracht werden. Gut differenzierte Tumoren
wiesen eine héhere Nm23 m-RNA Expression auf. In gleicher Weise verhielt es sich
mit den nodalen Befunden, eine erhéhte Expression lieB einen guten
Lymphknotenstatus beobachten [117].

4.3.7.3 Ovarialkarzinom

In einer Untersuchung an Ovarialkarzinomen zeigte sich zum einen eine erhdhte
Expression des nm23-H1 Gens in muzinésen Ovarialkarzinomen im Vergleich mit
serésen, endometrioiden und Adenokarzinomen des Ovars. Darlber hinaus wiesen
Metastasen im Omentum eine niedrigere Expression von nm23-H1 auf als im
Primartumor derselben Patientin. Daraus schlossen die Autoren, dass das nm23-H1
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Gen in den Prozess eingreift, der den Tumor an der Invasion in fremdes Gewebe
hindert [118].

4.3.7.4 Kolonkarzinom

Dahingehend gehen auch die Uberlegungen einer Untersuchung an
Kolonkarzinomen. Die humane Kolonkarzinom Zelllinie HT-29, die mit Nm23-H1
transfiziert wurde, wies eine Suppression von Lebermetastasen in Mausen auf.
Zellen, die nm23-H1 Uberexprimierten, besaBen eine verringerte Anzahl aktiver
MAP Kinasen und eine erniedrigte Rate aktiver MLC Kinasen. Nm23-H1 scheint
Einfluss auf die Anzahl phosphorylierter und dephosphorylierter MAP Kinasen
(mitogen-activated protein) und MLC (myosin light chain) Kinasen zu besitzen.
Liegen diese in dephosphoryliertem Zustand, also in inaktiver Form vor, sind sie
nicht in der Lage,n die regulierenden Leichtketten zu phosphorylieren, die die
Funktion von Myosin Il steuern. Myosin Ubernimmt Aufgaben innerhalb des Actin-
Myosin Zytoskeletts die zur Kontraktion und Motilitat der Zelle beitragen und folglich
auch die Migration der Zelle beeinflussen. Dies kdnnte ein Mechanismus sein, der
zu weniger Absiedelungen der Tumorzellen und zu erniedrigter gerichteter Migration
innerhalb dieser Untersuchung flhrte [119].

Da in den Transfektionsexperimenten die GréBe des Primartumors durch eine
Expression von Nm23 jedoch nahezu unbeeinflusst blieb, spricht man nicht von
einem Tumor Suppressor Gen, sondern von einem Metastasen Suppressor Gen
[120].

Eine Mutation des nm23-Gens konnte bei kolorektalen Karzinomen mit Metastasen
in Lymphknoten, Leber und Lunge assoziiert werden. Zwélf weitere Karzinome, die
noch nicht metastasiert waren, wiesen im nm23-Gen keine genetischen Alterationen
auf[121]. Dies unterstreicht den Stellenwert des Gens, den es in der Entstehung von
Metastasen vermuten I&sst.

Hinsichtlich der therapeutischen Optionen birgt das NME-Protein wenig Nutzen im
Bezug auf den Primartumor. Allerdings scheint bedeutsam zu erwahnen, dass die
Mortalitdt des Patienten nicht aufgrund des Primartumors steigt, sondern durch
sekundére Lasionen des Primartumors. Folglich sind grundlegende Erkenntnisse im
Bereich des Metastasierungsprozesses wichtig, um eine Absiedelung und Invasion
in fremdes Gewebe zu verhindern.

4.3.7.5 Bronchialkarzinom

Sowohl drei Zelllinien kleinzelliger Bronchialkarzinome als auch sechs weitere
Zelllininen nicht kleinzelliger Bronchialkarzinome lieBen im Vergleich zu Zelllinien
gesunder Lungengewebe eine erhdhte Expression der nm23-H1 mRNA erkennen
[122].
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In Bronchiallavagen von Patienten mit squamdsen Bronchialkarzinomen lieBen sich
aus den Lavagen des erkrankten Bronchus héhere Konzentrationen des nm23
Proteins nachweisen als aus der nicht betroffenen kontralateralen Lunge [123].
Diese Erkenntnisse stehen der Annahme gegenlber, dass die niedrige Expression
des Proteins mit erhdhter Malignitdt und aggressivem Tumorwachstum in
Verbindung steht. Erdenklich ware, dass sowohl eine erniedrigte Expression als
auch eine Uberexpression mit Malignitat einhergehen.

4.3.7.6 Prostatakarzinom

Beim Prostatakarzinom konnte bislang noch kein eindeutiger Zusammenhang
hergestellt werden. So wiesen sowohl Lymphknotenmetastasen des
Prostatakarzinoms, als auch der Primartumor eine erhéhte Expression des NME-
Gens im Vergleich zum gesunden Gewebe auf [124].

In einem Versuch an immun inkompetenten Mausen, die mit Prostatakarzinomzellen
xenotransplantiert wurden, konnte nm23 im Serum der Mause identifiziert werden.
Dies impliziert eine Produktion von nm23 durch den Tumor, da eine Immunantwort
der Maus nicht Ausgangspunkt fir die Expression der Kinase sein kann [125].

Dem gegenulber stehen Ergebnisse einer Studie, in der eine niedrige Expression
des nm23-Gens mit schlechtem klinischen Staging und hohem Tumor Grading
einherging [126].

Bei weiteren Tumorerkrankungen sind die Ergebnisse ahnlich widersprichlich. In
einigen Fallen ist gar kein Zusammenhang herzustellen. In anderen Fallen zeigt sich
wiederum eine positive Assoziation, das heiBt eine erhdhte Tumor Aggressivitat
geht mit einer erndhte Expression der Nm23/NDP Kinase einher.

4.3.7.7 Neuroblastom

Beim Neuroblastom korreliert ein aggressiver Tumor (Stage Ill, 1V) mit erhéhter
Expression und folglich auch mit einer schlechten Prognose der Patienten[127].

In einer weiteren Studie an Neuroblastomen konnte ein Zusammenhang zwischen
nm23 RNA Uberexprimierung und schlechter Prognose und einem niedrigen
Rezidiv-freien Uberleben der Patienten hergestellt werden [128].

4.3.7.8 Leukdmien

An einer murinen myeloischen Leukamie Zelllinie M1 lieB sich ein sogenannter I-
Faktor identifizieren (differentiation inhibiting factor), bei dem es sich um
Nm23/NDP-Kinase handelt. Mit Hilfe von M1 Zellen, die auf Induktion der
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Differenzierung zu Monocyten/Makrophagen durch Induktoren wie Dexamethason
resistent reagierten, produzierten héhere Konzentration des I-Faktors (Nm23/NDP
Kinase). Die Autoren schlieBen daraus, dass es sich bei diesem Protein um einen
Faktor handelt, der die Differenzierung in leuk&mischen Zellen unterdrickt. [112].

Mit Hilfe der ELISA Technik lieB3 sich in einer weiteren Studie ein Nachweis erhdhter
Serum Konzentrationen des Nm23-H1 Proteins bei hdmatologischen Erkrankungen
wie AML, CML, ALL, MDS und malignen Lymphomen treffen [129].

In einer Untersuchung von Blut- und Knochenmarksproben von 110 AML Patienten
zeigte sich eine gesteigerte mMRNA Expression von nm23-H1und nm23-H2 im
Vergleich zu normalen Blutzellen. Eine erhdhte nm23-H1 Expression korrelierte mit
schlechter Prognose und reduziertem Gesamtuberleben [130].

Diese Erkenntnisse stehen unseren Beobachtungen gegeniber, da das NME1-
NME2-Protein in unseren Untersuchungen erniedrigt ist.
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4.4 Identifikation von SAHMDI 1
4.4.1 Analyse von Spot B1 und B2

4.4.1.1 Spot Bl

In der massenspektrometrischen Analyse wurde der Spot B1 mit einem Score von
190 als SAMHDI 1 identifiziert (SWISSPROT: Q9Y3Z3, SAMH1_HUMAN). Geman
der Auswertung handelt es sich um ein Protein mit einem Molekulargewicht von
72.2 kDa und einem daraus kalkulierten isoelektrischen Punkt von 6.69. Spot B1
zeigt sich in 5 der 6 CML-Gelen in erhéhter Konzentration.

4.4.1.2 Spot B2

In der massenspektrometrischen Analyse wurde der Spot B2 mit einem Score von
169 als SAMHDI 1 identifiziert (SWISSPROT: Q9Y3Z3, SAMH1_HUMAN).
Entsprechend handelt es sich um dasselbe Protein mit einem Molekulargewicht von
72.2 kDa und einem daraus kalkulierten isoelektrischen Punkt von 6.69. Spot B2
zeigt sich ebenfalls in 5 der 6 CML-Gelen in erhéhter Konzentration. Im Gel waren
die Spots B1 und B2 direkt nebeneinander lokalisiert, dementsprechend Uberrascht
die Tatsache, dass es sich um ein identisches Protein handelt, nur gering. In der
Literatur ist es bei 626 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 72.2 kDa und
einem isoelektrischen Punkt von 6.69 angegeben.

In einem groBangelegten Screening, das auf die Expression neuartiger cDNA von
humanen dendritischen Zellen des peripheren Blutes angelegt war, lieB sich ein
Protein mit 626 Aminosauren identifizieren. Aufgrund der signifikanten Homologie zu
MG11, einem durch Interferon gamma induzierten Protein der Maus [131], sprachen
die Autoren schlieBlich von DCIP (dendritic cell-derived IFN-y induced protein). Eine
mRNA Expression lieB sich unter anderem in den Zelllinien K562 (CML), HL60
(Promyelozyten Leukamie) und THP-1(Monozyten Leukamie) nachweisen. Darlber
hinaus konnte eine mRNA Expression von DCIP ebenfalls in Herz, Skelettmuskel,
Milz, Leber, Dinndarm, Plazenta, Lunge und Leukozyten des peripheren Bluts
festgestellt werden. In Kolon und Niere war eine Expression der mRNA nur
geringfligig ausgepragt, in Thymus und Gehirn konnte keine DCIP mRNA gefunden
werden [132].

Bei DCIP handelt es sich um SAMHDI 1, dessen Name sich aus der Gegebenheit
zusammensetzt, dass das Protein eine SAM-Domane und eine HD-Doméane enthalt.
Die SAM (sterile o motif) Doméne stellt vermutlich eine Bindungdomane dar, die mit
der Regulation von Wachstumsprozessen in Verbindung steht [133].

Das SAMHDI 1 Protein ist bislang nahezu unerforscht. Man geht davon aus, dass
die Expression des Proteins ahnlich wie bei MG11 durch Interferon gamma induziert
werden kann.
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4.4.2 Interferon gamma

Es handelt sich hierbei um ein Typ Il Interferon, das von mitogen- oder antigen-
stimulierten T-Lymphozyten oder nattrlichen Killerzellen sezerniert wird [134, 135].
Interferon gamma ist ein Homodimer, das sich aus zwei identischen
Polypeptidketten zusammensetzt. Mit einer GroBe von 20-25 kDa, abhangig vom
Glykosylierungsgrad, besitzen die einzelnen Ketten 143 Aminosauren [136] und sind
Uber eine nicht kovalente Bindung miteinander verbunden [137]. Das biologisch
aktive Dimer besitzt eine alpha helikale Struktur mit sechs Helices in jeder
Untereinheit, die antiparall ineinander greifen [138]. Aufgrund der homodimeren
Struktur zeigt sich das aktive Interferon gamma als sdureempfindlich und hitzelabil
[139].

4.4.2.1 Wirkmechanismus von Interferon gamma

Interferon gamma bindet als Dimer an einen Rezeptorkomplex, der aus einer a- und
B-Untereinheit besteht und auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert wird. Bindet
Interferon gamma an die a-Untereinheit des Rezeptors kommt es zur Dimerisierung
des Rezeptors und Uber Transphosphorylierung der Tyrosinreste der Janus Kinasen
(JAK) I und Il und zu deren Aktivierung. Die aktivierten JAKs phosphorylieren
Tyrosinreste der a-Rezeptoruntereinheiten und formen Bindungsstellen fir STAT1.
Der Transkriptionsfaktor STAT1 wird am Tyrosinrest 701 phosphoryliert, dissoziiert
und homodimerisiert und formt somit das sogenannte GAF (gamma-interferon
activation factor) und transloziert in den Nukleus. Dort bindet es an GAS-Elemente
(gamma activated site) der DNA und stimuliert oder supprimiert die Transkription
einer Vielzahl von Zielgenen [140].

Gegebenenfalls kénnte die Gegenwart der proliferierenden Zellklone im
Knochenmark der Betroffenen eine antigen-stimulierte Reaktion der T-Lymphozyten
und NK-Zellen auslésen, an die sich eine verstarkte Produktion von Interferon
gamma anschliesst. Interferon gamma wies auf eine Reihe von murinen
Tumorzelllinien zytotoxische Wirkung auf. [141] und obgleich Interferon alpha und
gamma in ihrer Sequenz und in ihrem Bindungsverhalten entscheidend voneinander
abweichen, zeigten sich in vitro fur beide Préparate ahnliche Ergebnisse in der
Suppression myeloider Zellen [142-144]. Diese Resultate wurden zum Anlass
genommen, Patienten mit neudiagnostizierter Ph-positiver CML Interferon gamma in
der Dosis von 0.25-0.5 mg/m?Tag intramuskuldr zu applizieren. Sechs der 26
auswertbaren Patienten wiesen eine komplette hdmatologische Remission auf, vier
weitere Patienten erreichten immerhin eine partielle hamatologische Remission
[145]. Mit einer solchen Reaktion, also einer Induktion der Synthese von Interferon
gamma durch Mitogen- oder Antigen-stimulierte T-Lymphozyten oder natlrliche
Killerzellen wéare ein durch Interferon gamma induzierter Konzentrationsanstieg des
Proteins SAMHDI 1 zu erklaren.
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4.4.3 Interferon o

4.4.3.1 Interferon ain der Therapie der CML

In der Therapie der CML stellte Interferon a vor Beginn der Behandlung mit
selektiven Tyrosinkinaseinhibitoren das Mittel der Wahl zur Behandlung der
chronischen Phase der Erkrankung dar.

Interferon alpha gehért zu den Typ | Interferonen, die sich durch eine hohe
Temperatur- und S&urestabilitdt auszeichnen. Kommt es im Koérper zu einer viralen
oder bakteriellen Infektion, besitzen insbesondere infizierte T- und B-Lymphozyten
und Makrophagen die Fahigkeit, Interferon alpha zu synthetisieren. Es handelt sich
um eine Familie &hnlicher Proteine, die sich aus monomeren Polypeptidketten mit
jeweils 165 oder 166 Aminosauren zusammensetzen und ein Gewicht von 18-21
kDa besitzen [146].

Interferon alpha bindet an einen Rezeptor, der zur Familie der Typ Il Zytokin
Rezeptoren gehdrt [147]. Er besteht aus zwei Transmembranproteinen IFNAR-1
und IFNAR-2, die sich jeweils aus einer extrazellularen Doméne, einer
Transmembrandoméne und einer intrazelluldren Doméane zusammensetzen. Dabei
ist im Fall der IFNAR-1 Untereinheit die intrazellulare Doméane mit der Janus-Kinase
Tyk2 und bei der IFNAR-2 Untereinheit die intrazellulare Doméane mit der Janus-
Kinase JAK1 assoziiert. Vereinfacht kommt es nach Ligandenbindung zur
Tyrosinphosphorylierung von IFNAR1 durch die assozierten Janus-Kinasen, im
Anschluss werden STAT1/STAT2 Komplexe phosphoryliert, die sich vom Rezeptor
l6sen, daraufhin p48 binden und schlieBlich als Transkriptionsfaktor ISGF3 in den
Zellkern translozieren [148, 149]. Dort aktiviert er durch Bindung an interferon
stimulated regulatory elements (ISRE) die Transkription interferon stimulated genes
(ISGs) [150, 151].

Interferon a besitzt immunomodulatorische Eigenschaften, die sich in antiviraler
Aktivitat und der Stimulation der Antigen-Préasentation durch MHC 1- und MHC 2-
Molekile widerspiegeln. Dartber hinaus erhdht es die Aktivitat der Phagozyten und
tragt demnach auch zur Abwehr von Bakterien bei. In der Behandlung der CML
beinflusst es vermutlich den Verlauf der chronischen Phase durch seine
antiproliferativen Eigenschaften. Darlber hinaus induziert es die Zelldifferenzierung
[152, 153] und stellt die beta 1 Integrin vermittelte Adh&sion der Progenitorzellen am
Stroma des Knochenmarks wieder her. Die Hemmung eines unkontrollierten
Wachstums der Vorlauferzellen, die physiologischerweise ebenfalls durch beta 1
Integrine vermittelt wird, stellt sich durch Wirkung von Interferon a wieder ein [154].
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4.4.3.2 Vortherapie der Patienten mit Interferon &

Die Patienten der Probe 2, Probe 7 und Probe 16 sind vor Entnahme des
Knochenmarks mit Interferon o therapiert worden. Nun kdnnte in Annahme einer
Uberschneidung der intrazellularen Signalwege [150] ein Zusammenhang zwischen
dem Konzentrationsanstieg des SAMHDI 1 Proteins und der Interferon alpha Gabe
vermutet werden. Aufgrund der unterschiedlichen Struktur der beiden Interferone,
verschiedenen Rezeptorensystemen, divergierender Signaltransduktionwege und
anderen Zielgenen scheint dies auBerst unwahrscheinlich. Dagegen spricht
auBerdem, dass sich in der mit Interferon alpha vortherapierten Probe 16 keine
erhdohte Konzentration des Proteins nachweisen lieB. Hier zeigte sich eine
erniedrigte Konzentration von SAMHDI 1 im Vergleich zu den gesunden Kontrollen.
Probe 1, Probe 5 und Probe 12, die in der Vorgeschichte nicht mit Interferon
vortherapiert wurden, wiesen aber dennoch erhdhte Konzentrationen des Proteins
auf. Demzufolge kann aus den Ergebnissen keine sichere Aussage Uber die
Auswirkungen der Interferontherapie auf die Induktion des Proteins im
Knochenmark der CML Patienten getroffen werden.
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4.5 Identifikation von y-Actin
4.5.1 y-Actin

Im Gegensatz zu a-Aktin, dass sich ausschlieBlich in Muskelzellen findet, werden -
und y-Actin in allen Zellen des menschlichen Kérpers exprimiert [155, 156]. Sie sind
Bestandteil des Zytoskeletts und sind entscheidend an Phagozytose, Mitose und
Motilitdt der Zelle beteiligt. B- und y-Actin, die aufgrund ihrer geringen GréBe auch
als Mikrofilamente bezeichnet werden, unterscheiden sich nur in 1 % der
Aminosdurensequenzen. Das B-Actin-Gen ist auf Chromosom 7, das y-Actin-Gen
auf Chromosom 17 lokalisiert [157].

4.5.2 Erhohte Konzentration von y-Actin in Spot B4

4.52.1  Spot B4

In der massenspektrometrischen Analyse lie3 sich Spot B4 mit einem Score von 96
als gamma-Actin (Actin cytoplasmic 2, SWISSPROT: P63261; ACTG_HUMAN)
identifizieren. Es handelt es sich um ein 375 Aminosauren umfassendes Protein mit
einem Molekulargewicht von 41.8 kDa und einem isoelektrischen Punkt von 5.31.
Die Konzentration von gamma-Actin stellt sich in 5 der 6 CML-Gelen im Vergleich
zum Gesunden als erhéht dar.

4.5.3 y-Actin und Migration

Die Zellmigration ist an eine Neuorganisation des Aktin Zytoskeletts gebunden
[158]. Intrazellular kommt es zu einer Aktivierung der Rho-like GTPasen Rac und
Cdc42, die eine Reorganisation des Aktinskeletts und die Ausbildung der
sogenannten Filopodien und Lamellipodien erméglichen. Filopodien und
Lamellipodien dienen der Zelle zur Fortbewegung [159].

Die chronisch myeloische Leuk&mie ist durch einen Ubertritt unreifer Vorlauferzellen
vom Knochenmark ins periphere Blut gekennzeichnet. BCR-ABL steht im Verdacht
die Motilitats- und Adhasionseigenschaften der Zellen zu verandern.

4.5.4 Erhohte Konzentration von y-Actin und gesteigerte Motilitat

BCR-ABL konnte mit erhdhter spontaner Motilitdt, vermehrter Bildung von
Filopodien und einer erhéhten Rate von Protrusionen und Retraktionen assoziiert
werden [160]. Dies ist mdglicherweise auf eine deregulierte Aktivierung der Rho-like
GTPasen zurlickzuflhren. Physiologischerweise wird deren Aktivitdt namlich von
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BCR reguliert [161]. In vitro konnte, ausgelést durch die Bildung der Fusionsproteine
ABL-BCR und BCR-ABL, bereits eine deregulierte Aktivierung der GTPasen
beobachtet werden [162].

Darliber hinaus besitzt das BCR-ABL-Protein eine Actin-bindende Domane [163,
164] und ist zu 70 % am Zytoskelett lokalisiert [165]. Sind die erkrankten Zellen
aufgrund der pathologischen Interaktion mit gesteigerten Migrationseigenschaften
ausgestattet, erlangen sie einen deutlichen Vorteil gegeniber gesunden Zellen. Sie
sind in der Lage, in unreifem Zustand das Knochenmark zu verlassen und Uber die
Blutbahn in extramedullare Gewebe vorzudringen. Dies fihrt zu leukamischer
Infiltration und zur Progression der Erkrankung.
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4.6 Offene Fragen

4.6.1 Schwierigkeiten in Aufarbeitung und Verarbeitung des
Knochenmarks

4.6.1.1 Verarbeitung des frisch entnommenen gesunden
Knochenmarks

Bei den Proben 20, 34, 35 handelt es sich um Knochenmarkproben von gesunden
Spendern. Nach Entnahme aus dem Beckenkamm wurden sie sofort antikoaguliert
und gefiltert. Nach Erhalt der geklhlten Proben wurden sie, wie in Kapitel 2.1
beschrieben, verarbeitet. Um die Proben in der zweidimensionalen
Gelelektrophorese untersuchen zu kénnen, schloss sich die Aufarbeitung der
Proben, wie in Kapitel 2.4 beschrieben, an. Sowohl der Einfriervorgang als auch die
Aufarbeitung blieben komplikationslos. So zeigte beispielsweise Probe 20 in der
Zellzahlung 3,2x10°%/800 pl. Nach Gesamt-Protein Aufarbeitung (siehe Kapitel 2.6)
konnten die Proben die zweidimensionale Gelelektrophorese durchlaufen, allerdings
zeigten sie nach der Silberfarbung alle ein anderes Verteilungsmuster und eine
stark abgeschwéchte Intensitat der Proteinspots. Auch ein erneuter Versuch mit
erhdhten Protein Konzentrationen zeigte nicht den gewlnschten Erfolg. Aufgrund
der wiederholten eingeschrankten Beurteilbarkeit der Gele wurde das frische
gesunde Knochenmark gegen gesunde periphere Blutstammzellen ausgetauscht.
Diese Gele zeigten ein &hnliches Verteilungsmuster der Proteinspots wie die Gele
der CML Knochenmark Proben und lieBen sich diesen in der Auswertung
gegenulber stellen.

4.6.1.2 Verarbeitung der Knochenmark Backups der CML Patienten

Unter den 15 untersuchten CML Proben und den dazugehdrigen Gelen zeigten sich
auBergewdhnlich groBe Schwankungen in Hinblick auf die Qualitat der 2-DE Gele.
Eine hohe Qualitédt ist durch ein ausgeglichenes Verteilungsmuster, eine hohe
Intensitdt der Proteinspots und einen maoglichst minimalen Background
charakterisiert. Im Folgenden soll erarbeitet werden, welche Faktoren Einfluss auf
die Beschaffenheit der Gele genommen haben kénnten.

4.6.1.3  Lagerungszeit

Zunachst musste angenommen werden, dass trotz der DMSO Kryokonservierung
bei —196°C die Lagerungszeit die Eigenschaften der KM-Backups beeintrachtigt.
Allerdings konnte erstaunlicherweise kein sicherer Zusammenhang zwischen
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Einfrierdatum und Qualitdt der Proben hergestellt werden. Die sechs in die
Auswertung eingeschlossenen Proben wiesen eine durchschnittliche Lagerungszeit
von 1133 Tagen auf (siehe Tabelle 22). Im Mittel liegt die Lagerungszeit der neun
nicht zu verwertenden Proben mit 1431 Tagen (siehe Tabelle 23) deutlich héher.
Dabei verdeutlichen allerdings die guten Ergebnisse der Probe 16 mit 2722 Tagen
unter Kryokonservierung, dass keine kausale Beziehung zwischen Alter und
Lagerung der Probe hergestellt werden kann.

4.6.1.4 Alter der Patienten

Im Mittel lag das Alter der Patienten der zufriedenstellenden Gele in Tabelle 22 bei
50 Jahren. Das Durchschnittsalter der ungeeigneten Proben stellte sich in Tabelle
23 mit 39, 9 Jahren als niedriger dar. Inwiefern das jingere Erkrankungsalter
Einfluss auf die Knochenmarksproben besitzt, kann an dieser Stelle abermals nur
spekuliert werden.

4.6.1.5  Zellzdhlung nach Aufarbeitung des Knochenmarks

Bevor Patienten kryokonserviertes Knochenmark erneut zugefihrt werden kann,
muss eine Zellzédhlung erfolgen um die Viabilitat der Zellen zu erfassen. Zur
Uberpriifung unserer KM-Aufarbeitung fiihrten wir diese erst im Anschluss an die
Aufarbeitung der Zellen durch. Der Durchschnitt der Zellzédhlung der guten Proben,
zu entnehmen aus Tabelle 22, lag bei 2,49X10%800 pl.  Vier der nicht
auszuwertenden Proben zeigten in der Zellzahlung héhere Zellzahlen (siehe Tabelle
23), drei Proben lagen mit 2,4x10%800 pl etwa im Rahmen des Mittelwerts der
positiven Vergleichsproben und eine Probe wies mit 0,64x10%800 ul deutlich
niedrigere Zellzahlen auf. An Probe 6 wurde keine Zellzdhlung durchgeflhrt.
Hinsichtlich dieser Ergebnisse bleibt eine Einschatzung schwierig. Zwar ist davon
auszugehen, das gute Ergebnisse mit extrem geringen Zellzahlen nahezu
unmoglich sind. Darlber hinaus ist aber keine Tendenz erkennbar. Hohe und
niedrige Zellzahlen sind in beiden Gruppen eher zufallig verteilt und es fallt auf, dass
hohe Zellzahlen keine gute Qualitat zu sichern scheinen. Erstaunlicherweise konnte
ein eindeutiger Zusammenhang zwischen hoher Zellzahl und guten Ergebnissen
nicht hergestellt werden.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass bis jetzt nicht nachvollziehbar ist, wo die
Storfaktoren in der Aufarbeitung und Verarbeitung des Knochenmarks zu suchen
sind. Unverkennbar waren Unterschiede zwischen den Knochenmark Backups.
Besonders ausgepragt waren die Qualitatsunterschiede zwischen Knochenmark
und Peripheren Blutstammzellen. In Tabelle 21 sind die CML-KM Proben aufgelistet,
die schlieBlich in die Untersuchungen mit einbezogen wurden. Tabelle 22 zeigt die
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KM-CML Proben, die aufgrund nicht verwertbarer 2-DE Gele nicht in die
Auswertung miteinbezogen werden konnten. In Tabelle 21 und 22 sind
Lagerungszeit des Knochenmarks, das Alter und Geschlecht der Patienten, die
Vorbehandlung der Patienten bis zur Entnahme des Knochenmarks, sowie die
Zellzahlung, die nach der Aufarbeitung des Knochenmarks, wie im Kapitel 2.3
beschrieben, durchgefihrt wurde, dargestellt.
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Zusammenfasung

5 Zusammenfassung

Die chronisch myeloische Leukamie besitzt aufgrund des Genotyps mit
Philadelphia-Translokation Modellcharakter in der Onkologie. Nahezu regelhaft
findet sich zytogenetisch die Translokation der Chromosomen 9 und 22, die auf
molekularer Ebene in der Fusion eines BCR-ABL-Gens resultiert. Mit Bildung des
BCR-ABL Proteins entsteht eine konstitutiv aktivierte Tyrosinkinase, die in
wesentliche  Signaltransduktionswege eingreift und zu einer stadienhaft
verlaufenden Erkrankung fahrt.

In der Behandlung der chronisch myeloischen Leuk@mie ist es gelungen, basierend
auf der Kenntnis der molekularen Zusammenhange einen selektiven Tyrosinkinase
Inhibitor Imatinib zu entwickeln, der die gezielte Therapie der Erkrankung
ermd@glicht.

Obgleich die molekulare Pathogenese der Erkrankung bekannt ist, bleiben viele
Vorgénge im Knochenmark der Patienten unverstanden. Daraus ergab sich die
Notwendigkeit, mit Hilfe einer Proteomanalyse Knochenmark erkrankter Patienten
mit peripheren Blutstammzellen gesunder Spender zu vergleichen. Es konnte kein
Nachweis eines fiir die CML spezifischen Proteins getroffen werden, allerdings
lieBen sich Unterschiede hinsichtlich der Intensitat der Proteinspots darstellen. Eine
Identifizierung der Spots gelang mit der hochauflésenden zweidimensionalen
Geleelektrophorese, die durch MALDI-TOF ergéanzt wurde. Diese Methode
ermdglicht eine Momentaufnahme der Zellen und zeigt den exakten Proteinstatus
des Gewebes.

Unter den identifizierten Proteinen findet sich die a-Enolase, die sich in den CML
Gelen sowohl in erniedrigter und erhdhter Konzentration zu den gesunden
Kontrollen zeigte. Die a-Enolase ist ein Protein der Glykolyse, das mit
Tumorwachstum, Progression und Metastasierung in Zusammenhang gebracht
wird. Ein Isoenzym, die Neuronen spezifische Enolase, gilt bereits als etablierter
Tumormarker.

Mit dem Nachweis des NME1-NME2-Proteins konnte eine Nukleotid Diphosphat
Kinase identifiziert werden, die mit Entwicklung, Differenzierung und Metastasierung
in Zusammenhang steht. Das NME Gen wird als Metastasen Suppressor Gen
betrachtet. In dieser Untersuchung wies das NME1-NME2-Protein im Vergleich zu
den gesunden PBSC Gelen erniedrigte Konzentrationen auf.

Dartber hinaus konnte eine erniedrigte Konzentration der Fibrinogen beta und
Fibrinogen gamma Kette festgestellt werden. Diese Veranderung ist méglicherweise
hinweisend auf eine Stdérung der Hamostase der Patienten. AuBerdem konnten
veranderte  Fibrinogen  Konzentrationen  mit  einer  Progression  von
Tumorerkrankungen in Verbindung gebracht werden.
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Als weiteres Protein konnte y-Actin bestimmt werden. y-Actin ist Bestandteil des
Zytoskeletts. Eine erhdhte Konzentration gibt Hinweis auf eine erhdhte Motilitat und
Migrationsfahigkeit und verdnderte Adhasionseigenschaften der leuk@mischen
Zellen.

Mit der Analyse von SAHMDI 1 stellte sich ein nahezu unerforschtes Protein dar,
dessen Expression durch Interferon gamma induziert werden kann. Inwiefern es mit
der Behandlung der CML in Zusammenhang steht kann nur spekuliert werden und
erfordert darum weitere Untersuchungen.
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7 Anhang

7.1  Abkirzungsverzeichnis

2-DE
ABL

ad

AML
AMN107
ALL
APS
Ara-C
Arg
Asn
ATP
BCR
BMS354825
BSA

C

CBB
CD
cDNA
CHAPS
CO,

cm
CML
DCIP
D-Dimer
dl
DMSO
DNA
DTT
EDTA
ELISA
etal.
FCS
FDP
FSF

g

GAF
GAS
G-CSF
GIST
Gly

Zweidimensionale Gelelektrophorese
Abelson Onkogen

bis, auf

Akute Myeloische Leukamie

Nilotinib

Akute Lymphatische Leukamie
Ammoniumpersulfat
Arabinosyl-Cytosin

Arginin

Asparagin

Adenosintriphosphat

Breakpoint Cluster Region

Dasatinib

Bovines Serum Albumin

Celsius

Coomassie Brilliant-Blau

Cluster of Differentiation
complementary DNA
Cholamidopropyldimethylammoniopropansulfat
Kohlenstoffdioxid

Zentimeter

Chronisch Myeloische Leukéamie
dendritic cell-derived IFN-x induced protein
Spaltprodukt des Fibrins

Deziliter

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsgure

Dithiothreitol
Ethylendiamintetraacetat

Enzyme linked Immunosorbent Assay
et aliter, und andere

Fotales Kéalberserum
Fibrinspaltprodukte

Fibrin stabilisierender Faktor

Gramm

gamma-interferon activation factor
gamma activated site
Granulocyte-Colony Stimulating Factor
Gastrointestinale Stromatumoren
Glycin
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GO0-Phase
G1-Phase
GTP

h

HAP

HCI

HIF-1

H,O

HLA

HSA

HU

IE
I-Faktor
IFN

IRIS

ISG
ISRE
JAK
kb
kDa
KM
KSR
ul

I

Lys
m

m2
mA
MALDI-TOF

MAP
MBP-1
MCV
MCH
MCHC

MDS
mg
min

ml
MLC
mm
mmol
mol
mRNA
MW

Gap 0 Phase

Gap 1 Phase
Guanosintriphosphat

Stunde

Hypoxie assoziiertes Protein
Chlorwasserstoff

Hypoxia inducible factor 1
Wasser

Human Leucocyte Antigen
Humanes Serumalbumin
Hydroxyurea

Internationale Einheit
differentiation inhibiting Faktor
Interferon

International Randomized Study of Interferon
and STI571

interferon stimulated gene
interferon stimulated regulatory element
Janus Kinasen

Kilobyte

Kilodalton

Knochenmark

Kinase Suppressor of Ras
Mikroliter

Liter

Lysin

mannlich

Quadratmeter

Milliampere

Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation-
Time-Of-Flight
mitogen-activated protein
c-myc-binding Protein

Mittleres Erythrozyten Volumen
Mittleres Korpuskulares Hamoglobin
Mittlere Korpuskulare
Hamoglobinkonzentration
Myelodysplastisches Syndrom
Milligramm

Minuten

Milliliter

myosin light chain

Millimeter

Millimol

Mol

messenger Ribonukleinsaure
Molekulargewicht
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NaCl
NADPH
NaHgPO4
NDP
NK-Zellen
nm

NSE
N-terminal
NTP

PBS
PBSC
PCR
PDGF
PEP

PGA

pl

Ph

pH

Pro

RPMI

s
SAM
SCF
SDS
S-Phase
STI571
SZT
TAFI
TEMED
t-PA
TPI

\Y
Vol.-%
w

z. B.

Natriumchlorid
Nicotinamidadenindinukleotiddiphosphat
Natriumdihydrogenphosphat
Nukleosid Diphosphat

Natural Killer Zellen
Nanometer

Neuronen spezifische Enolase
Amino terminal

Nukleosid Triphosphat
Phosphate —Buffered Saline
Periphere Blutstammzellen
Polymerase Chain Reaction
Platelet Derived Growth Factor
Phosphoenolpyruvat
2-Phosphoglycerat
Isoelektrischer Punkt
Philadelphia Chromosom
pH-Wert, pondus Hydrogenii
Prolin

Zellkulturmedium 1640, entwickelt am Roswell
Park Memorial Institute
Sekunde

sterile a motif

Stem Cell Factor
Sodiumdecylsulfat
Synthesephase

Imatinib
Stammzelltransplantation
thrombin activatable fibrinolysis inhibitor
Tetramethylethylendiamin
tissue-Plasminogenaktivator
Triose Phosphat Isomerase
Volt

Volumenprozent

weiblich

zum Beispiel
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