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1. Einleitung
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,Blut ist ein ganz besondrer Saft®, das wusste schtephisto in Goethes Faust. Zu allen
Zeiten hat der rote Lebenssaft die Menschheit respiund fasziniert. Bereits frih entstand
die Vorstellung vom ,schlechten” Blut, bei dem Kkaeit drohte und dem ,guten” Blut
welches Gesundheit und Heilung versprach. DieseicAngeicht bis in die griechische
Antike. Damals erwéhnte der romische Dichter Ovid y. Chr. bis 17 n. Chr.) im 7. Buch
seiner Metamorphosen bereits die Injektion von Bhlg Verjingungskur: ,Zuckt die
Schwerter und holt das alte Blut heraus, damit dad leeren Adern mit jugendlichem
auffulle! Und auch der rémische Enzyklopadist @sl¢25 v. Chr. bis 50 n. Chr.) empfiehlt
in seinem Werk ,De medicina“ zur Behandlung derl&msie den Aderlass um gemaf den
Vorstellungen der auf Galen (129 bis 200 v. Chasiérenden Humoralpathologie den
schlechten Saft abfliesen zu lassen.

Auch die Schilderung der ersten allogenen Blutfizsisn erscheint abenteuerlich: Im Juli
1492 wurde dem schwer erkrankten Papst Innozerizded Blut dreier zehnjahriger Knaben
als ,Frischzellenkur” verabreicht. Zuerst starb@&nklinder, dann bekanntermafien der Papst.
Als Vater der homologen Bluttransfusion gilt Jan3¥andell (1790-1877), der am Guy's
Hospital (King’s College) in London als Gynéakologeaktizierte. 1825 Ubertrug Blundell
erstmals erfolgreich menschliches Fremdblut aué @ostpartal ausgeblutete Frau und rettete

ihr somit das Leben.

Bild 1.3 Zeichnung einer postpartalen Bluttraidn
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@il.4 James Blundell

Die meisten Experimente mit Blut und dessen Trasisfy die in den letzten Jahrhunderten
durchgefuhrt wurden, wirken heute befremdlich. Eistch die 1902 mit dem Nobelpreis
gekronte Entdeckung der Blutgruppen A, B und O lkdwden Wiener Arzt Karl Landsteiner,
war der Grundstein fur die moderne Transfusionsmediuf wissenschaftlicher Grundlage

gelegt.

Bilch Karl Landsteiner
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1.2 CML und PBSC

Je mehr das Blut durch den Menschen erforscht wualesto mehr Erkrankungen des Blutes,
aber auch Heilungsmdglichkeiten durch Infusion gleten Goldes” wurden entdeckt.

In unserem Fall, der chronisch myeloischen Leuk&@iL), liegen sowohl Krankheit als
auch Heilungschancen im Saft des Lebens.

Von einer Leukdmie im Allgemeinen spricht man beWwftreten einer bosartigen
Erkrankung der weil3en Blutkérperchen durch Prdtien unreifer hamatopoetischer
Stammzellen. Die Expansion eines malignen Zellkifirinst zur generalisierten Ausbreitung
im blutbildenden Knochenmark, zu eventueller Indilion extramedullarer Organe und
Ausschwemmung der ,leukamischen” Zellen in dasppere Blut, welche die gesunden
Zellen mehr und mehr verdrangen.

Die Einteilung der Leukamien erfolgt grob in leuk&aine und myeloische Leukamien sowie
etwas detaillierter in der so genannten FAB (FreAoterican-British-Group) Klassifikation
nach morphologischen und zytochemischen Kiriterien.

Bei der in meinem Fall ndher untersuchten CML hénde sich um eine sogenannte
myeloproliferative Erkrankung. Diese ist auf dieomhle Expansion einer frihen
hamatopoetischen Stammzelle zurlckzufiihren, die Beeinflussung aller Reihen der
Blutbildung fuhrt. Zugrunde liegt zu Uber 90% die hr@mosomentranslokation
1(9;22)(q34;q11) [1]. Die atypische CML ohne t(92& mit einem Anteil unter 10% deutlich
seltener. Das veranderte Chromosom Nr. 22 (= Rlpath-Chromosom oder Ph) zeigt ein
bcr-Gen-Rearrangement, verursacht durch Transtomkadies c-Abl-Protoonkogens (Abl =
Ableson leukemia Virus) von Chromosom Nr. 9 auf @hosom Nr. 22 in die Region des
Bcr-Gens (breakpoint cluster Region). Dort fusiones zu einem Bcr-Abl-Fusionsgen. Das
Fusionsgen Bcr-Abl kodiert die Synthese eines Fsgimteins mit Tyrosinkinaseaktivitat
und proliferationsférdernder Wirkung [2]. Dies lzatr Folge, dass das Zellwachstum und das
Uberleben dieser hamatopoetischen Zellen entd®igt]. Das Fusionsprotein beeinflusst die
natdrliche Apoptose seiner Zellen und die AdhadsianProteine der extrazellularen Matrix
durch Upregulierung der Integrin Aktivitat, um neinige der Folgen der Translokation zu
nennen [6, 7].

Von den drei bekannten Subtypen des Bcr-Abl Fugiarisins (190, 210 und 230 kDa), ist
das 210 kDa Protein am haufigsten. Das 190 kDaoRsprotein wiederum stellt die aktivste
Form der entstehenden Tyrosinkinasen und somit pletenteste Onkogen mit der

schlechtesten Prognose dar [2, 7].
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Die Storung im Genom der leukdmischen Stammzellertfinach Jahren Uber einen
Uberlebensvorteil zu einem volligen Uberwiegen dBh-positiven Zellklone mit
weitgehender Unterdriickung der Ph-negativen nommdiamatopoese. So teilt man die CML
denn auch in drei Phasen ein.

Die chronische Phase:

Hier sind die exzessiv produzierten Granulozytearcd die sich die CML vor allem
auszeichnet, noch funktionstiichtig, im Gegensatzdea unreifen Blasten der akuten
Leukadmien. Diese Phase ist weitgehend stabil, preetssch gut kontrollierbar und dauert
zwischen vier und sechs Jahren. Ihr folgt die Aéralonsphase:

Sie ist eine Ubergangsphase von ca. einjahrigeeDalie sich durch eine Progression der
Erkrankung mit Verschlechterung des Allgemeinbedimgl zusatzlichen zytogenetischen
Veranderungen bzw. durch eine Verschlechterunghatmorparametern auszeichnet.

In 2/3 der Falle kommt es daraufhin zur myeloiscB&stenkrise:

Dies bedeutet einen Anstieg von unreifen myeloiscVierlauferzellen auf Gber 30% im Blut
und/oder Knochenmark. Das andere verbleibendeeDd#r CML Patienten entwickelt eine
lymphatische Blastenkrise. Patienten die nicht @odn Komplikationen versterben, erleiden
einen terminalen Blastenschub an dem sie danreviest.

Damit es zu einer Blastenkrise kommen kann, missege ganz bestimmte Veranderungen
im Genom der Ph+ Zellen auftreten, die sich bezbi80% der Patienten nachweisen lassen.
Dazu zéhlen z.B. die Duplikation des Ph Chromosoms die Trisomie 8 [8]. Begleitend
kommt es zu vielfaltigen weiteren cytogenetischeraviderungen, wie zum Beispiel einer
Mutation bzw. dem Verlust des Tumorsuppressorge®®; was den Ubergang von der
chronischen Phase in die Akzelerationsphase mar@). Auch der Verlust des
Tumorsupressorgenes pl6 kann mit variabler Haufigleobachtet werden und weist dann
ebenfalls auf den Ubergang in die Akzelerationsphaw. eine Blastenkrise hin [10].

Der Altersgipfel der CML liegt zwischen 50 und 6&8hden. Als Ursache gelten ionisierende
Strahlung, Benzol und bisher unbekannte Faktorent &&r neuen Generation an
Medikamenten, den Tyrosinkinasehemmern wie Imat{i@tivec®), steht den Arzten eine
auRerst erfolgreiche Waffe im Kampf um das Leben geiitiver CML Patienten zu
Verfigung, mit zytogenetischen Remissionen (Phedellicht mehr nachweisbar) von Uber
80% in der chronischen Phase.

Dennoch ist und bleibt der einzig kurative Ansair definitiven Ausheilung der Erkrankung
noch immer die allogene Transplantation von Stantlierzeria Knochenmarktransplantation

oder peripherer Blutstammzelltransplantation (PBS(Hei der PBSCT handelt es sich
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sozusagen um eine kurative Bluttransfusion. Wasnd@l und seinen ané&mischen
Patientinnen damals die allogene Bluttransfusiom, wset den CML Patienten heute die
allogene Blutstammzellinfusion. Hier werden mitteggezieller Verfahren (siehe Material und
Methoden 2.2.2.) Stammzellen aus dem Knochenmarksepesunden Spenders in das
periphere Blut ausgeschwemmt. Die Stammzellen weategereichert, mit dem Blut des
Spenders entnommen und dem CML Patienten nach nadisttiver Chemotherapie,
reinfundiert. Die PBSC Infusion  wird gegenuber  derherkdmmlichen
Knochenmarkstransplantation mehr und mehr favetjsga sie viele Vorteile birgt. Dazu
zahlt, dass dem Spender zur Entnahme seiner Stdlempeir das leicht zugangliche Blut
entnommen wird, so dass Anasthesie und stationdieaAme entfallen, auRerdem kommt es
nach PBSC Gabe nachweislich zu einer rascheren nRek&tion des Blutbildes beim

Empfanger [11], als nach herkbmmlicher Knochennmardplantation.

1.3 Proteomics, Proteinkarten und Biomarker

1.3.1 Von Genomics Uber funktionelle Genomics zu Bteomics

Frahjahr 2001, das Human-Genom-Project kurz HUG@Sflentlicht die Sequenz des
humanen Genoms.[12] Dies bedeutet das Ende dedawest um die richtige Reihenfolge
der 3,2 Milliarden Basenpaare des menschlichen @sen&rofRe Hoffnung lastete auf den
Erkenntnissen der Genomentschliisselung und tatslédiihrte die erfolgreiche Arbeit des
Human Genom Projektes zu einem enorm verbesserestavidnis von einigen Krankheiten
auf molekularer Ebene.

Doch die geschatzte Zahl von 80.000 bis 140.000 e@emusste auf ca. 25.000
herunterkorrigiert werden. Anhand der enorm grof&@hl an Proteinen schatzt man, dass es
pro Gen also bis zu zehn verschiedene Proteinenainl geben muss. Schnell wurde deshalb
ersichtlich, dass sich die zellularen Ablaufe niemhand nackter Gensequenzen erahnen
lassen. In den letzten Jahren erkannte man, das$&€aom nur die Spitze des Eisberges
darstellt. Biologische Funktionen lassen sich niditein auf das statische Genom
zuruckfuhren, sondern hauptsachlich auf die dynetmisPopulation an Proteinen. Nur ein
sehr geringer Teil ausgereifter Proteine lasst satlein anhand der Genomsequenz

vorhersagen. Alternatives Splicing und posttrarsiale Proteinmodifikationen wie
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Phosphorylierung, Glycosilierung, Ubiquitinierungdu Methylierung fuhren zu einer viel
groReren Proteinvielfalt als die Genomsequenzvanah erahnen lassen. Um einen besseren
Einblick in die aktuell in der Zelle ablaufenden dhanismen zu erhalten, kam man ab von
reiner Genomicsforschung und wandte sich der sarggen “funktionalen Genomics™ zu.
Diese Methode arbeitet mit Mikroarrays, welche egmwRe Anzahl an ,im Moment"
exprimierten und somit aktiven Genen sichtbar macBeese Technik lasst allerdings ebenso
die vielen verschiedenen Proteinprodukte diesereGamd deren funktionelle Signifikanz
aul3er Acht. In der Tat korreliert die Genomexp@ssanalytik nicht gut mit der tatsachlichen
Proteinexpression einer Zelle [13]. Aul3erdem konstabile Proteine in der Zelle noch lange
aktiv bleiben, obwohl deren Gene langst heruntettred wurden. Dies entspricht der so
genannten zeitlichen Entkoppelung zwischen Trapskm und Proteom. Aus all diesen
Grinden und da die Proteine nachweislich die H&ibguae biologischer Aktivitat sind,
ricken die Proteine mehr und mehr in den Fokusnagedizinischen Forschungsinteresses.
Aufgrund der Schwéachen von Genomics und funkti@nelGenomics lenkte man das
Augenmerk auf eine aufstrebende und viel versprateneue Forschungsdisziplin: Die
Proteomics Forschung.

Urspringlich war das Proteom definiert als die @Gdbait an Proteinen welche durch das
Genom exprimiert werden (von: PROTEIn, exprimiastah das GenOM). Diese Definition
l&sst allerdings aul3er Betracht, dass das Protemraalierst dynamische Einheit ist, welche
sich abhangig vom Zellstatus und dem extrazelloldfdieu, in standigem Wandel befindet.
Deshalb sollte die Definition beinhalten, dass Besteom die Gesamtheit an Proteinen einer
gegebenen Zelle zu einer bestimmten Zeit darstellt.

Die grol3e Attraktivitat der Proteomics Forschuregliin der Fahigkeit ihren Focus gezielt
auf eine selektive Proteinpopulation unter garstibenten Vorraussetzungen zu richten, um
so funktionelle Fragen und Mechanismen zu klaref].[Der Reiz von Proteomics besteht
also darin, biologische Prozesse und Krankheitséblgrundlegend aufzudecken. Diese und
weitere Fragestellungen rund um das Proteom desdhen, hat sich die Human-Proteom-

Organisation kurz HUPO, zur Aufgabe gemacht [15].

1.3.2 Starken der 2-DE Proteomicsvorschung

Hochspezialisierte Proteine sind die Vorraussetziimgfast alle Zellfunktionen. Proteine
zeigen ein unglaubliches Repertoire an Fahigkeiddein ein Protein das seiner Rolle nicht
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gerecht wird, kann zu Krankheit und damit zu erioblgin Auswirkungen fuhren. So liegt es
nahe, an krankheits-involvierten Proteinen mit meiérkstoffen anzugreifen [16].

Da bereits heute Proteine die Hauptangriffspunkbelemer Arzneien darstellen, hat gerade
auch die pharmazeutische Forschung grol3es Intedzss@ solche Proteine zu ermitteln,
sowie ihre Strukturen, die Protein-Protein Wechg&hmgen, die molekularen Mechanismen
und ihre spezifischen Leistungen aufzuklaren. Wes @um Beispiel auch bei Imatinib der
Fall war, einem hochwirksamen CML Medikament, weklein Protein und zwar besagte
Bcr-Abl Tyrosinkinase, hemmt. Deshalb ist es vonas@erordentlich hoher Bedeutung die
Proteinverdnderungen im kranken Zustand zu dewdr#in, um die Identifikation
pharmazeutisch relevanter Ziele zu ermoéglichen. gewau hier liegt die grol3e Starke der
Proteomics, die weitreichende Einblicke in das rdl@e Verstandnis und die
Behandlungsmaoglichkeiten von Krankheiten gewabhrt.

Der grol3e Vorteil der 2-D Elektrophorese bestehingdaass durch die Kombination zweier
verschiedener Trennverfahren, bis zu 2000 Protgiigin Form einer zweidimensionalen
Proteinkarte, aufgelost werden kdonnen. Da sich ddrarte Proteinbanden bzw. Peaks gerne
Uberlappen, lasst sich mit eindimensionalen Vedahwie der herkémmlichen SDS-PAGE
(SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese), nur eineatirel gering Menge an Proteinen
darstellen. In der Regel weniger als 50. Jedemes@amnten ,Spot* des vollendeten 2. DE
Proteinkartengels entspricht ein Protein, dem amigrseiner Lage sein Molekulargewicht
und seine Ladung zugeordnet werden kann. Die 1.ebsimon fokussiert dabei die Proteine
der Zelle entsprechend ihrer Beladung mit saureth b@sischen Aminosauren, an ihrem
Isoelektrischen Punkt (IEF). In der 2. Dimensionrde® die Proteine entsprechend ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt.

Meilensteine in der Auftrennung von Proteinen duetéktrophoretische Verfahren waren
sicherlich nach 1933, dem Einfihrungsjahr der Etgkiorese zur Proteintrennung durch
Tiselius, 1955 die Einfuhrung von Gelen auf Sthdes durch Smithies. 1959 verbessert
Raymond das Verfahren durch Verwendung von Polyaerg-Gelen und Ornstein & Davis
entwickeln in den darauf folgenden Jahren verbess@uffersysteme, die zur hoch
auflésenden Trennung beitragen. 1966 fuhrt Maizat DS fur die Polyacrylamid-
Gelelektrophorese ein, bis schliel3lich 1975 O Hawmed Klose etwa zur gleichen Zeit die
Analyse von Proteinmischungen durch ein zweidinmraes Gelsystem revolutionieren [18-
20].
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Aber die Erforschung der Proteine mittels Protesnbcetet neben der Entwicklung neuer
Medikamentenangriffspunkte noch viel mehr hoffnwadie Mdglichkeiten. Indem man die
Proteinverdnderungen im kranken Organismus viaeBmoics erforscht, erhalt man die
Maglichkeit auf:

- neue Tumormarker [21]

- Biomarker zur frihen Detektion und somit besserezha@Bdlungsmadglichkeit
vieler Erkrankungen

- die Chance auf die Entwicklung vdllig neuer Vaccine

- Erkennung der Ursachen fiir Resistenzen und sorsisieeziberwindung [22]

- Einteilung von Krankheiten in verschiedene ,Prateuster* Subtypen und somit
Ermoglichung einer individuell zugeschnittenen Epee fir jeden einzelnen
Patienten bzw. Ermdglichung einer Prognosevoriersa

Zunachst mochte ich naher auf die Tumormarker éiege

Es existiert bereits eine Vielzahl von klinischgesetzten Tumormarkern wie dem CA-125.
Wie bei vielen bis heute verwendeten Tumormarkstndieser sehr unspezifisch. Er sagt
weder aus ob eine Entziindung oder ein Malignomiegirlnoch welches Malignom genau?
In der nahen Zukunft kénnten allerdings eine Reikeer Biomarker akkurate Diagnosen
ermdglichen und das anhand einfacher Bluttests,sanmaligne Erkrankungen bereits im
frihen Stadium zu identifizieren. So wurden bergiehrere neue tumorspezifische Proteine
durch Proteomics entdeckt, wie zum Beispiel durdatfe in Basel, welche den ,Proteasom
activator-complex subunit 3“ als potentiellen Tumarker fir Colorektalkarcinome
vorstellten, oder eine andere Arbeitsgruppe die 2¥S&s maoglichen ALL Marker auffuhrte
[23]. Auch fur die Suche nach Biomarkern zur frihBetektion von verschiedensten
Erkrankungen wie Alzheimer [24], rheumatischer Attt [25], Neurodermitis [26], Asthma
[27] oder cystischer Fibrose [28] wird bereits Boohics Technologie verwendet.

Traditionell konzentrierte sich die Biomarker Fdrsng darauf,einen Marker fur eine
bestimmte Erkrankung zu identifizieren. Heutzutdgsteht jedoch Konsens dartber, dass
mehrere unabhangige, krankheitsspezifische Protein&inne einer Proteinkarte, weniger
anfallig gegeniber Umwelt- und genetischen EinBiassind als ein einzelnes Protein [29, 30]
und gerade Proteomics hat das Potenzial solcheiRmihen mittels 2DE-Proteinkarten zu
identifizieren.

Zuletzt méchte ich noch die Mdglichkeit der patetugeschnittenen Therapie bzw. die

Maglichkeit der Prognosevorhersage naher beleuchten
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Die 2.DE-Elektrophorese hat bereits mittels linmgmfischer Proteinmarker die Subtypen
der ALL ermittelt. So konnten Vorhersagen bezigties wahrscheinlichen Ansprechens auf
herkdbmmliche Chemotherapien getroffen werden, umes® individuelle Prognose zu
erstellen [31, 32]. Eine andere Forschergruppertiiels 2DE-Analyse einen Zusammenhang
zwischen HSP27 Level und der Uberlebenszeit vonLB-®atienten gezeigt [33]. Die
Aussage der Veroffentlichung war, dass der HSP2velLalas Ansprechen auf die
konventionellen Chemotherapien vorhersagen lasssieBend auf solchem Wissen, kdnnte
man einerseits die Prognose eines speziellen Ratiebeurteilen und andererseits bei
ermittelten ,Risikogruppen” angepasste, individeelTherapien entwickeln, um so einen
Uberlebensvorteil fiir den Patienten zu erlangeder @anders formuliert, low Risk Patienten
ein hartes Chemotherapieregime mit all seinen Nelskangen ersparen.

Soll ein Biomarker im Klinischen Alltag zu AnwendukRommen, ist es von groRem Vorteil,
wenn er in leicht zuganglichem Material wie BluteodJrin zu detektieren ist. Deshalb habe
ich auch in meiner Doktorarbeit das leicht zugédrigdi Medium Blut ausgewéahlt. Proteomic-
Protein-Muster aus Koérperflussigkeiten bergen wasagt nicht nur groRe Mdglichkeiten fur
neue hochsensitive Diagnostiktools zur Friherkegruam Krebs [34, 35], sondern bescheren
mit ihren Proteinkarten gerade bei der CML vieleghiaihe Angriffspunkte fiir neue potentiell
kurative Medikamente.

Abschlie3end lasst sich feststellen: Eine besBesechreibung einer Erkrankung bedeutet
eine bessere Maglichkeit diese zu verstehen urnaehandeln und Proteomics hilft an beiden

Fronten.

2. Zielsetzung

Auf Chromosom 934, der Bruchstelle auf Chromosorned der chronisch myeloischen
Leukamie, wurde 1983 das zellulare Onkogen ,Abelsenkamie-Virus* kartiert.

Eine der wichtigsten Unterschiede zwischen dem iplogischen Abl Protein und Bcr-Abl,
ist ihre unterschiedliche subzellulare Lokalisatigibl liegt sowohl im Nukleus, als auch im
Cytoplasma vor, wohingegen p210 Bcr-Abl exklusiv@ytoplasma vorkommit.

Das nukleare Abl ist ein essentielles, proapoptbas Protein. Ber-Abl hingegen ist Gberaus

antiapoptotisch.
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Man weiss, dass diese transformierte CML-Progezgite einen Uberlebensvorteil hat. Auf
welchem Weg sie jedoch zu diesem Uberlebensvdeimt, ist weder genau bekannt, noch
wie genau sie es schafft der Apoptose (durch plogigche Stimuli, Strahlen bzw.
medikamentds induziert) zu entgehen.

Man geht davon aus, dass teilweise tief verborggeichsam ,schlafende” leukamische
Zellen bei therapierten CML Patienten verweilerg.ddinimal-residual disease. Wie und ob
man diese Zellen ausfindig machen oder bekampfien, kaeibt zu klaren.

Man ist dariiber Ubereingekommen, dass der so genagraft-versus-leukamia“ Effekt,
malf3geblich am Erfolg einer allogenen Stammzellpkamgation beteiligt ist. Welche
Antigene jedoch dabei durch die Graft-T-Zellen @kteart werden, ist nicht bekannt.

Auch die Proteine, mit denen Bcr-Abl interagiertasvzu dysregulierter Proliferation,
verminderter Anhaftung an das Knochenmarkstromawamnchindertem Apoptoseansprechen
der CML-Zellen fuhrt, sind bisher weitestgehendchhidentifiziert.

Mit Imatinib steht der Medizin ein sehr potentesdikament gegen die CML zu Verfigung.
Dennoch ist bekannt, dass Imatinib sowohl wenigeksam in fortgeschritteneren Phasen
der CML ist, als auch, dass mehr und mehr Resistegegen Imatinib auftreten.

Und auch die Frage, ob einem CML Patienten in deorischen Phase eine allogene
Stammzelltransplantation, mit all ihren Nebenwirgen und Risiken an einer Graft-versus-
host-Reaktion zu versterben, empfohlen werden esotider nicht, ist bisher eine

Herausforderung an jeden behandelnden Arzt.

Aus all diesen Grinden ergab sich die Notwendigetiphere Stammzellen CML Erkrankter
und gesunder Spender, sowie korrespondierendeinZsill mittels Proteomanalyse zu
vergleichen. Ziel der hochauflésenden 2-DE Testreihwar die ldentifizierung von CML
relevanten Proteinen, um eine Grundlage zu schéifen
- Proteomics erstellte, patienten-spezifische Rrkéeten, um individuelle Risiko-
Subtypen aufzudecken und Prognosen erstellen zuekdbies kénnte wesentlich zur
Entscheidungsfindung hinsichtlich einer Stammzatiplantation beitragen.
- Die Identifizierung von Zielantigenen des graftrsus-leukdmia-Effektes, ebenso
wie weitere Substratproteine von Bcr-Abl.
- Die Aufdeckung der Signalwege des CML-Fusionsgen&ht nur um zu verstehen

mithilfe welcher Proteine es zu den Veranderungén Rvoliferationsdysregulation,

11
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Apoptose-escape etc. kommt, sondern um ein umfdssevierstandis beziiglich der
grundlegenden Vorgange der CML zu erlangen.

- Die Erstellung neuer Biomarker(karten), mit dere@ne Friherkennung bzw. ein
Follow-up mdglich ist und auch eine minimal-residd&ease erkannt werden kann.

- Die Aufdeckung neuer Medikamenten-Angriffspunkte.

3. Material und Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Verwendete Materialien

3.1.1.1 Chemikalien

 Trypsin/EDTA, 0,05%/0,02% in PBSv/o Ca2/Mg?" (Biochrom, Berlin)
« Fotales Kalberserum (FCS) (PA\Biotech, Aidenbach)
* RPMI 1640 Medium w2g/l NaHC{hne L-Glutamin (Biochrom, Berlin)
» L-Glutamin 200 mM (Biochrom, Berlin)
* Gentamycin, 10 mg/ml (Biochrom, Berlin)
* PBS 0,81% in Phosphatpuffer (0,0067 mol/l), p& (Apotheke Klinikum Munchen)
« Einfriermedium (max. 1*10Zellen in 1ml Einfriermedium)
10% Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich, Deisiorf)
90% FCS
» Trypan Blau 0,4% (Sigam-Aldrich, Deisendorf)

3.1.1.2 Gerate und Zubehor

Brutschrank Typ B 5060 EK/C(Heraeus, Hanau)
Phasenkontrastmikroskop Phaco Diavert (ErngzLi6, Minchen)

Sterilbank Laminar Air Flow, Class 100, Typ BHsNFlow Laboratories, Meckenheim)

Tischzentrifuge TJ-6R mit Kihlung (Beckmann taostents, Minchen)

Sterile Zellkulturflaschen T75 und T25 mit einachstumsflache von 75 cm2 bzw. 25 cm?2

(Corning Incorporated, New York, USA)

12
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Sterile PP-ROhrchen, 15 bzw. 50 ml (TPP, Traggeh, Schweiz)
Sterile PP-Pipetten, 2, 5, 10 bzw. 25 ml (Cagnincorporated, New York, USA)

Steriler Zellschaber, 40 cm (Greiner bio-onegkenhausen)

Neubauer-Zahlkammer, 0,1 mm Tiefe (Assistenhdbeim)

3.1.1.3 Zellen

» V54/2. Es handelt sich dabei um eine charaketsihumane Zelllinie aus peripheren
Blutstammzellen eines gesunden Spenders, etabtierth die Arbeitsgruppe Huss
(Pathologisches  Institut  Innenstadt, Ludwig-Maxiamk-Universitdt Munchen).
Immortalisiert wurde V54/2 mit dem ,simian vacuatgt Virus 40, kurz SV 40. Ein

Poliomavirus aus der Familie der Papoaviren. V5d4&thst als Monolayer.

Bild 3.1.1 V54/2; Ein Abschnitt der Skalieruegtspricht 200pum

» K562. Diese Zelllinie wurde 1970 aus dem Pletgass einer 53- jahrigen CML Patientin
im Stadium der Blastenkrise etabliert [38]. K56248En sind multipotente hamatopoetische

und Bcr-Abl positive, maligne Zellen. K562 wéachig Suspension. [36-39]
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Bild 3.1.2 K562; ein Abschnitt der Skalierungspricht 200um

3.1.2 Kultivierung der Zelllinien

Das komplette Vorgehen erfolgt unter streng sterfBedingungen. Gearbeitet wird nur unter
dem Steril-Flow. Als gemeinsames Medium fir beiddllidien wurde RPMI in 10% FCS
und 1% L-Glutamin verwendet. Die Zelllinien wurddhycoplasmen negativ getestet. Es
kénnen sowohl T75 als auch T25 Flaschen verwendstlem. Im Folgenden wird die
Kultivierung mit T75 Flaschen und die daflr benti#igChemikalienmengen beschrieben.
Zunachst werden die in Stickstoff gelagerten Zelilen37°C im Wasserbad angetaut. In jeder
Zellampulle befinden sich 1 ml Zellen. Jede, deezangetauten Zellampullen, wird jeweils
in ein steriles 15 ml Spitzréhrchen Uberfihrt, rdrh zuerst jeweils 4 ml zimmerwarmes
Medium vorgelegt wurde. Nach dem Vortexen werdenSpitzrohrchen fur funf Minuten bei
16°C und 1200 Umdrehungen zentrifugiert. Nachdem dezentrifugierte Uberstand
verworfen wurde, wird jedes Zellpellet in je 14 kdédium resuspendiert und anschlie3end in
eine T75 Zellkulturflasche Uberfuhrt. Die so bektén Zellkulturflaschen werden in einer
wasserdampfgesattigten Atmosphare mit 5%, ®@& 37°C im Inkubator bebritet. Durch
tagliche visuelle Kontrolle wird beobachtet in vaai das Medium durch das Zellwachstum
verbraucht wurde, was sich durch Abblassung desdbots bzw. eines Farbumschlages ins
Gelbliche ablesen lasst. Mittels des Phasenkontiasiskopes wird beobachtet, in wieweit
das Wachstum der Zellen voranschreitet. Ab einesidgielungsflache der Zellkulturflasche
von 80% wird auf weitere Zellkulturflaschen gedplit Jeder Splittingvorgang entspricht

einer Passage.
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3.1.3 Splitting und Zellzahlung

Bei Monolayer (V54/2)

Von den zu 80% confluenten Zellkulturflaschen wizderst das verbrauchte Medium
abpipettiert. AnschlieRend werden die Zellen mitm2 PBS unter leichtem Schwenken
gewaschen. Die Flussigkeit wird erneut abpippetiert danach 2 ml Trypsin/EDTA auf die
verbliebenen Zellen zu geben. Nach ungeféahr dreifonf Minuten unter vorsichtigem
Schwenken, kann das zum Ablésen der Zellen vom chéasboden verwendete
Trypsin/EDTA vorsichtig abgenommen werden. Die diese Weise geldsten Zellen werden
mit 5 ml Medium resuspendiert, um die Trypsinierurallends zu stoppen. Um auch am
Boden anhaftende Zellen zu l6sen, wird die LOsungige Male mit der Pipette
aufgenommen, um damit den Boden zu spulen. Je®glsnl werden auf zwei neue T75
Flaschen verteilt, wobei jede neue Flasche vorhiérlih5 ml frischem Medium bestlckt
wurde. Nach dem Splittingvorgang, vor Aussdhenndehsten Passage, erfolgt zur Kontrolle
die Zellzahlbestimmung in der Neubauer Zahlkamrmefiir werden 5 pl des Zellen-Medium
Gemisches aus der T75 Flasche enthommen und mit 48ypanblau 1:10 verdunnt. 5 pl
dieser Mischung werden in die Neubauerkammer pgrettNach dem Auszahlen der Zellen
eines Gitterfeldes der Kammer unter dem Phaserdsiniitkroskop, wird die Zellzahl pro
Milliliter mit der Formel:

X (=Anzahl gezahlter Zellen) * 10 (=Verdiinnung)®1

bestimmt.

Bei Suspensionen (K562)

Auch hier wird das verbrauchte Medium abgenommerdiésem Fall aber indem das Zell-
Medium-Gemisch in ein steriles Spitzréhrchen Gk®mitfiand far finf Minuten bei 16°C und
1200 Umdrehungen zentrifugiert wird. Der entstamdelberstand wird verworfen und das
verbliebene Zellpellet mit 5 ml frischem Mediumuependiert. Jeweils 2,5 ml davon werden
auf jeweils eine neue, mit 11,5 ml frischem Medibastickte T75 Zellkulturflasche verteilt.

Auch hier findet eine Zellzahlung in der Neubauernkaer, wie oben beschrieben, statt.

15



Material und Methoden

3.1.4 Abernten der Zellen

Bei Monolayer (V54/2)

Abgeerntet kann nach jeder beliebigen Passage wenasofern die Zellen zu mindestens
80% confluent sind. Die Durchfuihrung erfolgt auderhstets unter sterilen Bedingungen
unter dem Steril-Flow. Der Erntevorgang ahnelt dgphitting. Auch hier werden die Zellen
erst mit PBS gewaschen. Um dann mit Trypsin/EDTAgedtist zu werden. Zum
.Nachspulen“ und somit zur Beendigung der Trypsakt®n, wird Medium verwendet. Um
die Zellausbeute zu erhéhen, kann neben mehrmaliggnahme des Zell-Medium
Gemisches durch die Pipette und spulen des Flasotens, auch ein Zellschaber verwendet
werden, um am Boden haften gebliebene Zellen mésttarzu I6sen. Die so entstandene
Suspension wird in ein steriles Spitzrohrchen yetf Um ein Zellpellet zu erhalten, wird
das Spitzréhrchen fur 10 Minuten bei 16°C und 120@drehungen zentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen und verbliebene Flissigkeste werden vorsichtig entfernt.
Gelagert wird das so gewonnene Zellpellet nach exemn bis zur baldigen
Weiterverarbeitung bei  -80°C, bzw. bei langerigst Lagerung nach Zugabe von

Einfriermedium in einer Cryobox in der Stickstofitte bei -170°C.

Bei Suspension (K562)

Auch hier erfolgt das Ernten analog dem Splittimgamg, nur dass direkt nach dem
Zentrifugieren und nach Abnahme des Uberstandedri&@imedium zugesetzt wird. Durch
Vortexen verbindet sich das Zellpellet mit dem Eerinedium und die Zellen kénnen bei -
80°C bzw. -170°C gelagert werden.

3.2 PBSC

3.2.1 Definition

Periphere Blutstammzellen (Peripheral Blood StenisCe PBSC) oder auch periphere
hamatopoetische Stammzellen, entsprechen unreifendferzellen, aus denen sich alle
Blutzellreihen eines Menschen entwickeln konnene R@wutologe und allogene PBSC-
Transplantation erlangt auf den Gebieten der Autwimtherapie und der ablativen
Hochdosis Radio- bzw. Chemotherapie immer mehr Beeg. Die Herstellung eines

peripheren Blutstammzellpraparates ist zwar erbebkufwendiger als diejenige eines
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herkbmmlichen Knochenmarktransplantates, was volemal an den apparativen,
medikamentdsen und sicherheitstechnischen (es haside bei einem PBSC-Transplantat
um ein ,Medikament*) Vorraussetzungen liegt, dermobirgt es gegeniber dem
Knochenmarktransplantat wichtige Vorteile [40]. Qergang zur PBSC Quelle, dem Blut, ist
leicht und schmerzfrei durch Venenpunktion mdgliéar Entnahme wird keine Vollnarkose
und somit keine stationare Aufnahme benétigt. Dewfanung ist auch bei Patienten mit
Knochenmarkfibrose und krankheitsbedingtem Knoclekabefall moglich und nicht
zuletzt fuhrt diese Art der Stammzelltransplantatiu einer schnelleren hamatopoetischen

Rekonstruktion.

3.2.2 Gewinnung

Zur Mobilisation von Stammzellen in das peripherdutBspielen hamatopoetische
Wachstumsfaktoren eine ganz entscheidende Rolle]. [4Der Granulozyten
koloniestimmulierende  Faktor (G-CSF) und der Gramylen-Makrophagen
koloniestimmulierende Faktor (GM-CSF) sind in dexge, die Ausschwemmung der CD34+
Zellen des peripheren Blutes um das Achtzigfachseteigern [40]. CD34 ist ein ,Cluster of
Differentiation* Molekul, ein Oberflachenantigensdauf hamatopetischen Progenitorzellen
gefunden wird und als Marker dieser Zellen diené Pahl der CD34+ Zellen betragt normal
nur 0,01-0,04% im peripheren Blut [42]. lhre Bestiong erfolgt meist
durchflusszytometrisch [42]. Bis zu 90% der CD34<llégh sind als determinierte
Vorlauferzellen der Hamatopoese anzusehen, da isieF@higkeit zur Selbsterneuerung
verloren haben. Im Gegensatz dazu besitzen dikchest pluripotenten Blutstammzellen die
Fahigkeit zur dauerhaften Rekonstruktion aller iédllen der Hamatopoese. Bereits 100
solcher Zellen reichen im Mausmodell zur komplefakonstruktion der Hamatopoese aus.
Im klinischen Alltag hat sich G-CSF zur PBSC Gewing nicht zuletzt wegen seiner
besseren Vertraglichkeit durchgesetzt [11]. Es texen mehrere Protokolle zur
Stammzellmobilisation und Separation [41-43]. Besgnden Spendern wird G-CSF meist
mehrere Tage hintereinander in einer Dosis von J48/kg/d auf zwei tagliche Dosen
aufgeteilt und subkutan injiziert. Dabei wird ddrgaachtet, dass die Apherese, dass heil3t die
Blutwaschung und somit Kollektion der PBSC's aus dgpenderblut am Apheresetag erst
einige Stunden nach der morgendlichen Dosis erfalgt G-CSF paradoxerweise erst zu

einem kurzen Abfall der zirkulierenden CD34+ Zelf&hrt.
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Die Kombination von Zytostatika und G-CSF Gabe kdmnZahl der zirkulierenden CD34+
Zellen sogar um den Faktor 1000 steigern, weshalbPlatienten, die an einer malignen
Erkrankung leiden, die G-CSF Gabe mit einem anjeleeilige Erkrankung adaptierten
Zytostatika Regime kombiniert wird [11, 40]. Die l&&avon G-CSF erfolgt dann in einer
Dosis von 5-10 pg/kg/d, beginnt einen Tag nach Biegmg der Chemotherapie und wird bis
zur letzten von mehreren Apheresen durchgeful®ei diesen Patienten wird die
Blutstammzellgewinnung, die als Backup oder auteld@BSC Spende dient, mittels
Leukapherese am Zellseparator [41] durchgefuhtialsbder tiefste Wert der Leukozyten
(,Nadir) durchschritten ist und/oder die Leukoaytéber 1000/ul steigen und die tagliche
Durchflusszytometrie einen Hochstwert der CD34Hefebestatigt [40]. Dies ist etwa 10-14
Tage nach Ende der Mobilisierungschemotherapié-dir

Sind die Blutstammzellen mobilisiert, wird das Bjetles ,Spenders” Gber Schlauche der
Leukapherese am Zellseparator zugefuhrt. Hier wedie Blutstammzellen vom Blut gleich
einer Dialyse abgetrennt und gesammelt, bevor sligselie Vene zuriickgeleitet wird. Fir
eine Transplantation werden mindestens 2*@D34+ Zellen/kgKG benétigt [11, 40, 41], so
dass bei kranken autologen ,Spendern” bis zu veerkiapheresen notwendig sein kdnnen, um
eine genugend hohe Zellzahl zu erhalten. Die smgeenen Blutstammzellen werden nach
Zugabe von DMSO Einfriermedium bei -192°C in fliggsn Stickstoff kryokonserviert.
PBSC’s von kranken ,Spendern“ werden entweder ask@ps verwendet, oder nach
Aufreinigung eines moglichst hohen Anteils Philgthéhchromosom negativer (bei CML),

CD34+ Zellen (=sog. ,Purging®) [42] als autologa®imzellspende.

3.2.3 Informationen zu den verwendeten PBSC Prapatan

Spender Alter Alter

Geschlecht Spender PBSC Leukos % Erys % Hb | Jugendliche %
Probe 15: weiblich 30.05.1972| 31.07.2003 35,4 4,3/13,8 1
PBSC-
gesund

Stabkernige | Segmentk. | Eosinoph. | Monozyten |Lympho s
% % % % %

5 83 2 2 7
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Probe 15 Probe 18 Probe 21 Probe 22 Probe 23 Probe 24 Probe 17 Probe 25 Probe 36
PBSC-gesund |PBSC-gesund |PBSC-gesund |PBSC-gesund |PBSC-gesund |PBSC-gesund |PBSC-CML PBSC-CML  |PBSC-CML

Geschlecht weiblich weiblich ménnlich weiblich weiblich

Alter Spender 30.05.1972 19.07.1948] 11.07.1966

Alter PBSC 31.07.2003 01.08.2001 19.01.2004 26.08.2003 02.01.2006 01.12.2003 02.06.1997 02.10.2002|  24.02.1997

Leukos/kgKG 35,50%]18,59*10° 14,55*10° 6,83+10° 12,52*10° 14,42+10° 0,41*10°

CD3/4/8+Zellen 214,85*10°  [195*10° 385+10° 572%10°

pro kgkG

CD34+Zellen 12,95*10° 9,91¥10° 18,7*10° 13,7*10° 56,6+10° 0,6*10°

pro kgkG

mononukleare 14,11¥10° 6,83*10° 12,52*10° 14,42*10° 3,2¢10" 0,31¥10°

Zellen/kgKG

Colony forming 19,1*10° 16,4*10° 64*10° 46*10° 0,2*10°

Units/kgkG 0,18+10° nach kryokonserv.

Burst forming 79 13 28 0 25

Units 1*10 /ml

Quelle José Carreras |Universitatskli- |Universitatskli- |Universitatskli- | Universitatskli- |Universitatskli- [Universitétskli- |Universitatskli- [José Carreras
Ambulanz nikum Hamburg [nikum H.- nikum H.- nikum H.- nikum H.- nikum H.- nikum H.- Ambulanz
GroRHadern |Eppendorf Eppendorf Eppendorf Eppendorf Eppendorf Eppendorf Eppendorf Grof3 Hadern

Tabelle 3.2.1 und 3.2.2 Alle Proben auf einen Blick

3.3 PBSC Aufarbeitung/Biocoll Gradient [44, 45]

3.3.1 Chemikalien

RPMI 1640 Medium w2g/l NaHC bhne L-Glutamin (Biochrom, Berlin)

Zellkulturmedium fir normale und neoplastiscletieh, entwickelt aniRoswell Park

M emoriall nstitute.

3.3.2 Gerate und Zubehor

Corsolin (Basillofabrik, Hamburg)
100% Alkohol (Merck, Darmstadt)
Aqua Bidest (Kerndl, Miinchen)

PBS 0,81% in Phosphatpuffer (0,0067 mol/l), pB (Apotheke Klinikum Minchen)
Biocoll Separating Solution (Biochrom, Berlin)

» Auf 4°C vorgekuihlte Zentrifuge (Beckmann TJ-&GAJund TJ-R Refrigeration Unit)

* Eis

» Laubsage

* Flussigstickstoff

» Abfalltite fur potentiell infektibses Material

* PP-ROhrchen, 15 bzw. 50 ml (TPP, Trasadingenw8iz)

* PP-Pipetten, 5 und 10 ml (Corning incorporatéelyv York, USA)

* Pipettboy
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Auf 37°C vorgeheiztes Wasserbad (Haake, Grafgifi

» Waage (Sartorius 1307 MP, Miinchen)
Sterile/unsterile Eppendorf Cups (Eppendorf, Harg)
Vortex Genie 2 (Bender & Hobein, Ziirich, Schweiz)

3.3.3 Vorgehen

Ziel dieser Aufarbeitung ist es, mit Hilfe einesoBoll Gradienten mononukleare Zellen von
Erythrozyten, Thrombozyten und Granulozyten zu sepen. Desweiteren wurden die
mononukledren Zellen von dem Einfriermedium DMSQywige anderen stérenden
Bestandteilen befreit.

Von der zu bearbeitenden PBSC Konserve (-80°C) everdngefdhr 10 g entnommen.
Abgefillt in ein 50 ml Tube, wird die Probe bei 87fim Wasserbad angetaut. Anschliel3end
wird das Tube bis auf 30 ml mit PBS gefillt undm&arzem vortexen fur funf Minuten bei
1000 Umdrehungen (= 200 g) und 4°C, zentrifugi®er entstandene Uberstand wird
verworfen. Das Tube erneut auf 30 ml mit PBS aduiiffeimittels Vortex gemischt und dem
gleichen Zentrifugationsvorgang unterzogen. Dereetnentstandene Uberstand wird
abgeschuttet. Im Anschluss an diesen WaschvorgamgR#®PMI Medium bis auf 20 ml des
Tubes aufgefiillt und mit Hilfe des Vortex mit derallpellet resuspendiert.

Jetzt werden jeweils vier 15 ml Tubes, jedes nmtl Biocoll versehen, vorgelegt. Die Biocoll
Losung hat den Zweck einen bestimmten Dichtegraeiieaufzubauen. Dies hat zur Folge,
dass Blutbestandteile von hdherer Dichte den Bidapjer durchwandern, wie zum Beispiel
die trotz Apherese verbliebenen Erythrozyten, digckd die Biocoll Losung komplett
aggregieren und deshalb vollstandig zum Rohrchesbgddimentieren. Die mononukleéren
Zellen wandern aufgrund ihrer geringeren Dichtectudie Biocoll Lésung und kénnen in der
Schicht zwischen Biocoll und Plasma gemeinsam amg$am sedimentierenden Partikeln
abpipettiert werden.

Es wird also die 20 ml Probe vorsichtig auf diervilb ml Tubes, welche mit Biocoll
versehenen wurden, verteilt, das heil3t jeweils pnmlTube. Die so bestickten Tubes werden
fur 20 Minuten bei 2100 (= 900 g) Umdrehungen uf@,4ZOHNE Bremse zentrifugiert. Die
entstandenen vier ,Biocollringe” (Siehe AbbilduBd..1) werden vollstandig abpipettiert, auf
zwei 15 ml Tubes verteilt und fur 20 Minuten beDO0Umdrehungen und 4°C zentrifugiert.
Die Uberstande werden verworfen, die Pellets anfe#zelnes 15 ml Tube vereinigt und

dieses mit PBS bis auf 7 ml aufgefillt. Nach Voeexvird die Probe erneut fir finf Minuten

20



Material und Methoden

bei 1000 Umdrehungen in der gekuhlten Zentrifugeeabrifugiert. Diese Waschvorgange
haben das Ziel das Zellpellet von mdglichen ReateBiocoll Losung, Blutblattchen, Plasma
etc. zu reinigen. Nach erfolgter Zentrifugation dvider Uberstand abgenommen und das
Zellpellet mit 1 ml NaCl resuspendiert.

Die Probe wurde fiir folgende Untersuchungen veneend

1. 100 pl wurden fir die Zellzdhlung in der Neubadéhlkammer und Anfertigen von
Ausstrichpraparaten in  May-Grunwalds-Eosin-Methpglan-Farbung, in ein steriles
Eppendorf Cup pipettiert.

Die May-Grunwalds Farbung wurde an frischen luftgeitneten und unfixierten Ausstrichen
angewandt. Die Praparate wurden Herrn Prof. DesHind Frau Dr. Arbogast vorgelegt. So
wurden Mononukleére- und Vorlauferzellen identéizi

2. 800 pl wurden erneut fir 10 Minuten bei 1000 Wehdingen und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet ensBiickstoff gefroren, dann bei -80°C

gelagert.

3.4 Gesamtproteinaufarbeitung fur 2-dimensionaledktrophorese

Sowohl die PBSC Proben, also auch die Zellkultuvarden identisch aufgearbeitet.

3.4.1 Chemikalien

* 10% DTT (=Dithiothreitol) (BioRad, Minchen)
» Amphloyte: Servalyte, pH 5-7 (Serva, Heidelberg)
» Harnstoff (BioRad, Miinchen)
* CHAPS (3,3Cholamidopropyldimethylammonio-1-progaifat) Lésung in Eppendorf Cup
ansetzen:
77 mg CHAPS (Serva, Heidelberg)
900 pl Puffer B (0.2M KCI, 20% Glycerol, 0,1 M Hphat Puffer)
27 ul Aqua Bidest
Nachdem diese Stoffe gel6st sind,
80 ul Puffer H-1B (Proteasehemmer, inaktiviertlgge der Zelllyse freigesetzten
Protags@°uffer H-1B: 1 Tablette complete TM (Roche, USA
auf 2 ml Puffer B)
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20 pl Puffer H2, zugeben und alles ordentlich mesch{Puffer H2: 1,4 uM Pepstatin
A in 10 ml Ethanol und 1,0 mM PMSF (Phanylmethyisnylfluoride) in 10 ml
Ethanol)

3.4.2 Gerate und Zubehor

» Bei -20°C vorgekuhlte Mérser

» Trockeneis/Eis

» Eppendorf Cups (Eppendorf, Hamburg)
* Flussigstickstoff

* Pipetten (Gilson, France)

» Glasspatel

* Magnetstangen/Magnetrihrer

3.4.3 Vorgehen

Um die Proben fur die 2-D Elektrophorese verwenderkdnnen, missen die Proteine aus
den Zellen gel6st werden, dies erfolgte nach darkiose beschriebenen Methode.

Zuerst wird das Zellpellet ausgewogen. Das erhalt@awicht multipliziert mit dem Faktor
1,4 ergibt diejenige Menge an CHAPS L6sung (in diB, diesem Pellet zugeflugt wird. Unter
Beigabe eines Magnetrihrers wird die Probe in ein@tn4°C kaltem Eiswasser gefillten
Gefal3, fur 30 Minuten gerthrt. Dieser Vorgang vatd ,CHAPS Reaktion” bezeichnet und
fuhrt zum Ldsen der zytoplasmatischen, membrangdgmen und cytoskeletalen Proteine.
Das zwitterionische Detergens CHAPS schiitzt daledPtbteine vor Aggregation.

Die Summe aus gewogenem Pelletgewicht und beremshn@HAPS Ldsungsmenge,
multipliziert mit dem Faktor 1,08 ergibt die erfertiche Menge in mg an Harnstoff, welche
fur das weitere Vorgehen benétigt wird.

Nach Beendigung der CHAPS Reaktion folgt die HarffisReaktion durch Zugabe der
ausgewogenen Menge an Harnstoff, wodurch die P@tb Minuten bei Raumtemperatur
denaturiert werden. Nach Beendigung der Harnstetkton wird die Probe fir 10 Minuten
bei 14000 Umdrehungen und Raumtemperatur zentgifudgder Uberstand wird ausgewogen.
Dieses Volumen multipliziert mit dem Faktor 0,1 ibtgsowohl die erforderliche Menge an
DTT in pl, als auch die benotigte Menge an Amphratyin .

Die Ampholyte verbessern dabei die Proteinléslidghkedem sie die Proteinaggregation auf

ein Minimum reduzieren. Beide Substanzen werdenProbe hinzugefiigt und mit einem
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Plastikspatel gut vermengt. Durch die Zugabe desclgedenen Reagenzien kommt es zu
einer mdoglichst vollstdndigen Ldsung, Disaggregati®eduktion und Denaturierung der
Proteine. Die so behandelten Proben werden bei*€l®ifgefroren und bei -80°C bis zu

ihrer Verwendung gelagert.

3.5 Quantitative Proteinbestimmung

3.5.1 Chemikalien

« Non-Interfering Protein Assdy' Kit (Calbiochem, Darmstadt)

3.5.2 Gerate und Zubehor

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

Kihlzentrifuge (Hettich EBA12/R, Tuttlingen)

Spectrophotometer DU-640 (Beckmann, USA)

Klvetten aus Kunststoff (Labor Schubert und We8chwandorf/Minchen)

2 ml Eppendorf Cups (Eppendorf, Hamburg)

3.5.3 Vorgehen

Die Proteinmengenbestimmung wird durchgefuhrt, mméhernd gleiche Konzentrationen an
Zelllysat auf die 2-D Gele auftragen zu kdnnen.shat zum Ziel méglichst gleich intensive
Gele flr die visuelle Auswertung zu erhalten.

Das Kit arbeitet dabei zum einen mit UPPA LoOsundgemiversal Protein Precipitating
Agent), wodurch interagierende Agentien aus deteftrprobe entfernt werden.

Zum anderen enthélt das Kit pro Ansatz eine defiai Menge einer alkalischen Ldsung,
versetzt mit speziellen Kupferionen, die nur antd@eiptketten der Proteine binden.

Da diese nicht an die Seitenketten der Proteinedenin wird das Kit nicht durch
interindividuelle Schwankungen der Proteine beéattitigt.

Prinzipiell kommt es zu einer Komplexbildung deoteine mit den Kupferionen. Mit Hilfe
eines Farbreagenz werden dann die freien Kupfemidmestimmt. Die Farbintensitat, die den
nicht gebundenen Kupferionen entspricht und migates kolorimetrischen Agens zustande
kommt, verhalt sich umgekehrt proportional der Erdkkonzentration.
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Im ersten Schritt wurde mittels einer Bovine Sertbumin (BSA)-Standardlésung
(Konzentration 2 mg/ml) eine Verdinnungskurve aechs Eichpunkten hergestellt, die im
Weiteren als Eichkurve diente (Doppelbestimmung @dwir Standard als auch fiur die
Proben). Fur die Eichkurve ist auch ein ,blank“igptvelcher alle verwendeten Losungen
enthalt, mit Ausnahme von BSA bzw. Probe. Nun wargeweils 10 pl pro Probe in ein
Eppendorf Cup vorgelegt. Nach Zugeben von 500 [RAHR Losung und vortexen, wird dies
fur 2-3 Minuten bei RT inkubiert. Nachdem weiterd®05 ul an UPPA-2 Ldsung
hinzupippetiert wurden, zentrifugiert man das Gemigei 10.000 Umdrehungen fur funf
Minuten um das Prezipitat als Sediment zu erhalteer Uberstand wird komplett
abgeschuttet, mdgliche Flussigkeitsreste werdersicltig entfernt. Zu jedem Prezipitat
werden 100 pl Copper Solution Reagent-1 und 40@gqubnisiertes Wasser gegeben und
gemischt, um das Pellet zu resuspendieren. Inelei@chritt wird 1 ml Reagent-2, bestehend
aus einer 100:1 Mischung der kolorimetrischen Ag&nsnd B, zu den Proben hinzugeflugt
und jeweils sofort gevortext. Nach 15 bis 20 Mernukann die Extinktion im Photometer bei
480 nm, mit Wasser als Referenz, bestimmt werdenedhnet an der BSA-Eichkurve erhalt
man so die jeweiligen Proteinkonzentrationen inplgder gemessenen Proteinproben.
Bestimmt wurden die Proben 36, 17, 18, 25, V54/K562B und V54/2B, in dieser

Reihenfolge.

3.6 Zweidimensionale Gelelektrophorese (2-DE)

3.6.1 Chemikalien

1. Dimension
» Gellosung fur die Glasrohrchen (Lange 15cm, 6mn)
5,4g Harnstoff, Endkonzentration 9M (BioRad, Mkiek)
4,75ml Gellésung (angegeben sind die Endkonzigoien im fertigen Gel)
5% Glycerin
3,5% Acrylamid (BioRad, Miinchen)
0,3% N,N’- Methylenbisacrylamid (BioRad, Miinchen)
0,06% N, N, N°, N"- Tetramethylendiamin (TEMEDBioRad, Minchen)
1ml Ampholyte 1+1+4, Endkonzentration 4%
4 Teile Servalyte, pH 5-7 (Serva, Heidelberg)
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1 Teil Pharmalyte, pH 3-10 (Amersham Pharmacadgh, Freiburg)
1 Teil Ampholine, pH 3,5-9,5 (Amersham Pharmd&i@tech, Freiburg)
250 ul APS, Endkonzentration 0,02%

1620 g Harnstoff

Kathodenpuffer fur die untere Kammer (9 M Haofi$t

120 ml Glycerin ad 3140 bidest.

150 ml Ethylendiamin

45 g Harnstoff

} ad 250 ml O b
12,5 ml HPO,

Anodenpuffer fir die obere Kammer (3 M Harnstoff

idesi

« 5 M Harnstofflésung (als Uberschichtungslésung):

3,8 ml Stammldsung
6 g Harnstoff
1 g Glycerin
mit 0,2 ml Ampholingemisch 1+1+4
« 8 M Harnstofflésung zum Uberschichten d

» Glycerin

2. Dimension
» Laufpuffer
44,9 g Tris Base

} ad 19ml F,0O bidesi

er Roangele wahrend der Aufbewahrung

232,3 g Glycerin ad 15 180 bidest.
15,59 SDS

« Aquilibrierungspuffer pH 6,8
25 ml Glycerin A
0,33gDTT

59 SDS
3,8 g Tris Base

> ad 250 mh@ bidet.

eine Spatelspitze Bromphenolblauw/
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+ Agarose (zum Uberschichten der 1. Dimensiondauni Gradientengel)
0,725 g Tris Base
3,75 g Glycerin
0,25 g SDS (Serva, Heidelberg)
1,25 g Agarose (BioRad, Minche
Die Agarose wird aufgekocht, in 15 ml Aliquots afigk und diese bei -20°C gelagert.

ad 250ml kO bidest

» Puffer D Stammldsung
272,5 g Tris Base
mit 5 M HCI auf pH 8,6 einstellen
Puffer D wird verwendet

} ad 1500ml kO bidest

1. Als Stammlésung zum GielRen der 2-DE Gradientengele
2. Als Uberschichtungslésung 1:3 mit® bidest. verdunnt
3. Als Spillésung fur die GradientengeloberflacheiBH,O bidest. verdinnt
* 10%ige und 16%ige Polyacrylamidlésung zum Gie@enl10-16%igen Gradientengele in
den Gelkassetten nach der Methode von Andersoraddrson 1988. Lange x Hbhe: 16 x
16cm, Dicke: 1,5 mm (Ansatz fur 22 Gele)
10%ige LOsung:
30,8 % Acrylamilésung (Serva, Heidelberg)227,9 ml
PufferD 175 ml
Aqua bidest. 282,5 ml
10% SDS 7 ml
10% Ammonium Persulfat 7 ml
TEMED 1,2ml
16%ige LOsung:
30% Acrylamid/Bisacrylamid-Losung, 37,5:1 363,64 ml ( Serva, Heidelberg)
Puffer D Stammlésung 175 ml
Aqua bidest. 94,61 mi
10% SDS-Lésung 7 ml
Glycerin 56 ml
10% TEMED 0,25 ml
10% APS-Losung 3,5 ml
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3.6.2 Gerate und Zubehor

« Laufkammern fiir die 1. und 2. Dimension Iso-Bda&tectrophoresis System mit Zubehor
(Hoefer Scientific Instruments, CA, USA)
Gelkassetten, 16 x 16 x 0,15 (innen)
Gelkassettenstander
Iso-Dalt Gradientenmischer
GielRapparatur fur die erste Dimension
Borsilikat-Glasréhrchen 18 bzw. 20 cm Léange, nen®urchmesser 1,5 mm
» Spannungsgeréat Electrophoresis Power Supplyd3®8 (Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg)

20 pl und 50 pl Hamiltonspritze (Bonaduz AG, Bdoz, Schweiz)

Glasriuhrstabchen

Glaspipetten (Poulten und Graf, Wertheim)

3.6.3 Erste Dimension

Die Auftrennung der Proteine in der 1. Dimensiofolgt gemalR ihrer Ladung. Die in der
Gellésung vorhandenen Ampholyte bauen dabei eieéativ stabilen pH-Gradienten auf
[46].

Verwendet werden vierundzwnzig 18 cm lange Glastidém, die in eine spezielle
GieRBapperatur eingestellt werden. Zum Giel3en dég ®ed Gellosung 15 cm hoch in die
Glasrohrchen gedriickt. Nach Polimerisation werdém @Gele mit etwa 5 pl 5 M
Harnstofflosung als Austrocknungsschutz tberschtalntd in einer feuchten Kammer bei RT
aufbewahrt. Am folgenden Tag wird die Geloberfladech zweimaliges Spilen mit Aqua
bidest. vorsichtig von Harnstoff befreit. Die Obdache muss dabei stets unverletzt bleiben.
Die Glasrohrchen werden luftblasenfrei in die IsatDLaufkammer eingesetzt, wobei die
untere Kammer mit Kathodenpuffer aufgeftllt wirdagkhlieRend erfolgt das luftblasenfreie
Auftragen der Proteinlosung auf die Gele. Fur 3fdirbung wird 14 bzw. 15 pl pro Probe
und Roéhrchen aufgetragen, fir Coomassie-Blau F@rivwerden 50 pl bendtigt. Die Probe
wird mit circa 5 pl an 5 M Harnstofflosung Ubersttiet, darauf wird dann bis zum oberen
Rand der Rohrchen mit 3 M Harnstofflaufpuffer adifge Die obere Kammer wird mit
Anodenpuffer gefillt, bis alle R6hrchen bedeckdsitiann wird die Trennung der Proteine in

der 1. Dimension gestartet. Es wurde eine anodisokasierung (AIF) vorgenommen.
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Theoretisch beruht das Verfahren darauf, dassdsecNettoladung eines Proteinmolekuils mit
dem pH-Wert der umgebenden Ldsung verandert. AnStiomquelle nach dem Protokoll
Tabelle 2.3 angeschlossen, wandern die Proteinarbidie Stelle des pH-Gradienten, der
ihrem charakteristischen isoelektrischen Punktpeitist, an dem sie also keine Nettoladung
tragen und daher im elektrischen Feld nicht meliela (isoelektrische Fokussierung, IEF).

Nach Ender der 1. Dimension werden die 1. DE Gaeteden Glasrohrchen befreit, in eine
kleine Petrischale Uberfiihrt, ihr basisches Endkienaund bis zu Ihrer Verwendung in der

2. Dimension bei -80°C gelagert.

Laufprotokol 1. Dimension

1 Stunde 100V | Bendtigte

1 Stunde 200V | Ampeére und
18 Stunden | 450V | Watt Werte
30 Minuten 600V | zieht sich das
30 Minuten 900V | Gerét

5 Minuten 1400V | selbstandig

THbe8.6.1

3.6.4 Zweite Dimension

In der 2. Dimension werden die Proteine nach ihkéolekulargewicht aufgetrennt.

Zum Giel3en der 2. Dimension werden die 22 Gelkessaeh eine GradientengielRkammer
(IsoDalt) eingestellt. Die 10 und 16%igen Gellosemgverden Uber einen Gradientenmischer
in die GielRkassetten gepumpt. Nach Erreichen vgb th Giel3hohe werden die Gele
Uberschichtet. Nach etwa 1,5 Stunden sind die k»igplett auspolymerisiert, werden jedoch
erst nach 4 Stunden zur Aufbewahrung bei 4 °C utaliies

Verwendet wurden pro Lauf 10 Gradientengele 16 x1B15, die im Gradientenmischer
(Iso-Dalt) [47] mit einem Polyacrylamidverhaltnierv10-16 % gegossen wurden.

Anfangs wird die Oberflache der auspolimerisier@ele zweimalig mit Puffer D gespiilt.
Unterdessen wirkt bereits der Aquilibrierungspufiéer groRziigig auf die 1.DE Gelwirmer
gegeben wurde, fur funf Minuten ein. Dann wird dasl der ersten Dimension auf die
Oberflachenkante eines Acrylamid-Gradientengeldtblasenfrei mit dem sauren Ende
beginnend von links nach rechts aufgelegt und ngdrAdseldsung Utberschichtet. Wenn alle
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10 Gradientengele mit einem 1.DE-Gel bestickt sind die Agarose fest ist, kbnnen die
Gelkassetten in den 2D Tank, welcher mit Laufpuffefillt ist, eingestellt werden. Das
elektrische Feld befindet sich senkrecht zum Feld isoelektrischen Fokussierung. Durch
das Gradientengel wandert so jede Polypeptidkede - Dimension zu dem ihrem
Molekulargewicht entsprechenden Ort und bildet riclearakteristischen Fleck. Die Laufzeit

zur Trennung der Proteine betragt 18 Stunden.

1. Dimension 2. Dimension
IEF SDS-PAGE
* I — = = = = .
@ -
.
ha o
& - | !
T !
[l -
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[n]
Iiﬁ E
v
Y
° ® |wmc

Graphik 3.6.1 Prinzip der zweidimensionalen Geletgdhorese.

In der 1. Dimension wandern die Proteine bis zerhjeweiligen Isoelektrischen Punkt, das
ist der pH Wert, bei dem die Proteine keine Nettofagen tragen und sich deshalb in einem
elektrischen Feld nicht mehr weiter bewegen. In2ldbimension werden die Proteine nach
ihrem Molekulargewicht getrennt. Voraussetzung ddss die Proteine durch das stark
negativ geladene Detergens NatriumdodecylsulfatS)S&ne Negativladung bekommen, die
proportional ihrem Molekulargewicht entspricht. Hea bindet jedes Proteinmolekdl

entsprechend seiner Grol3e zahlreiche negativ gedaDetergensmolekiile, die die Proteine
bei anlegen einer Spannung zur positiven Elektnwdadern lassen. Grof3ere Proteine mit
hoherer negativer Beladung sind starkeren elekieisKraften ausgesetzt, ,schleifen” aber
auch starker und werden daher im Gel viel starkelangsamt als kleine Proteine. Auf diese

Art erfolgt die Auftrennung einer komplexen Protaischung.
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3.7 Anfarbung der Proteine im Gel

3.7.1 Silberfarbung nach Heukeshoven und Dernick

3.7.1.1 Chemikalien

Fixierldsung: (alles Endkonzentrationen) 50%dgtbl, 10% Essigsaure
1000 ml Ethanol

o ad 800 ml KO bidest 3
200 ml Essigsaure

Inkubationslésung: 30% Ethanol, 0,5 M Natriuntated,5% Glutaraldehyd,
0,2% Natriumthiosulfat

41 g Natriumacetat

300 ml Ethanol

2 g Natriumthiosulfat

20 ml Glutaraldehyd
Silberlésung: 0,1% Silbernitrat, 0,01% Formaldg&h{37%) (L6ésung bis Gebrauch im
Dunkeln aufbewahren)

1 g Silbernitrat ad 1000mlJ@ bidest.

288 ul gefiltertes Formaldehyd
Entwickler: 2,5% Natriumcarbonat, 0,05 mM Natnitniosulfat, 0,01% Formaldehyd

pH 11,3
25 g Natriumcarbonat

ad 1000 ml LO bidest

} ad 1000 ml KO bidesi
12 mg Natriumthiosulfat

288 ul gefiltertes Formaldehyd
pH Einstellung auf 11,3 mit Natriumhydrogencaréion

» Stopplésung: 0,05 M EDTA, 0,02% Thimerosal (ime#facher Ausfiihrung)
200 mg Thimerosal

(Sigma-Aldrich, Deisendorf)>  ad 1000 ml LO bidest
18,6 g EDTA
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3.7.1.2 Gerate und Zubehor

» Schittler HS 250B (Janke und Kunkel, Staufen)

* Farbeschalen

3.7.1.3 Vorgehen

Durch Farben der Proteine werden diese im Gel lschgemacht, sodass anhand ihrer
Position im Gel bereits Rickschlisse auf den pldesiMolekulargewicht mdglich sind. Die
Silberfarbung wird verwendet um uber visuelle Augweg Unterschiede im Proteinmuster
der verwendeten Proben zu detektieren.

Die Silberfarbung Uberzeugt vor allem durch ihrendncSensitivitat. Selbst in geringen
Konzentrationen kénnen vorhandene Proteine sichgbaracht werden. Dies erfolgt durch
Anlagerung der Silberionen an basische und schiedfele Aminosaurereste [17]. Das
Prinzip beruht auf der Reduktion von SilberionerrcuNatriumthiosulfat, was zu einer
Umwandlung in metallisches Silber fuhrt.

Nach Beendigung der 2. Dimension werden die auskdesetten gelésten Gele Gber Nacht
fixiert, anschlieRend einzeln in Farbeschalen iilbetf und fir 2 Stunden in 300 ml
Inkubationslosung pro Farbeschale auf dem Schigdechwenkt. Nachdem jedes der Gele
fur drei mal 30 Minuten in jeweils frischem Aquadbst. gewaschen wurde, wird jedes Gel
fur 30 Minuten in 300 ml Silberldsung inkubiert. ¢fa Ablauf dieser Zeit wird die
Silberldsung abgegossen und in Aqua bidest. fur.n8f Sekunden von verbliebenen
Silberresten befreit, um stérenden Background auimeren. Hinterher werden die Gele in
300 ml Entwicklerlésung inkubiert. Unter leichtemanuellen Schwenken zeigen sich die
einzelnen Proteinspots. Die Entwicklungsdauer ish \der aufgetragenen Proteinmenge
abhangig und liegt im Idealfall bei 2 bis 5 Minutdéie Proteine sollten dabei moéglichst gut
gefarbt sein, der Hintergrund sollte nicht zu dunkerden. Ist die gewlnschte Farbintensitat
erreicht, werden die Gele in 250 ml Stopplésungfiibet. Darin schwenkt jedes der Gele fir
15 Minuten auf dem Schiuttler. Es muss bedacht wemkess die Farbintensitat der Gele auch
in der Stopplésung noch etwas zunimmt, da der Ektumgsprozess nicht sofort beendet
wird. Nach 15 Minuten wird die Stopplésung erneuent die Gele eine weitere Stunde darin
zu belassen. Danach wird zweimal mit Aqua bidesspglt und die Gele in einem mit Aqua
bidest. geflllten Behéalter Uber Nacht abgedeclaggt. Am nachsten Arbeitstag kdnnen die
Gele in Folie eingeschweifl3t werden und stehen ideellen Auswertung zur Verfiigung.
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3.7.2 Coomassie-Brilliant-Blau Farbung (CBB) [48]

3.7.2.1 Chemikalien

» CBB-Fixierer: 10% Eisessig, 50% Methanol, 40%uAdpidest.
500 ml Methanol (Merck, Darmstadt)
400 ml Aqua bidest.
100 ml Eisessig (Merck, Darmstadt)

» Farbeldsung: 10% Eisessig, 50% Methanol, 40%aAgjdest.
0,5 g = 20 Tabletten Coomassie Brilliant Blau R28lerck, Darmstadt)/ | Lésung

Die Tabletten werden in dem Methanol tber NaclemuRUhren gelost
500 ml Methanol
400 ml Aqua bidest.
100 ml Eisessig
L6sung vor Gebrauch filtrieren

» Entfarber: 5% Methanol, 12,5% Eisessig, 82,5%ahidest.
250 ml Ethanol
4125 ml Aqua bidest.
625 ml Eisessig

3.7.2.2 Gerate und Zubehor

e Schuttler

3.7.2.3 Vorgehen

Die Coomassie Brilliant Blau (CBB) Farbemethodeitzeshicht die hohe Sensitivitat der
Silberfarbung [17]. Die Proteinnachweisgrenze lizghn Mal hoher bei etwa 100 ng. Fur
CBB wurden von uns im Durchschnitt die 3,6 facAerfitragemengen, also 50 pl, eingesetzt
um ein auswertbares Muster zu erhalten. Nach Detekiuffalliger Spots in silbergefarbten
Gelen wird die CBB Farbung fiir die massenspektrasatte Identifikation (MS) verwendet.
Nach dem 2.DE-Lauf werden die Gele fur mindestén$ $tunden fixiert. Daraufhin werden
sie in die CBB-Farbelosung uberfuhrt, in der sieriNacht schittelnd gefarbt werden. Am

darauf folgenden Morgen werden die Polyacrylamied@t sechs Stunden entfarbt, wobei die
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Entfarberldsung zwei bis sechs mal, je nach Fardiadgler Gele, erneuert werden muss. Der
Entfarbevorgang ist beendet, wenn die Gele keinbwaken mehr abgeben. Abschlie3end
kommen die Gele Uber Nacht in 7%ige Eisessiglotewpr sie analog der Silberfarbung in

Schlauchfolie eingeschweil3t und bei -4°C gelagerden konnen.

3.8 Visuelle Auswertung

Nach wiederholten 2-DE Laufen entstanden hochwertipnd bezlglich Qualitat und
Konzentration der Proteinspots vergleichbare Gelgokl des Patientengutes als auch der
Zelllinien. Fir den ersten Schritt der visuellen stuertung wurden passende Geelpaare
gebildet. Die visuelle Auswertung erfolgt an silipefidrbten Gelen. Verglichen wurden
Proben von CML Patienen und gesunden Spendern,esean CML-Zelllinien und
physiologischen Zelllinien. Ganz am Anfang stehe ddetektion qualitativer und/oder
guantitativer Proteinveranderungen innerhalb deredhen Gelpaare (Paarvergleich). Daran
schlie3t sich der so genannte Quervergleich aruridar versteht man die Bestatigung bzw.
Verwerfung der im Paarvergleich aufgefundenen Sphisch Abgleich jedes einzelnen
gefundenen Spots in allen verwendeten Gelen. Zuraclbss werden die Punkte des
besonderen Augenmerks noch darauf untersuchteadich auch in den Paaren der Zelllinien

finden und bestenfalls bestatigen lassen.

3.9 Quantitative und qualitative Auswertung der Spo

3.9.1 TopSpot®

Mit Hilfe des Softwareprogrammes TopSpktnnen die Spots sowohl nach ihrer Anzahl, als
auch nach ihrer Intensitat vermessen werden. UnTopSpof arbeiten zu kénnen, miissen
die Gele im Bitmap Format eingescannt vorliegenrcBulie visuelle Auswertung werden

bereits auffallig veranderte Spots ausgewéahlt,edigsrden dann einzeln in jedem der Gele
aufgesucht um deren Intensitatsgrad zu vermessieneibaltenen Werte werden in einer

Excel Tabelle vermerkt, in der sie statistisch ausgytet werden konnen.
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3.9.2 Excel

Unter Einsatz des Windows Office Programms EXeelolgt die statistische Auswertung der
ausgewahlten Proteinspots. Diese Auswertung hatSiam, rechnerisch die unvermeidbaren
Konzentrationsschwankungen der einzelnen Gele lativieren und die Signifikanz der
subjektiv, im visuellen Vergleich, aufgefundenen oSp zu objektivieren. Um die
Konzentrationsunterschiede in den Gelen vernadgkisszu kdnnen, mussen alle Gele auf
die Konzentration eines ,Mastergeles” rechnerisaigeglichen werden. Nach diesem
.Normalisieren“ der Gele an ein ,Mastergel“ erfolgaich Normalisieren der Paarpartner
aneinander, die Darstellung der prozentualen Abweig gesunder Spots vs. CML Spots im
Paarvergleich.

Als CML-relevante Proteinveranderungen wurden voa diejenigen Spots ausgewahlt, die
sich in mindestens 80% aller Patienten-PBSC-Gedpglaich verhielten. Also in mindestens
vier von funf ,gesund vs. CML"“-Vergleichspaarendie gleiche Richtung verandert waren.
Zusatzlich wurde verglichen, ob sich diese Verandgen der Proteinexpression auch in den
Zelllinienvergleichspaaren V54/2 und K562 bestatiges.

Wir setzten die Schwelle von 100% auf 80% heral,Bfick auf das relativ neu entdeckte
HER/2neu. Dieses Gen produziert den HER/2neu CGimtrdin Zellrezeptor auch c-erbB-2
genannt, der einen wichtigen prognostischen Fakioran Brustkrebs erkrankte Frauen
darstellt und das wesentliche Kriterium fur eine il@behandlung mit Herceptin ist. Die
Entdeckung dieses Genes bzw. Proteins stellte éftelenstein in der Brustkrebsforschung
da und auch HER/2neu wird trotz seiner enormem\Relz nur bei 5-55% der erkrankten
Frauen Uberexprimiert.

Durch die Schwellensenkung wollte unsere Arbeitggeu sicherstellen, solche

krankheitsrelevanten Proteine nicht zu Gbersehen.

3.10 MALDI-TOF Massenspektrometrie [49, 50]

Proteinspots, die durch die statistische Auswertwegjatigt werden konnten, wurden aus den
CBB-Gelen ausgeschnitten und an die Arbeitsgruppef. FDr. Axel Imhof am Adolf
Butenandt Institut, Zentrallabor fur Proteinanddyiti der Schillerstral3e 44, 80336 Munchen
gesendet, welche die weitere Verarbeitung tUbernafier. erfolgte ein tryptischer Verdau

der Proteine (in-gel-digest) [51, 52]. Das Trypsohneidet dabei die Proteine immer genau
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zwischen den Aminosauren Lysin und Arginin, so dd&sptidfragmente von ganz
spezifischer Lange und Gewicht entstehen. Der MAIDAtrix-assisted laser desorption
ionization) —TOF (ime of flight) Massenspektrometemisiert und beschleunigt die
Peptidfragmente im Vakuum mittels eines Lasersnaeh molekularer Masse treffen die
verschiedenen Fragmente unterschiedlich schnell Aarffangort auf und ergeben so
verschiedene Spektren.

Verwendet wurde ein Voyager MassenspektrometeFuera Applied BioSystems, USA. Es
wurden 20000 V Spannung angelegt bei einer Lasssitét von 1770 V. Die Auswertung
dieser Spektren (Massenfingerabdruck bzw. masseffingrint) [53] erfolgte durch
vollautomatischen  Abgleich mit theoretischen Spaien von Proteinen in
Sequenzdatenbanken durch das Mascot databank Eleseaftware Programm mit einem
Peaktoleranzbereich von +/- 150 ppm.

Dies fuhrte zur Identifizierung der Proteinspot§,[55].

Die weitere Charakterisierung der Proteine erfoldtech interaktive Datenbankrecherche
mittels SwissProt, TTEMBL und PubMed.

4. Ergebnisse

4.1 PBSC/Biocoll

Wie in Material und Methoden 3.3.3 beschrieben,dgar mit Hilfe der Biocoll Separating
Solution mononukledre Zellen aus den Leukaphenesgesunder Spender, von CML
Patienten, sowie von korrespondierenden Zelllinettrahiert. Der mithilfe der Biocoll
Losung erhaltene ,Ring“, wurde sorgsam abpipettieot dass eine maoglichst reine Probe
entstand, um diese weiter verarbeiten zu kdnnenKaatrolle, ob nicht wichtige Zellen im
Ruckstand verloren gehen, wurden auch 2-DE Gel&dekstandes angefertigt. Diese waren

aber wie erwartet blande.
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J J

ﬁ I — -Ring’ mit Stammzellen

Zentrifugation

Biocoll

L6sung
U —> Rickstand

Graphik 4.1.1

Einen wichtigen Kontrollpunkt stellten Ausstrichpeiiate der separierten Zellen da. Diese
dienten dazu sicherzustellen, dass durch den Sa&peeorgang die richtigen Zellen
extrahiert wurden. Anfangs zeigten sich auf denstichen allerdings so gut wie keine bzw.

zerstorte Zellen.

Bild 3.1 Peoh5: PBSC-gesund, Zelltrimmer und Kernschatten

Wie sich herausstellte, wurde anfangs eine zu Hdmelrehungszahl zur Zentrifugation
verwendet. Folglich wurden ab diesem Zeitpunkt &dibheren Umdrehungszahlen als 2100
(=900g) gefahren. Nach Behebung dieser Fehlerqusdigten sich zufrieden stellende
Ausstrichpraparate an gereinigten mononukleareleZehit denen die Versuche fortgesetzt

wurden.
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Bild 4.1.2 Probe 17: PBSCACM

Um einen Anhalt auf mdgliche Ursachen qualitatihlechter Gele zu erhalten und nicht
zuletzt als Hinweis auf die Qualitdt und den Pragehalt der Proben, wurde von jedem
aufgereinigten PBSC Pellet eine Zellzahlung indeubauerzéhlkammer (siehe Material und
Methoden 3.1.3) angefertigt.

Ergebnisse der Zellzahlung

Zellzahl in der 800 pl
Probe
Probe 17: PBSC-CML 19,28*1000.000
Probe 25: PBSC-CML 3,68*1000.000
Probe 36: PBSC-CML Zellzahlung nicht mdglich
Probe 15: PBSC-
gesund 3,6*1000.000
Probe 18: PBSC-
gesund 2,8*1000.000
Probe 21: PBSC-
gesund 6,64*1000.000
Probe 22: PBSC-
gesund 15,04*1000.000
Probe 23: PBSC-
gesund 7,36*1000.000
Probe 24: PBSC-
gesund 18,24*1000.000
Tabelle 4.1.1
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4.2 Gesamtproteinaufarbeitung

Die Gesamtproteinaufarbeitung wird angewandt unersgits die Proteine aus der Zelle zu
|I0sen und andererseits die Tertiarstruktur derdimetaufzuwinden, so dass diese in der 2-DE
verwendbar sind.

Sowohl die Zellkulturen als auch das PBSC-Spendemiaa wurden nach identischem
Protokoll aufgearbeitet (siehe Material und Metho@e4).

In einer der PBSC-Spenderproben zeigte sich eibl&ro Die Viskositat dieser Probe erwies
sich als enorm hoch, so dass es nicht moglich vesednit der Pasteurpipette aufzunehmen,
bzw. diese fiir die Elektrophorese zu verwenden. Risdiesem Zeitpunkt konnte kein
Zusammenhang zu der stark variierenden Viskos#@&eohzelnen Probe aufgezeigt werden.
Gelost wurde dieses Problem zum einen durch melgesaFrieren in flissigem Stickstoff
und darauf folgendes Tauen, wodurch das Pelletitbesia Z&higkeit verlor, zum anderen
durch Verdunnung mit Aufarbeitungslésung aus Pulfer CHAPS + H1B + H2 und 9M
Harnstoff. Als Ergebnis entstanden Proben von idefdsten Proteinen in gut verwendbarer

Viskositéat.
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Ergebnisse nach Gesamtproteinaufarbeitung (GP)

Zellzahl in der 800 | Pelletgrof3e
ul Probe (PG) PG nach GP | Viskositat Verdiinnungslésung in pl
Probe 17:
PBSC-CML 19,28*1000.000 52mg 221,48mg normal /
Probe 25:
PBSC-CML 3,68*1000.000 26mg 93,6mg normal /
Probe 36: Zellzahlung nicht
PBSC-CML maoglich 50mg 212,4mg normal /
Probe 15: sehr
PBSC-gesund 3,6*1000.000 31mg 156mg hoch 30
Probe 18:
PBSC-gesund 2,8*1000.000 28mg 91,2mg normal /
Probe 21:
PBSC-gesund 6,64*1000.000 17mg 48mg normal /
Probe 22:
PBSC-gesund 15,04*1000.000 43mg 161,02mg normal /
Probe 23:
PBSC-gesund 7,36*1000.000 24mg 73,2mg normal /
Probe 24:
PBSC-gesund 18,24*1000.000 11mg 39,6 normal /

Tabelle 4.2.1

4.3 Proteinbestimmung

Die Proteinmenge einer

Probe wird standardmanigtines,

um exakt gleiche

Konzentrationen an Protein auf die 2-DE Gele agérazu kdnnen um so vergleichbare

Gelqualitaten zu erhalten. In diesem Fall wurde Riteingehalt der PBSC’s bestimmt, um

eventuelle Rickschliilsse auf die stark variierendscBaffenheit der Gele schlie3en zu

kdnnen.
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BSA
conc [mg/ml] oD Standard
0 0
8,000 -0,0513 | 4ul
16,000 -0,0946 | 8ul
24,000 -0,1619 | 12ul
40,000 -0,2368 | 20ul
50,000 -0,2640 | 25ul
X y

Tabelle 4.3.1 Optische Dichte(OD)/Konzentration@oates BSA Standards

conc.
Probe oD [mg/ml]
36 -0,3 53,46
17 -0,3 53,46
18 -0,02615 2,98
25 -0,0761 12,19
V54/2A -0,1721 29,88
K562B -0,2377 41,98
V54/2B -0,1614 27,91

Tabelle 4.3.2900pe Dichte/Konzentration der Proben

Proteinbestimmung

Konzentraion (mg/ml)
0 [ ! ‘ ‘
8 1 24
10 R 20 30 40 50 60
005 \
-0,1 25 }\
V54/2A
(]
o 015 —
BSA Standardkurve K562B
0.2 V54/2B
075 36+17
1 \
-0,3 (C)
Graphik 4.3.1
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Nach Zusammenfassung der bisher erlangten Ergebmeisgbt sich folgende Tabelle.

Zellzahl in der 800 pl|PelletgrofRe |PG  nach conc
Probe (PG) GP Viskositat | (mg/ml)
Probe 17: PBSC-CML 19,28*1000.000 52mg| 221,48mg |normal 53,46
Probe 25: PBSC-CML 3,68*1000.000 26mg 93,6mg | normal 12,19
Zellzahlung nicht
Probe 36: PBSC-CML maoglich 50mg 212,4mg | normal 53,46
Probe  15: PBSC-
gesund 3,6*1000.000 31mg 156mg | sehr hoch | Probe leer
Probe  18: PBSC-
gesund 2,8*1000.000 28mg 91,2mg | normal 2,98
Probe  21: PBSC-
gesund 6,64*1000.000 17mg 48mg | normal Probe leer
Probe 22: PBSC-
gesund 15,04*1000.000 43mg| 161,02mg | normal Probe leer
Probe 23: PBSC-
gesund 7,36*1000.000 24mg 73,2mg | normal Probe leer
Probe 24: PBSC-
gesund 18,24*1000.000 11lmg 39,6 | normal Probe leer
Tabelle 4.3.3

Es ist kein eindeutiger Zusammenhang zwischen &dlland PelletgréRe oder Zellzahl und

Proteinkonzentration der Probe zu erkennen.

4.4 Vergleichende Proteomanalyse mittels zweidimemsler
Gelelektrophorese

Die aufgearbeiteten Proben wurden, wie beschri¢hiehe Material und Methoden 3.6.), mit
Hilfe der hochauflosender 2-D Elektrophorese betgbeMittels der darauf folgenden

Silberfarbung (siehe Material und Methoden 3.7.0yden die einzelnen Spots innerhalb der
Gele sichtbar gemacht, wodurch anschauliche umddezierbare Proteinkarten entstanden.

Unter den Gelen der verschiedenen Proben zeigtesh sjedoch starke

Qualitatsschwankungen.
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Bild 4.4.1 Probe 22.2. PBSC-gesund (optimal)

Bild 4.4.2 Probe 18.1. PBS&Sund (suboptimal)

Nachdem alle Elektrophorese-Laufe der

Proben abgesen waren begann die

Ursachenforschung, um moglichen Grinden fir diesew&nkungen auf den Grund zu

gehen. Es wurde eine Tabelle erstellt, welchevaiéigbaren Informationen einer jeden

Probe zusammenfasst.

Qualitatskontrolle

Gel 1 Gel 2
Auftragemenge (AM) in pl|Qualitat AM in pl Qualitat Zellzahl in der 800 pl Probe |PelletgréRe (PG)|PG nach GP Viskositat conc (mg/ml)
Probe 17: PBSC-CML 1Fj 15 19,28*1000.000] 52mg 221,48mg|normal 53,46}
Probe 25: PBSC-CML 1Fz| 3,68*1000.000] 26mg 93,6mg|normal 12,19
Probe 36: PBSC-CML 1§| Zellzahlung nicht méglich| 50mg 212,4mg|normal 53,46}
Probe 15: PBSC-gesund 14 3,6*1000.000| 31mg 156mg|sehr hoch Probe leer
Probe 18: PBSC-gesund 15| 2,8*1000.000| 28mg 91,2mg|normal 2,98|
Probe 21: PBSC-gesund 15 15 6,64*1000.000) 17mg| 48mg|normal Probe leer
Probe 22: PTBSC-gesund 15 13| 15,04*1000.000) 43mg 161,02mg|normal Probe leer
Probe 23: PTBSC-gesund 15 7,36*1000.000) 24mg| 73,2mg|normal Probe leer
Probe 24: PTBSC-gesund 15| 18,24*1000.000)| 11mg| 39,6[normal Probe leer
sehr gut
gut Qualitétskontrolle
schlecht
Probe 15 Probe 18 Probe 21 robe 22 Hrobe 23 Frobe 24 Pfo be 17 Probe 25 Probe 36
PBSC-gesund PBSC-gesund HBSC-gesund PBSC-gesund PHSC-ge sund PBSC-gesund BSC-CML HBSC-CML HBSC-CML
weiblich weiblich mannlich mannlich weiblich weiblich
30.05.1972] 02.11.1963 19.07.1948| 11.07.1966]
31.07.2003 01.08.2001] 19.01.2004 02.01.2006| 01.12.2003] 02.06.1997] 02.10.2002] 24.02.1997
Neupogen Neupogen Neupogen Granozyte Neupogen Litalir, Interferon
Cyclophosphamid|
Busulfan,
positiv sieben
35,50%]18,59*108 14,55%108 12,52*10° 14,42*10° 0,41*108
214,85*10° 385*10° 572%10°
6*10° 12,95*10° 9,91*10° 18,7*10° 13,7*10° 0,6*10° 0,6*10°
14,11*10° 6,83*10° 12,52*10° 14,42*10° 3,2*101° 0,31*10°%
19,1*10° 16,4*10° 64*10° 46*10° 0,2*10°
0,18*10° nach kryokonserv.
79 13| Z—Ejl 0 25
14| 15 15 15] 15] 15 15 15 15|
15| 13| 15|
3,6*1000.000] 2,8*1000.000| 6,64*1000.000f15,04*1000.000| 7,36*1000.000f 18,24*1000.000f 19,28*1000.000] 3,68*1000.000})ng nicht maglich|
31mg| 28mg 17mg| 43mg 24mg| 11mg| 52mg 26mg 50mg|
156_mg| 91,2mg| 48mg 161,02mg| 73,2mg| 39,6 221,48mg| 93,6mg| 212,4mg|
sehr hoch normal normal normal normal normal normal normal normal
Probe leer 2,98|Probe leer Probe leer Probe leer Probe leer 53,46 12,19 53,46}
José Carreras Universitatskli- | Universitatskli-|Universitatskli- | Universitatskli- Universitatskli-  [Universitatskli- Universitétskli- | José Carreras
Ambulanz nikum Hamburdnikum H.- nikum H.- nikum H.- nikum H.- nikum H.- nikum H.- Ambulanz
GroRHadern Eppendorf Eppendorf Eppendorf Eppendorf Eppendorf Eppendorf Eppendorf Grol3 Hadern

Tabelle 4.4.1 und 4.4.2
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Auch nach Abgleich aller zu Verfugung stehendenebDatvurde kein Zusammenhang
zwischen  Gelqualitdt und  Probenzusammensetzung chéish. Eine  hohe
Proteinkonzentration scheint fur eine gute Gelgatfdrderlich zu sein, dennoch kann dies
nicht das einzige Qualitatskriterium sein, wie AaiBer Probe 36 belegt. Diese weist
ebensoviel Proteingehalt wie Probe 17 auf, hat almdt anndhernd deren Qualitat im Gel.
Im Gegensatz dazu hat Probe 18 einen 25-fach ggendroteingehalt als Probe 36, erreicht
aber die gleiche Qualitat bei identischer Auftragage an Probenmaterial (nicht an Protein!).
Auch die Dauer der Kryokonservierung kann als atddr ausgeschlossen werden, da eines
der besten Gele von einer PBSC Probe aus dem l8Biestammt (Probe 17), anders als
erheblich schlechtere Proben aus den Jahren 200BgR5) oder 2004 (Probe 21). Ebenso
verhalt es sich mit dem Alter des Spenders, dab auwsht als storende Grol3e angesehen
werden kann (Siehe Tabelle 4.4.2).

Trotz der Fragen die hinsichtlich der variierend@malitdten offen blieben, entstanden fir die
Untersuchung reproduzierbare und vergleichbare hgheProteinkarten®. Es wurden die
gualitativ besten Gele ausgewahlt, um deren urtieadliche 2-DE Muster auszuwerten, d.h.
um unterschiedlich exprimierte Spots in den CMLd@mzu detektieren.

Im Paarvergleich wird jeweils ein gesundes Gelamem CML Gel verglichen.

Beispiel Paarvergleich:

22.2 17.2
—>

Im Quervergleich wird jeder einzelne, im Paarvagyie gefundene Spot mit allen

untersuchten Gelpaaren verglichen.
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Beispiel Quervergleich:

Paar
2

Paar

Spot

Nr. —

11

Paar

Paar

Zum Abschluss werden die Punkte des besonderenntugrs noch darauf untersucht, ob
sie sich auch in den Paaren der Zelllinien finded lbestenfalls bestatigen lassen.

Spot Zell-
11 — linien-
paar

Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse gewaleleizu konnen, erfolgten mehrmalige
zweidimensionale Auftrennungen der Proben und iBedh unter den gleichen
Versuchsbedingungen wie in Material und Methode® Beschrieben. Nach subjektiver
visueller Auswertung verblieben 45 Spots, die sadhand ihrer Expression im Vergleich
gesund vs. CML unterschieden. Nur Spots, die imdestens vier der fuinf Gelpaare
gleichsinnige Veranderungen aufwiesen, wurden e aimputergestitzte Auswertung mit

TopSpof einbezogen.
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Alle Kandidaten nach visueller Auswertung
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Bild 4.4.3

Zu Beginn der statistischen Auswertung wurde daslitativ beste Gel als ,Master“-Gel
definiert, an das die anderen Gele beziglich iKmzentration rechnerisch mit Hilfe von 12
Kontrollspots angeglichen wurden (= Normalisieryngin alle visuell detektierten Spots

statistisch zu verifizieren

Bild 4.4.4 ,Master", Gel der Probe 22: PBSC-gesuie komplette Sammlung restlicher Gele befindet #ic Anhang)

45



Ergebnisse

In der darauf folgenden Runde der Auswertung wurdenfinf Auswertungspartner der

CML/gesund Paare, aufgrund der geringen Fallzadhs gesunde und drei CML Spender),
aneinander beziglich der Intensitat der Gele ratduie angeglichen und die prozentualen
Abweichungen der auffalligen Spots bezuglich iliEepression berechnet.

Nach Normalisierung, Paarvergleich und Quervergleite in Material und Methoden 3.9

beschrieben, verblieben 14 Spots die sich objdidstatigen liel3en.

5 62 Z 8
\ 1 1 \ pl

0144=22.2 PBSC
gesund MASTER

i O

56.0 1 2 N

43p y 14
36.0 12

33p

270 34

16 19 20
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Bild 4.4.4 ,Master", Gel der Probe 22: PBSC-gesuiie komplette Sammlung restlicher Gele befindet §ic Anhang)

Zur besseren Ubersicht wurde die Geloberflichedhs Regionen aufgeteilt.
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Bild 4.4.6
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Auf diese Weise konnen die 2-DE Muster der einzelRegionen aus CML-Proben vs.
gesunden Proben anschaulich gegenibergestellt myande die unterschiedlich ausgepragte
Proteinexpression darzustellen.

Beispielhaft soll diese Gegenuberstellung mit deelv&gleichspaar Probe 22.2 PBSC-
gesund vs. Probe 17.2 PBSC-CML gezeigt werdenkbiapletten Gegeniberstellungen der
restlichen Paare befinden sich im Anhang.

| Graphische Darstellung der Proteinexpression CML vs . gesund I

Paar 1: Probe 22.2 PBSC-gesund vs. Probe 17.2 PBSC-C ML

22.2 Master 17.2 PBSC-CML
PBSC-gesund
5 6,2 3
4
Region 1 N 27 AN
70,0L ~ N
75
9 ? 2 Y/
Region 2 N // N /
56,01
T Ao /
62
, >
11
3
Region 3 2 ~ N ~ ~
e /
v
_|7_>
Region 4 37 14 /
36,0
4
SH /
Region 5
N N
8
Region 6 /' /!
20

Bild 4.4.7
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Ergebnisse

Tabelle 4.4.3 zeigt in wieweit jeder der Spots ém diinf Paaren verandert ist, heil3t im CML
Gel Up- oder Downreguliert ist. Des Weiteren gitdabé&lle 4.4.3 auch die bis auf eine
Kommastelle errechnete Abweichung eines jeden Spot$rozent an. Der gesunde

Paarpartner gilt jeweils als Vergleichsstandard.

Dabei ist:

Paar 1 Probe 22.2 PBSC-gesund vs. Probe 17.2 PBSC-CML;

Paar 2:Probe 30 PBSC-gesund vs. Probe 25 PBSC-CML,;

Paar 3:Probe 23 PBSC-gesund vs. Probe 17.3 PBSC-CML,;

Paar 4Probe 24 PBSC-gesund vs. Probe 36 PBSC-CML,;

Paar 5Probe 22.1 PBSC-gesund vs. Probe 17.1 PBSC-CML

und das ZelllinienpaarAd 19 V54/2 PBSC-gesund vs. Ad 18 K562 PBSC-CML.

Spot
Paarl 2 3 4 5 Zelllinie Nr. pl |[kD
100 62,5 100 31,8 100 100 2| 6,9]58,1
19,4 106,9 21,1 10,7 52 47,3 3| 6,3]49,5
17,8 83 18,6 50 38,6 20,9 4] 51(70,2
33,9 14,5 74,3 15 20,8 8| 6,8]60,3
100 100 63,4 100 12,7 9| 6,7]59,2

1911 100 55 67,2 63,6 78,3 12] 4,9]42;3

9,7 61,1 4,7 30,1 41,7 86,3 14 7,3| 36

(| s [ [ w] [ws[ [ e[| zsl ] _afsi] 2
100,7 96,9 48,6 6,5 62,3 46,7 34| 6,2129,4
449 93,4 55,6 74,5 31,4 0 37 7150,6

- In allen Paaren incl. Zelllinie Veranderung der Proteinexpression in die gleiche Richtung

Durchschnittlich ca. 665 Spots pl = Isoelektrischer Punk
kD= Kiln Dalton

pro Gel (gemessen an Mastergel 22.2)

Tabelle 4.4.3 Die Zahlen hinter den Pfeilen getiierlUp- bzw. Downregulation in Prozent an
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Die folgenden Graphiken zeigen die gemittelten Egpionsunterschiede gesund vs. CML der
verschiedenen Spots, aufgeteilt anhand der 6 Regialter Gelpaare.

Graphik 4.4.1 -4.4.6

Region 1

120
100
80
60
40
20

Ogesund
B CML

Durchschnittliche
Abweichung in %

Spots

1=Spot 4 (GRP78) 2=Spot 27

Region 2

160
140
120
100
80
60
40
20

Ogesund
B CML

Durchschnittliche
Abweichung in %

Spots

49



Ergebnisse

1=Spot 2 (Fibrin B) 2=Spot 8 (Vinculin) 3=%$Po(Fibrinogen 3 chain) 4=Spot 10

Region 3
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1=Spot 37 (Enolase) 2=Spot 14 (Mixture:Annexin 1 bzw. 2)

Region 5

O gesund
m CML

Durchschnittliche
Abweichung in %

Spots

1=Spot 34 (Proteasom activator subunit 1) 2=3pqPeroxiredoxin 2)

Region 6

200

150

Ogesund
ECML

100

50

Durchschnittliche
Abweichung in %

Spot 20

1=Spot 20 (Peroxiredoxin 1)

Zwar sind 13 der 14 relevanten Spots auch in unser@llinienpaar, welches in zweifacher

Ausfuhrung ausgewertet wurde, auffindbar, dennoethalten sich nur vier der Spots der
Zelllinien wie ihre Pendants im frischen Spendesmat.

Visuell anschaulicher zeigen sich die Proteinexpogsunterschiede gegenidber den
Zelllinien-Gelen in Bild 4.4.8.

51



Ergebnisse

Zelllinie: Probe Ad 19 V54/2:PBSC-gesund vs. Probe Ad 18 K562:PBSC-CML

22.2 Master Probe 19 V54/2 Probe Ad 18
PBSC-gesund PBSC-gesund K562:PBSC-CML
Region 1 4\ 27 AN N\
egion
¢ N\ N
- 8 2 8

Region 2 N L/ S N

/o 7

11\ 3 N\
Region 3 5 N AN N\ N
/ / v

/!

Region 4 37 14
- 7
Va /

Region 5 34

\19 \ \
Region 6 / Ve e

20
Bild 4.4.8

4.5 Identifizierung der Proteine mittels Massenspelnetrie

Die Silberfarbung wird wie bereits erwahnt zur Aestung der Proteinspots genutzt. Der
grof3e Vorteil ist ihre hohe Sensitivitat. Nicht etzit wird sie aber auch dazu benétigt, die fur
die Massenspektrometrie ausgewahlten Spots in dem@ssi-Brilliant-Blau gefarbten Gelen
lokalisieren zu kénnen. Die Sensitivitat der CBBlténg ist erheblich niedriger als diejenige
der Silberfarbung. Dennoch kann auch mit enorm gmé&f Auftragemengen, in unserem Fall
50 ul Probenmaterial pro CBB Gel, nicht die Qualdiaies Silbergeles erreicht werden
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Probe 22 PBSC-gesund Probe 22 PBSC-gesund
CBB: 50ul Probenauftrag Silber: 15pl Probenauftrag
Bild 4.5.1 Bild 4.5.2

Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die von ursshtiegteten Proben im gleichen 1. und 2.-
DE Lauf sowohl fur CBB, als auch jeweils fur Silbgefahren, um Gele unter identischen
Laufbedingungen zu erhalten. Dies hat zur Folgessdman die auf den Silbergelen
gefundenen Spots mdglichst leicht auf den CBB Géb&alisieren kann. Auf diese Weise
kénnen die analysierten 14 Spots im CBB Gel eirddakalisiert werden.

Die Proteinspots wurden aus den CBB Gelen ausgestauna zur Proteinidentifizierung an
das Adolf Butenandt Institut, Zentrallabor fiir Rio&nalytik in der Schillerstral3e 44, 80336
Minchen gesendet. Dort wurden sie einem tryptisafendau wie in Material und Methoden
3.10 beschrieben, unterzogen um sie im MALDI-TOF a4 assisted laser
desorption/ionization - time of flight; erfundenrv&iochi Tanaka, 2002 Chemienobelpreis)
Massenspektrometer eindeutig bestimmen zu lassen.

Das Ergebniss waren Massenspektren, die mit deaerDatenbanken abgeglichen wurden
und so zur Identifikation der Proteine fuhrten.

Die Auswertung der Spots 10, 12 und 27 im MALDI-T®IRssenspektrometer erbrachte ein
negatives Ergebnis, diese Spots konnten keineteiRrmugeordnet werden.
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Voyager Spec #1 MC[BP = 1806.0, 7327]
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Bild 4.5.3 MALDI-TOF Massenspektrum am Beispiel derolasel. Jeder Peak kennzeichnet ein nach tryptiséferdau
entstandenefeptid mit seiner jeweils spezifischen relativenldkélmasse. Die GréRe des Peaks gibt Auskunft dasr
quantitative Vorkommen des betreffenden Peptideanalysierten Protein. Anhand der Verteilung diddeptidmuster kann
dann mittels Abgleich mit theoretischen Spaltungem Proteinen in Sequenzdatenbanken durch das Makstabank

Research Software Programm das jeweilige Proteitifdgert werden.

Nachdem die durch MS erlangten Daten Ubermitteltrden, erfolgte die weitere
Charakterisierung der Proteine mittels interaktiv®wissProt, TrEMBL und PubMed
Datenbankrecherche. Eine Identifizierung wurde pked, wenn der Score eines Proteins in
der Datenbank mindestens 71 betrug bzw. die Skamfi bei p < 0,05 liegt.

Tabelle 4.5.1 fasst alle Fakten der durch MS ifier@rten Proteine zusammen inklusive der
Gegenuberstellung des im 2-DE-Gelmuster bestimmvielekulargewichtes bzw. pl mit

denen der SwissProt Daten.
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Tabelle 4.5.1
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5. Diskussion

Zielsetzung der vergleichenden Proteomanalyse watpterschiede im Expressionsmuster
von CML-PBSC und gesunden peripheren Stammzellemy. liden korrespondierenden
Zelllinien zu erarbeiten.

Aufgabe der Diskussion ist es, zu einem besserestdfelis zellularer Vorgange im Rahmen
der CML beizutragen. Dies soll durch eine intengeteuchtung moglicher Zusammenhange
zwischen den Eigenschaften der identifizierten éinet und der Pathogenese der Erkrankung

erreicht werden.

5.1 CML, immer noch ein paar offene Fragen

Ein Durchbruch der CML Forschung war die Entdeckamgs ,verkirzten* Chromosoms 22
bei CML Patienten [56], die sich als Translokati®m22 entpuppte [1]. Ein weiterer
entscheidender Einblick in die Pathogenesse der GMk die Erkenntnis, dass dieses
pathognomische, Philadelphia genannte ChromosonBei-Abl Fusionsprotein generiert,
wobei die Ber Serin-Threonin Kinase Doméne, digbi@iende NH2-terminale SH3 Doméane
von Abl ersetzt. Dadurch entsteht ein Fusionspmoteiit kontinuierlich aktiver Abl
Thyrosinkinase Aktivitat [57-59][60].

Diese Einblicke in die molekularen Ablaufe der CMaren Meilensteine im Verstandnis um
die CML. Dennoch bleiben einige entscheidende Frdggziglich der Entstehung und den
pathologischen Ablaufen dieser Erkrankung offen.

So ist zum Beispiel noch nicht geklart, wie dasl&lglphiachromosom zustande kommt.
Vermutlich liegt ein banaler Vorgang zugrunde, aa-Bbl auch in sehr geringen Mengen bei
gesunden Menschen gefunden werden kann [61, 6@jdialgs nicht in Stammzellen, wo es
bekanntermal3en zur Leukamie fuhrt.

Man weil3, das Bcr-Abl viele Proteine aberant phosiiart [63, 64]. Man weil3 jedoch nicht,
welche davon fir die Erkrankung kritisch und welcimdedenklich bezlglich der Signalkette
des Onkoproteins vom Cytoplasma in den Kern sind.

Man weil3, dass eine Stammzelltransplantation CMiieRen heilen kann, man kennt aber
noch immer nicht die Zielantigene der Leukamie, diidei vom Graft angegriffen werden.

Und gerade die sichere Identifikation dieser Zigtpne des vielseits diskutierten Graft-
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versus-Leukemia Effektes nach allogener Stammas#plantation ware von enormer
Bedeutung.

Man hat herausgefunden, dass beim Ubergang vorchdenischen in die akzelerierte Phase
eine Anzahl Weiterer molekularer Lassionen zustakoi@men [8-10], man konnte aber
weder ein einheitliches Muster nachweisen, noch egieeu dieser genomischen Instabilitat

kommt.

5.2 Imatinib

Durch die genaue Erforschung der Bcr-Abl Tyrosiaki® gelang den Forschern rund um
Ciba-Geigy (heute Novartis) in den frihen 90igeibder Entdeckung von Imatinib Mesylate
[65], einem Mitglied der 2-phenylaminopyrimidin Faie der Durchbruch in der CML
Behandlung. Wie genau Imatinib wirkt, ist noch wrkIMan weil3 soviel, dass es einen Teil
der ATP-Bindungstasche des Abl-Enzyms besetzt fj616d so wahrscheinlich gro3tenteils
dariiber wirkt, dass es das Bcr-Abl-Onkoprotein @&iner inaktiven Form bindet und
stabilisiert. Imatinib erzielt sehr gute Ergebnis&bgesehen davon, dass die Uberlebenszeit
der behandelten Patienten deutlich steigt, induzésr bei einem Grof3teil der in der
chronischen Phase behandelten CML Patienten eingplette hamatologische Remission
(41%) und eine major cytogenetische Remission 0% fieser Patienten [69, 70].

Aber auch Imatinib-Resistenzen sind bekannt.

Es gibt die verschiedensten Grinde fur die Entstgheiner Imatinib Resistenz. Man
unterscheidet zum Einen eine Imatinib unabhangigsidkenz, die von einem Bcr-Abl
unabhangigen Mechanismus ausgeht. Zum AnderenezgistResistenzen, die auf Bcr-Abl
zurlickzufiihren sind.

Am haufigsten ist dies der Fall, wenn es zu veestdmen Punktmutationen innerhalb der
Abl-Kinasen Doméane kommt [71-78] und deshalb di@ase durch Imatinib nicht mehr
inhibiert werden kann. Mehr als 30 solcher Mutatiorsind bekannt, die erheblich in Ihrer
Resistenzvermittlung variieren. [79] Des Weitererantk es durch eine Bcr-Abl
Genamplifikation und Uberexprimierung zur Resisteammen [80-82].

Abgesehen davon besteht immer die Mdglichkeit, daiss Patient auf Imatinib nicht
anspricht, weil er das Medikament nicht absorbiekamn oder es mit unnatrlicher
Schnelligkeit inaktiviert bzw. degradiert wird. Rigiert werden dabei eine Inaktivierung
durch Bindung des Akut-Phase Proteins ,alfa-1 8&alycoprotein® an Imatinib [83-85]
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und Uberexpression des P-Glykoproteins [86]. Andeits wird auch eine Uberexpression an
Heat-shock Proteinen in Zusammenhang mit einerimmbaResistenz gebracht [87].

5.3 Im Fokus: Die identifizierten Proteine

5.3.1 Spot 4: Glucose-regulated-Protein 78/BiP

In der Massenspektrometrie wurde Spot 4 mit ein@areSvon 229 als Glucose-regulated-
Protein 78 identifiziert. Spot 4 zeigt sich in vin funf CML/gesund Gelpaaren, sowie im
Zelllinienvergleich, erniedrigt.

Das Glukose regulierte Protein 78 erhielt seineméla da es bei Glucosedeprivation der
Zelle zu einer vermehrten Expression dieses 78 Ridteins kommt [88]. Etwa zur gleichen
Zeit entdeckte man ein Protein, welches man autye@mner Eigenschaft in Pra-B-Zellen die
schweren Ketten der Immunglobuline zu bindghmmunoglubin heavy-chain binding
Protein“ oder kurz Bifhannte [89].

Nach Dekodierung der GRP78 Gensequenz [90] stabie fest, dass GRP78 und BiP ein und
das Selbe Protein sind [91, 92].

Bei GRP78 handelt es sich um ein molekulares Cloapaus der Familie der 70 kDa Heat-
Shock-Proteine [93, 94], die insgesamt zehn Mittre umfasst. Molekulare Chaperone
haben weitreichende Aufgaben innerhalb der Zelie §%]. Sie stabilisieren neusynthetisierte
Polypeptide und unterstiitzen deren Faltung. Siddnrfehlgefaltete Peptide, schitzen diese
vor Aggregation und helfen ihnen in eine richtigaltéhg tUberzugehen oder leiten deren
lysosomale Degradation tber Ubiquitinierung eire Biten die Proteintranslokation in das
ER und den Proteintransport Uber Organellenmemhbraimeveg. Ebenso sind sie beteiligt an
der Dissoziation von Clathrin vom coated vesiclel @m der Regulation einer Reihe von
Signalproteinen wie zum Beispiel KernrezeptoreB.(Steroid Hormon Rezeptor), Kinasen
(RAF, elF2 Kinase, CyclinB1) und Transkriptionsfaktoren (H8HYlyc, pRb). Sie schitzen
die Zelle vor Apoptose, kdnnen diese aber auchnwaer Zellstress tberwiegt, einleiten
[97]. Nicht zuletzt spielen sie eine noch wenigoes€hte Rolle innerhalb der Immunantwort
[98].

GRP78 befindet sich im Inneren des Endoplasmatischietikulums (ER), eine
Subpopulation existiert auch als Transmembranpretdies ER [99, 100]. Aul3erdem stiel3

man auf der Zelloberflache verschiedenster (Kredl®d auf dieses Protein [101-103].
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Das ER ist ein Sammel- und Distributionsort fur tBioe, die zur Sekretion oder fur die
Zellmembran vorgesehen sind [104]. AuB3erdem reguéis die Verteilung der Proteine in
die verschiedenen Zellkompartimente, die Proteittse und die Speicherung von freiem
Ca2+ [105]. Des Weiteren reagiert das ER auf Zelst sowie Veranderungen im zelluléaren
Ca2+ Haushalt [104-106]. Innerhalb des ER hat GRRIB8 molekulares Chaperon die
Aufgabe der Protein-Qualitatskontrolle, Apoptoselegung, Ca2+ Speicherung [107] und
ist beteiligt an der so genannten ,unfolded ProRmsponse”.

GRP78 ist also eine Qualitatskontrollinstanz deflBB] da es un- und missgefaltete Proteine
bindet und so sicherstellt [109], dass nur korgeialtete Proteine prozessiert werden bevor
sie den Golgi Apparat zur weiteren Verarbeitungeunsn [110, 111].

Man muss sich die Retention von nicht/falsch getatt Proteinen im ER wie einen immer
wiederkehrenden Prozess von Bindung und LOsung as @RP78 vorstellen. In der
Losungsphase konnen ungefaltete Proteine weitereifers, so lange bis sie eine
Konfiguration annehmen, bei der die GRP78 Bindungsihe fehlt oder maskiert ist, womit
dann das als reif erkannte Protein aus dem ERefgeipen werden kann. Fehlgefaltete
Proteine hingegen werden stabil an GRP78 gebuna®hleiben so im ER bzw. gelangen
durch Peptidtranslokation Uber die ER Membran hgwies Cytosol, wo sie zur
proteasomalen Degradation freigegeben werden [i1113,

GRP78 bindet also kurz an richtig gefaltete Praegrkennt diese und gibt sie frei. Falsch
gefaltete oder aggregierte Proteinen werden athsarkannt und stabil gebunden [114] und
zwar Uber die von falsch gefalteten, unreifen odggregierten Proteinen exprimierten
hydrophoben Motive [115-117].

Mittels der so genannten ,unfolded Protein Respbhgw. Uber eine Apoptosekontrolle ist
GRP78 in die Regulierung von Zellstress involvigdi|

Kommt es zu Stress innerhalb der Zelle z.B. darddativen Stress oder chemische Noxen,
sammeln sich un- und missgefaltete Proteine intiertles ER an, welches darauf mit der
»unfolded Protein Response” (UPR) reagiert [93, 2143, 119].

Dank der ,unfolded Protein Response” (UPR) wird &&& mit einem gewissem Level an
Stress fertig, was die Zelle vor Apoptose bewabie UPR beinhaltet, dass die Einfuhr
falschgefalteter Proteine gedrosselt wird, die &fohg eines sofortigen Transkriptionsstops
fast aller Proteine mit einem Arrest der Zelle ier €¢1 Phase[99] und die durch GRP78
unterstitzte Korrekturfaltung missgefalteter Pro¢eiSo wird ein todlicher Overload des ER

an fehlgefalteten Proteinen verhindert.
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GRP78 vermittelt die UPR und somit den Zellschatzem es sich unter Stress von den ER-
Membran-standigen UPR-Signalproteinen

- IRE1 ( Serin/Threonin Kinase und Endoribonuklg¢ase

- PERK ( Serin/Threonin Kinase) und

- ATF6 (basischer Leucin-Zipper Transcriptionsfakto

l6st [120, 121]. Bindet GRP 78 an diese drei Pnatesind sie inaktiv. LOst sich der Komplex
jedoch, wandert ATF6 nach Prozessierung im Golgakpt in den Kern wo es UPR Zielgene
aktiviert, inklusive die des GRP78 (positive RlUogklung) [122-124]. IRE1 und PERK
ihrerseits homodimerisieren bzw. autophosphoritiared werden so aktiv [125].

Bis zu diesem Zeitpunkt fungiert GRP78 als Apoptdsbitor und zwar Uber einen Caspase
abhangigen Weg, indem es die Caspasen 7 und 12tbj{8®], und einen Caspase
unabhangigen Weg [99, 100, 126]. Andererseits KaR#P78, wird ein zu hohes Mal} an
Stress innerhalb der Zelle in kurzer Zeit Uberstdmj Uber die Aktivierung verschiedener
Caspasen (Caspase 7 + 12) und bisher unbekaneatdren, den Apoptoseschutz einer

Zelle blockieren und sie somit in die Apoptoseliesi.

Ansammlung ungefalteter Proteine
Intrazellularer Ca2+ Efflux

Glucose Entzug

Pathologische Bedingungen

I
Ll

ATF6 IRE1 PERK (7)asen Andere?

: UPR
¢ Uberleben/Apoptose

Graphik 5.3.1
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Caspasen sind cysteinabhangige, aspartatgeridPteteasen. Sie spielen eine zentrale Rolle
in der Induzierung des Zelltodprogrammes, der Apept[127, 128]. Caspase 12 gehort zur
Interleukin-18 converting Enzym Subfamilie der Gasgn [129]. Sie ist normalerweise an die
cytoplasmatische Seite der ER Membran assoziiaf][1

Zellstress fuhrt dazu, dass cytosolische CaspaseEER Oberflache geleitet wird, wo sie die
ER membranstandige Caspase 12 [129] aktiviert wa$-alge hat, dass sich die Caspase 12
von der ER Membran I6st und anschliel3end ins Citwandert, wo sie tber die Aktivierung
der Caspase 9 die cytosolische Komponente dertieBsgrduzierten apoptotischen Kaskade
einleitet [131].

Will GRP78 die Zelle vor ihrem Untergang schitzelagert sich GRP78 als
Transmembranprotein der ER Membran an, bindet daaspase 7 und 12 [99] und blockiert
Uber diese Komplexbildung die Kaskadenaktivierudgese Bindung an Caspase 7 und 12
und somit die apoptoseschiitzende Eigenschaft dés/&mhangt von seiner ATP-bindenden
Doméane ab [100]. Die Hydrolyse von ATP fiuhrt zursudg des Caspase7+12+GRP78
Komplexes [132], ebenso wie die Phosphorilierungd ulDP-Ribosilierung zu einer
Inaktivierung der GRP78 fuhrt [91, 133], so dassIdhibition aufgehoben wird und Caspase
12 seinen Weg ins Cytosol beschreiten kann, waeesaspaseinduzierte Apoptose-Kaskade
incl. Cytochrom C, in Gang setzt [99].

Auch wenn die Fahigkeit des GRP78 die Zelle vor g{pse zu schiitzen essentiell ist, birgt
diese Fahigkeit auch negative Aspekte. Wie oberchreben, steht die Regulation und
Expression von GRP78 eindeutig in Zusammenhangimér Apoptoseresistenz von Zellen
[134]. Dies hat zur Folge, dass eine GRP78 Ubeemsion eindeutig in Zusammenhang mit
Tumorentstehung [93, 97, 135, 136], Tumorprogress[®7, 136, 137] und einer
Resistenzentwicklung gegen medikamenteninduzieusnorzellapoptose, gebracht werden
kann [93, 135, 138].

Vor kurzem wurde mit einer Signifikanz von p<0,J@39] gezeigt, dass die Expression von
GRP78 im Laufe der schrittweisen hepatozellularearzkhogenese [140] ansteigt. Dies
kénnte auf den gro3en Glucosehunger der Tumorzahenderen besonderen Metabolismus
zurtckzufihren sein [141] oder aber darauf, das3emor gerade anfangs einer schlechten
Versorgung unterliegt und deshalb GRP78 hochregulien diesen hypoxischen Stress
solange zu Uberleben, bis die Blutversorgung ngmtosSung neuer Gefalie gewéhrleistet
wird [142].

In einer Kolon CA Zelllinienstudie wurden ebenfafiehr hohe GRP78 Werte, nebst sehr

hohen c-myb Leveln nachgewiesen, was zu dem Scfilbg®, dass GRP78 ein direktes Ziel
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des Transskriptionsfaktors c-myb sei. C-myb schei@atGRP78 Expression unabhangig von
dem UPR Weg zu aktivieren und hilft so dem Tumdmnstl einen Uberlebensvorteil zu
erlangen [142]. Auch die in Studien untersuchteachlulGRP78 Uberexpression vermittelte
Chemotherapieresistenz in den verschiedensten &mebps ist von UPR Signalen
unabhangig. Im Gegensatz zum Ablauf der UPR kommt bei selektiver GRP78
Uberexpression wahrend der Chemotherapieresistanitttang nicht zu einem Arrest der
Zelle in der G1 Phase. Die zum Beispiel durch diasn@therapeutikum Etoposid vermittelte
Caspase7 Aktivierung und somit Apoptose Einleitutirgl vielmehr durch GRP78 verhindert,
indem die oben bereits erwahnte transmembranst&@iRP78 Subpopulation die Caspase 7
bindet und so deren Aktivierung verhindert [100].

Aus diesen Grunden ist die weitere genaue Erforsgivon GRP78 von wissenschaftlichem
Interesse, um maogliche neue Therapieangriffszieleemtwickeln, wie das neuentwickelte
Versipelostatin welches maligne Progression undaktasierung Uber GRP Regulierung
kontrolliert [141].

Hier zeigt sich auch der Zusammenhang zu dem BreeGRP78, dem Heat-Shock-Protein
70 (HSP70) in Hinsicht auf Tumorerkennung, Progposdiktion und neue Therapieansatze.
GRP78 und HSP70 sind nicht nur Mitglieder der diert Proteinfamilie, sie sind auch zu
Uber 60% genetisch identisch [143, 144], inklusile ATP Bindungsdomane die fur die
Chaperonfunktion von Noéten ist.

Beide unterscheiden sich darin, dass GRP78 eiralpigptid besitzt, welches es in das Innere
des ER lenkt, wohingegen HSP70 im Cytosol verbléibiv. bei Zellstress in den Kern
wandern kann.

HSP70 ist bereits ausfuhrlicher erforscht als GSR#8 allem in Zusammenhang mit
Tumoren, Leukamien und mdglichen neuen Therapi¢aamsa Aufgrund ihres hohen
genetischen und funktionellen Verwandtschaftsgradesgen die HSP70 Erkenntnisse
Chancen in der GRP78 Forschung, da viele Theragpi¢zas Prognosemarkeransatze etc, die
sich bei HSP70 bereits in klinischen Forschungsstalblefinden, auch auf GRP78 Ubertragen
werden kdnnten.

Bei dem Heat-Shock Protein 70 handelt es sich ummmlekulares Chaperon von 70kDa.
HSP70 besteht aus einer 45kDa N-terminalen ATPasmdbe und einer 25 kDa C-
terminalen substratbindenden Domane, wobei HSPZOADRP eine starke Affinitat zu
Proteinen hat und HSP70 mit ATP zur Ablésung desugdenen Proteins fuhrt [145, 146].
HSP70 ist ein wesentlicher Bestandteil der so gatesn,heat-shock-response”, daher der

Name Heat-Shock Proteine [147, 148]. Hohe Temperatu Hypoxie, Ethanol,
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Schwermetalle und andere Chemikalien verursachdésti@ss. Dieser Zellstress fuihrt dazu,
dass sich innerhalb der Zelle mehr und mehr un-misdgefaltete Proteine ansammeln. Dies
l6st wie erwédhnt einen rapiden Synthesestop fdst Blroteine der Zelle aus, bis auf eine
kleine Population an Proteinen, den Heat-ShockeRreh. Diese erleben einen enormen
Anstieg ihrer Synthese [148].

Die Syntheseinduktion des HSP70 erfolgt Uber dietiideung von HSF1, einem
praexistenten Pool an Heat-Shock Transkriptionsfakt, welche an Heat-Shock-Promoter-
Elemente der DNA binden (Wiederholungen von nGAAM5]. HSP70 verhindert die
Apoptose der gestressten Zelle indem es den Ems#iner zu grof3en Last und somit einen
Overload an fehlgefalteten Proteinen in das ER mfogie Aggregation falsch gefalteter
Proteine und damit deren Anhaufung verhindert urel Rle- und Richtigfaltung dieser
Problemproteine unterstitzet [97]. Ist der Streéssdie Zelle subletal und die Heat-Shock
Response bzw. ihre Proteine induziert, kénnen alachuf folgende hdhere, vormals letale
Stresslevel Uberlebt werden [147]. Dies bezeichreet alsThermotoleranz149].

Da HSP70 bei der Regulation von Zellwachstum undfeBnzierung eine nicht
unwesentliche Rolle spielt liegt der Verdacht nahach bei der Entstehung und dem
Fortschreiten von Krebs beteiligt zu sein [150,]151

Schon vor Jahren wurde entdeckt, dass eine Ubassipn von HSP70 und anderen Heat-
Shock Proteinen eine schlechte Prognose bei BflS2] und Ovarialmalignomen bedeutet.
Auch bei GRP78 wurde eine Uberexpression bei vi&lebsarten entdeckt [136, 153] und
teilweise konnte man auch hier einen Zusammenhaisglzen Uberexpression und Prognose
stellen [93, 136, 153, 154], wie bei Brust-, Nierand Blasenkrebs [154, 155].

In einer weiteren Studie konnte der Zusammenhangr éiSP70 Uberexpression mit einer
hoheren Malignitaét und Therapieresistenz bei der LCMufgezeigt werden. Eine
Uberexpression scheint hier mit einer Imatinib Reesiz assoziiert zu sein [87]. Untersucht
wurden resistente Patienten die nicht die herkoolmeh Resistenz Mutationen und
Amplifikationen aufwiesen, sondern als einzige Aillifjkeit bis zu 6,5 fach erhohte HSP70
Werte.

Auch bei der AML wurde eine hohe HSP70 Membran Egpion auf leukdmischen Zellen
mit einer schlechten Prognose korreliert [156]. édghen davon sollen niedrigere HSP70
Werte bei der AML mit hoheren cytogenetischen Remissraten und einem langeren
medianen Uberleben korrelieren [157]. Zudem wurdeblachtet, dass Patienten mit hohen

HSP70 Werten nie zu einer FAB Gruppe mit niedrigRisiko gehéren, was zu der
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Vermutung: hoher HSP70 Wert - schlechte Prognolse, fivie auch schon bei Mamma CA,
Endometrium CA, Uterus- und Cervical CA, Kolorektiald Hepatozellularem CA.[158-160].
In diesem Zusammenhang wurde aufgedeckt, dass AldtierRen mit cytogenetischer
Remission, niedrigere HSP70 Werte aufwiesen undiefah mit hoher HSP70
Membranexpression auf ihnren KM Zellen, eine kirzéckfallfreie Zeit hatten.

Da HSP70 nur auf der Plasmamembran von Tumorzeitehnicht auf der von Gesunden
exprimiert wird [161, 162], wirde es sich nach Mmig mancher Forscher auch als
Tumormarker eignen.

Was wieder zu GRP78 fluhrt, das ebenfalls auf dezrf@cthe von (Krebs)Zellen gefunden
wurde. Die Tatsache, dass GRP78 als Transmembtanpdes ER existiert und das ER ein
.,Membranlieferant* ist, erklart die Tatsache, das&RP78 auf der Zelloberflache
verschiedenster Zellarten gefunden wurde [101, ,10&8]bei besonders die UberméafRige
Oberflachenexpression auf hypoxischen Tumorzeltesilenenswert ist [135].
Hervorzuheben, vor allem wegen der therapeutisdngrlikationen als mdoglicher neuer
.Malignom-Vaccinierungs-Kandidat® ist die Tatsacldass GRP78 auf der Oberflache dieser
Krebszellen in Assoziation mit MHC Klasse 1 Moledtivorkommt [102].

Innerhalb des ER ist GRP78 ebenfalls assoziiertMHC Klasse 1, aber nur solang das
MHC-1 Molekul noch unreif ist und sich sein betaZfil noch nicht angelagert hat [163].
GRP78 dient dem MHC | also als Chaperon.

Die Moglichkeit der Vaccinierung gegen korpereigem@ebs durch Krebszellen gebildetes
GRP78 ware denkbar, ahnlich wie mit HSP70, bei dah die ,Krebs-Impfung” teilweise
bereits im klinischen Stadium der Forschung befiftié2].

Aus diesem Grund kénnte GRP78 nicht nur ein moghidreukdmie Friherkennungs- und
Prognosemarker sein, sondern auch ein interessafgrdidat fir medikamentdse
Interventionen, gerade bei Imatinib-Versagern.

Die Idee, Patienten gegen ,ihren* Krebs durch Viaiecung zu immunisieren, ist nicht neu.
Eine Mdglichkeit ware sicherlich der Gebrauch tuspazifischer Antigene. Drei Antigene
wurden fur eine spezielle CML Impfung bereits inMaeht gezogen.

Erstens: Bcr-Abl generiert neue Aminosauresequerdiennur auf leukamischen Zellen
exprimiert werden. Eine Immunisierung von Mausensuich Bcr-Abl generierten Proteinen,
resultierte in Studien in einer peptid-spezifisciad+ T-Zell Antwort [164-167].

Der zweite Ansatz wére der Gebrauch von PR1, elNemapeptid ausgehend von Proteinase

3. Proteinase 3 ist eine Serin Protease die duecliNeutrophilen Differenzierung induziert
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wird und in myeloiden Leuk&mien Uberexprimiert witb8, 169]. PR1 wird durch HLA-
A2.1 prasentiert und ruft eine spezifische Antwaytibtxischer T-Lymphozyten hervor [170].
Der dritte Ansatz ware der Gebrauch von Heat SiRyokeinen zur Vaccingenerierung [171].
Mittels Apherese wird dem Patienten dabei maligrganeriertes HSP70 entnommen und
dann wieder injiziert, dies soll eine spezifisclygotoxische T-Zell Antwort gegen Antigene
derjenigen Zellen auslosen, aus denen das Heak $irotein 70 gewonnen wurde und so die
CML eradizieren [172, 173].

Dies wurde an Hand von Mausmodellen getestet, inemedie Vaccinierung mit
tumorproduziertem HSP70 und Grp94 eine tumorpratekimmunitat ausloste [174]. Man
geht davon aus, dass man, indem man leukamiegeardard8P s isoliert und diese an grol3e
Proteine bindet, eine verbesserte Host gegen Témiwvort generieren kdnnte, da die HSP's
das gesamte Tumorrepertoir enthalten und so TiZgkgen die verschiedensten Epitope des
Tumors generiert werden kdnnten.

Es existiert bereits eine klinische Studie Uber HBNaccinierung bei CML Patienten. Eine
komplette cytogenetische Remission wurde bei allénf Patienten erreicht, die das
Impfregieme vollstandig absolvierten, zwei davottdraeine molekulare Remission [175].
Ein weiteres sich im Versuch befindliches, perssigtes Vaccin ist AG-858, welches sich
in einer Phase 2 Studie befindet. Durch Leukapkeeresden dabei Krebszellen des Patienten
isoliert. Ziel ist ein Angriff der Kérperabwehr rfadnjektion des generierten Vaccins gegen
viele unterschiedliche Epitope des Malignoms. AB-8asiert darauf HSP70 und assoziierte
Proteine zu isolieren und in injezierbare Form dnden. [176]

Dies wére auch mit GRP78 denkbar.

In meinem CML Patientengut war GRP78 herunterreguliin Anlehnung auf die oben
erwahnten Forschungsergebnisse bei HSP70 konnte diean liegen, dass sich die
Patientengruppe in guter Remission befand oder giregnostisch ginstigen FAB-Klasse
angehdrte, was nicht zu eruieren war.

Zuletzt soll noch der kirzlich entdeckte EinflussnvGRP78 auf die Gerinnung erwahnt
werden.

Es wurde bereits mehrfach demonstriert, dass eiherédpression von GRP78 in
Saugerzellen zur Expressionsunterdriickung spezietiagulationsfaktoren fihrt. Watson et
al. zeigt z.B., dass eine GRP78 Uberexpression imene signifikanten Abfall der
zelloberfachenvermittelten Thrombingenerierung fUfr77]. Dies fuhrt Watson auf die
Fahigkeit des GRP78 zuriick, die prokoagulative Vitdt (PCA) des Tissuefaktors (TF) zu
inhibieren und zwar aufgrund der Tatsache, dass emansignifikant niedrigere Konversion
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von Faktor X zu Xa und Faktor VII zu Vlla auf deb@flache GRP78 lberexprimierender
Zellen beobachtete.

Der Hauptaktivator der extrinsischen Koagulatiosgleale ist der TF, ein 47kDa
Transmembran-Glycoprotein [178, 179]. TF initiidié Koagulationskaskade indem es einen
Komplex mit Faktor VII/Vlla auf der Zelloberflachengeht, was zur Aktivierung von Faktor
XI'und X und somit zur Thrombingenerierung fihrt.

GRP78 Upregulation fuahrt allerdings nicht zu eineibfall der TF Level auf der
Zelloberflache, was zu der Erkenntnis fuhrt, dasshchibition von TF PCA nicht auf einer
Retention im ER durch GRP78 beruht.

Zusammengefasst bedeutet das, dass UberexpressicBRP78 die Thrombin Generierung
reduziert, indem es den TF PCA inhibiert und so kiasgulatorische Potenzial der Zelle
supprimiert. GRP78 verandert die TF PCA also Ubeci&nismen die unabhangig von seiner
Chaperon Aktivitat sind. Man vermutet dass die G®PFahigkeit als ER Ca2+
Homoostaseregulator zu fungieren, eine wichtigdeRmi der TF PCA Regulierung spielt, da
[107, 180] die TF PCA durch Verdnderungen des zefialaren Levels an freiem Ca2+
vermittelt wird. Ein Anstieg des intrazellulareneigen Ca2+ Spiegels fuhrt namlich zur
Induktion von TF PCA.[181-184] GRP78 kdonnte demndiehTF Aktivitat inhibieren, indem
es intrazellulares Ca2+ sequestriert.

Desweiteren ist bekannt, dass erhohte Level an @RR7verminderter Sekretion an von
Willebrand Faktor und Faktor VIII fihren. [185, 188RP78 fungiert dabei als Chaperon flr
von Willebrand Faktor und Faktor VIl im ER.

5.3.2 Spot 2, 9 und 11: Fibrin , Fibrinogen -Kette, Fibrinogen -Kette [187]

5.3.2.1 Die Blutgerinnung

Die Spots 2, 9 und 11 stellten sich in der MALDIH @ntersuchung als Fibrin (Score
150), sowie Fibrinogen Kette (Score 166) und FibrinogerKette (Score 146) heraus. Alle
drei Spots waren in funf von finf CML/gesund Gehesaerniedrigt, Spot 11 zusatzlich im
korrespondierenden Zelllinienvergleich.

Kommt es zu einer Verletzung des Korpers, reagidierbeschadigten Gefal3e zunachst mit
Vasokonstriktion. An die Verletzungsstelle lagelchsThrombozyten, der so genannte weil3e
Thrombus entsteht. Anschlieend kommt es zur Rkidegranulation und somit zur

Freigabe von ADP, Serotonin, von Willebrand Fak®latelet derived growth Faktor und
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Faktor V. Parallel werden durch die GefaRverletzuagich die plasmatischen
Gerinnungsfaktoren aktiviert, welche fir die sekined Blutstillung und somit den
endgultigen Defektverschluss verantwortlich sinde [plasmatische Blutgerinnung kann
dabei sowohl durch Verletzung der GefaBwand, alshauaurch Verletzung des
GefalRendothels aktiviert werden. Die beteiligtektéi@n werden fasst ausschlief3lich in der
Leber gebildet. Man unterscheidet innerhalb desmktischen Blutgerinnung das intrinsische
(Aktivierung nach Endothelverletzung) und das @sische (Aktivierung nach &ul3erer
Verletzung) System. Auf die Aktivierung der Staekioren Xl im intrinsischen und VII im
extrinsischen System, folgt die kaskadenartige \Adttung nachgestellter Faktoren, bis es zur
endgultigen Bildung eines unloslichen Fibrinthromtkommt, der aufgrund der Einlagerung
von Erythrozyten ,roter Thrombus* genannt wird.

Inhibitoren des Gerinnungssystems sind das Antittwia Il (ATIII), sowie Protein S und C.
ATIIl inhibiert Thrombin, Faktor Xa und die FaktereXlla, Xla und IXa. Protein S
inaktiviert, Vitamin K abhangig, die Gerinnungsfai¢n VIII sowie V und reguliert die
Fibrinolyse zusétzlich durch die Inhibierung deadpiinogen-Aktivator-Inhibitors 1.

Die Fibrinolyse verhindert zum einen eine Uberdgbiele Gerinnselbildung und baut zum
anderen uberflissig gewordene Gerinnsel wiederMitglieder der Fibrinolyse sind der
Tissue-Plasminogen-Aktivator (tPA), der UrokinagpetPlasminogen-Aktivator (uPA), das
Plasminogen und seine aktive Form das Plasmin,h&sl®ioch affin an Fibrin bindet und
dieses in kleine Fragmente proteolysiert.

Innhibitoren der Fibrinolyse wiederum sind die Auismine: Plasminogen-Activator-

Inhibitor-1 und -Plasmin-Inhibitor.
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Graphik 5.3.2.1

5.3.2.2 Fibrin(ogen) Struktur

Fibrinogen ist ein 45 nm Molekul, das aus zwei asndigen D Domanen besteht, welche
Uber coiled-coil Segmente mit der zentralen E Daenéerbunden sind. Das Molekul wird
zusammengehalten aus zwei Polypeptidkettensetehegst aus je drei Ketten namens, A
B und , die sich an ihrem N-terminalem Ende in der E Bediber fiunf symmetrische
Disulfidbricken [188, 189] vereinigen.

Jede Fibrinogen -Kette enthalt eine N-terminale Fibrinopeptid A &PSequenz, deren
Abspaltung durch Thrombin zur Fibrinpolymerisatidahrt [191] und zwar Uber die
Exposition von Polymerisationsseiten, die Ea gehaverden. Ein Teil dieser Ea befindet
sich am N-Terminus der-Kette und ein anderer Teil ist in deiKette lokalisiert. Jedes Ea
geht eine Bindung mit einer komplementéren Bindtagghe (Da) in der D Doméane eines
benachbarten Molekils ein, die in deKette lokalisiert ist. Die initiale Ea:Da Assozat
bringt die Fibrin Molekile dazu sich in einem uUbppenden End-zu-Mitte Doméanen
Arrangement aufzureihen und so doppelstrangigsicim verdrehte Fibrillen zu bilden [192,
193]. Diese Fibrillen wiederum gehen laterale Bimgien ein um so vielstrangige Fibrillen zu
bilden [194].
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Dabei kommt es zu zwei Arten von Bindungen. Dideergennt sich Bilateral-Bindung und
tritt auf, wenn sich eine doppelstrangige Fibrsleitlich an eine andere lagert, um so eine
vierstrangige Fibrille zu bilden. Viele nacheinandgeschaltete solcher Verbindungen
minden in einer vielstrangigen Fibrille.

Die zweite nennt sich equilateral Bindung [195] wmdd durch Interaktionen zwischen drei
Fibrinmolekiilen gebildet, die den Ubergang zu dieppelstrangigen Fibrillen schaffen.
Equilaterale Bindungen machen das Fibrinnetzweikst und weniger poros.

Fibrinogen

D Doméne E Domane D Doméne

Fibrin Polymerisation

Laterale Fibrillen Assoziation
Bilaterale Bindung

Graphik 5.3.2.2

Doppelstrangige Fibrillen formen demnach durch EaeMitte Domé&nen Assoziation (D:E),
begleitender lateraler Fibrillenassoziationen unef2weigungen, ein Gerinnungsnetzwerk.
Die D zu E Fibrinzusammenlagerung ermdglicht damnintermolekulare, antiparallele C-
terminale Aneinanderreihung vorKetten Paaren, die dann kovalent durch den Fakkibr
(Plasma Protransglutaminase) oder den Faktor Xideknlipft werden um -Dimere zu
bilden. Wird alternativ ein Fibrinopeptid B abgekga, was viel langsamer geschieht als die
FPA Abspaltung [191], kommt eine equivalente EbyR@risationsseite zum Vorschein die
mit der komplementéren Db Bindungstasche tiketten Segment der D Domane interagiert.

Die Polymerisation von B-B Fibrin resultiert in dgleichen Fibrillenstruktur wie A-A Fibrin,
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jedoch ist der entstehende Thrombus weniger salbder des A-A Fibrins. Nicht zuletzt gibt
es zwei selbst-assoziierende SeiteXl() in der -Ketten Region.

5.3.2.3 Fibrin(ogen) Aufgaben

Die Funktionen des Fibrin(ogens) sind vielschichtitgd noch nicht vollstandig erfasst. Zu
seinen Aufgaben gehdoren:

- Suppression der Plasmafaktor Xl vermitteltemogs-linking Aktivitat® durch Bildung
eines ,Faktor XIlI-A2B2“ Komplexes.

(Faktor XIII bindet dabei nur an'-Ketten enthaltene Fibrinogen Molekiile, die sahhicur
die Faktor XIII Aktivitat kontrollieren, sondern el als XllI-Karrier Proteine fungieren.)

- Spezielle Bindung an Thrombin, genannt Antithbaml (AT-I) nach Segers [196]. Diese
spezielle Bindung regelt die Thrombin Generierumgerinnendem Blut.

(Das nach FPA und FPB Abspaltung entstandene Hiietet Ubrig gebliebenes Thrombin-
Bindungspotential. Die beiden Bindungsseiten ddzik$ befinden sich dabei in der E
Domane und, diejenige mit héherer Affinitat, in d2rDoméane von “-Ketten enthaltenden
Molekilen. Sie werden Exosite 1 und 2 genannt. )

- Eine aus einer schwalbenartigen tPA-PlasminogkrnirFKomplexformation resultierende,
tPA stimulierte, Plasminogen Aktivierung [197].

(Im Gegensatz dazu behindert die Bindung von Intvibn wie 2-Antiplasmin, Plasminogen
Activator Inhibitor-2, Lipoprotein (a) oder hisiideiches Glykoprotein an das Fibrin, die
Plasminogen Aktivierung bzw. verstarkt die Fibriys# Resistenz)

- Verstarkte Interaktion mit der extrazellularentMadurch Bindung an Fibronectin

- Molekulare und zellulare Interaktionen mit Fibrinl5-42. Diese Sequenz bindet auch an
Heparin und vermittelt die Verteilung von Thrombtezy und endothelialen Zellen, steuert
die Fibroblastenproliferation [198] und Kapillarepsung [198, 199] sowie die Freigabe von
von-Willebrand-Faktor. Interaktion zwischen Fibrinl5-42 und vaskuldrem Endothel
Cadherin, ebenso wie mit dem endothelialem Zelptwe fihrt ebenfalls zur
Kapillarsprossung [200].

- Bindung (Uber die y-Kette) an den Thrombozyteeptar Ilb- 3, der wichtig fir den
Einbau der Thrombozyten in den sich formierenderoifibus ist.

- Bindung an Leukozyten uber IntegrilM 2 (MAC-1), der ein Rezeptor stimulierter
Monozyten und Neutrophilen ist und wichtig fur diérin(ogen)-Leukozyten Interaktionen
in Zusammenhang mit der inflammatorischen Antwbiese Bindung findet an zwei Stellen
der y-Kette statt, genannt P1 und P2 [201].
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- Fibroblast growth faktor-2 und Vascular endothleirowth Faktor kbnnen an Fibrinogen
binden und potenzieren dann die endotheliale zZdifpration [202, 203].
- Interleukin 1, ein Cytokin, das einen Teil defldmmatorischen Antwort darstellt, bindet an

Fibrin(ogen) um dann verstéarkt die endothelialelefiezu stimmulieren [204].

5.3.2.4 Fibrin(ogen) und Malignitat

Fibrinogen und Fibrin spielen also sich Uberlapgendollen in der Blutgerinnung,
Fibrinolyse, Zell-Matrixinteraktion, bei Entzinduagund Wundheilung.

Gerade wegen ihrer Fahigkeit, Zellproliferation u/dhgiogenese zu initiieren ist es
nachzuvollziehen, dass dem Fibrinogen bzw. Fikgine zunehmend bedeutende Rolle in
Bezug auf die Entstehung und Progression von Nsigplazugeschrieben wird.
Experimentelle Daten zeigen einen Zusammenhangcheis Koagulation- und Fibrinolyse
System mit der Tumor Entstehung, Progression unthdfesierung. Man nimmt an, dass
indem man das Blutgerinnungs- und Fibrinolyse Systeum Ziel der medikamentdsen
Behandlung macht, der Verlauf einer malignen Erkuaig positiv beeinflusst werden kénnte
[205].

Korte et al. sieht eine mogliche Zukunft der Blutgeungsfaktoren als Risikomarker bei
Krebspatienten und den Einsatz von antikoagulativedioder antifibrinolytischen Strategien
in der antineoplastischen Therapie [205]. Abgeseataon gibt es Daten die bestatigen, dass
die antikoagulatorische Therapie und im Speziellen niedermolekulare Heparintherapie,
antineoplastische Effekte hat und dass ihr GebrancKombination mit Chemotherapie
womoglich das Outcome bei verschiedenen Krebsagdressern wird [205].

Auch gibt es bereits Hinweise daflr, dass Mitglredder Blutgerinnung gute
Prognosefaktoren darstellen kénnten, wie der "Urage-ahnliche Plasminogen Aktivator”
und sein Rezeptor ("uPAR"), die bereits als stdPkediktoren bezlglich des Outcomes in
verschiedenen Krebsarten verwendet werden, insbesebei Brustkrebs [205].

Sharma et al. zeigt, dass man Leukamien (CML, AMid WALL) anhand verschiedener
Blutparameter wie Blutviskositat, Plasmaviskosit&tamatokrit, Fibrinogenspiegel etc.
unterscheiden kann. Bei der CML beispielsweise tzsigh ein Anstieg der gesamten
Blutviskositat, Plasmaviskositat, Blutsenkungsgesotigkeit und eine Erhéhung des

Fibrinspiegels sowie eine verminderte Blutungsisit].
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Wada et al. belegen, dass die Sterberate bei Laagatrenten hoch ist, wenn sie eine hohe
Fibrinogen Konzentration aufweisen. Ebenso zeigejeigen Leukamiepatienten eine hohe
Organversagensrate, bei denen hohe Fibrinogen geweéssen wurden [206].

Bei akuten nicht-lymphatischen Leukamien korrelien@he t-PA Level mit einer schlechten
Prognose [207] und bei Prostatakrebs gilt, je aggiver der Krebs desto hdher die u-PA
Werte. Ebenso wurden hohe Werte an u-PA bei Getmraten, Magenkrebs und Leberkrebs
gemessen [207].

Da Tumorzellen sowohl t-PA als auch u-PA enthaltkinnte die Balance zwischen
tumorvermittelter Fibrinformierung und Fibrinolygel einem wichtigen Punkt in Bezug auf
antimetastatische Behandlungsprotokolle werden][208

Die weitreichenden Einflisse der Blutgerinnungsfadm in der Kanzerogenese sind bei
weitem noch nicht aufgedeckt, dies zeigt sich adafan, dass immer mehr Mitglieder der
Blutgerinnung und Fibrinolyse in Zusammenhang raitidanzerogenese gebracht werden.
Der mdgliche Zusammenhang zur Krebsentstehung evsithtlich wenn man bedenkt, dass
die Fibrinolyse essentiell fur die Freigabe vordlefeaus ihrem urspringlichen Zellverband
ist, was pathognomisch fur Malignome ist und zwadem sie die Versorgung fur das
neoplastische Zellwachstum durch Kapillarsprossubgreitstellt und Zellmobilitat
gewahrleistet [207].

In Bezug auf myeloische Leukdmien kann gesagt werdkass Blutgerinnungs- und
Auflésungsstdorungen bekannte Komplikationen beikidmiepatienten sind, insbesondere bei
AML Patienten. Diese Komplikationen beruhen aubthboplastischen Substanzen die durch
die Blastenzellen selbst getrickert werden [209].

Die Plasmakonzentration an D-Dimer (quervernet#tdsin Degradationsprodukt) dient
dabei als spezifischer Marker fir die Aktivierungesd Koagulations- und des
Fibrinolysesystems. Bei Leukdmie Patienten ist Zaitpunkt der Diagnosestellung der D-
Dimer Level erhoht, fallt ab bei kompletter Remissiund steigt wieder bei Ruckfall oder
Chemotherapieresistenz, was den D-Dimer Level adadfsparameter qualifizieren kdnnte
[210].

Die Blutungsstérungen von CML Patienten lassen aieth wie folgt erklaren. Untersucht
man leukamische Blasten von CML Patienten und bnmgn diese in Gerinnsel ein, sind
diese Blasten in der Lage selbststandig die Plasgeim enthaltenden Gerinnsel aufzuldsen.
Diese Fahigkeit wird zurlickgefiihrt auf eine erhae@A Expression dieser Zellen [211].

Es wurde bereits spekuliert, dass die ExpressionRlasminogenaktivatoren wie u-PA eine

zentrale Rolle bei der Ermdglichung der Invasiom varmalem Gewebe durch maligne

73



Diskussion

Zellen spielt [212, 213] und in der Tat enthalt sbhwdas Plasma, als auch das Knochenmark
von CML Patienten hohe Werte an u-PA, wohingegenMark gesunder Probanden nur t-
PA enthalt [214].

5.3.2.5 Fibrinogen y-Ketten Funktion

Fibrinogen bindet Uber seine y-Kette an Zellobet&nrezeptoren, Wachstumsfaktoren und
Koagulationsfaktoren, um seine Schlisselrolle in Britgerinnung, Plattchenaggregation
und Wundheilung auszufiihren.

Neu gefundene y-Ketten Epitope binden auf3erdemeanTdhrombozytenrezeptor Integrin
allb 3 und den Leukozytenrezeptor Integrid 2 [215].

Die Funktionen der Fibrinogen y-Kette sind im Eimzes:

-Fibrinpolymerisation und Quervernetzung (Faktotl&Xlvermittelt die Quervernetzung der
C-terminalen Regionen von y-Ketten in jeder D Domédie yXL Seite)).

Wie wichtig die Rolle der y-Kette bei der Fibrin-@esel Formation ist, zeigt ihre
Ausschaltung durch Antikoérper, was in einen 25fachnstieg der Perfusionsrate und
verstarkter Fibrinolyse resultiert. Diese Tatsabhetet die Moéglichkeit, durch Ansteuerung
auf die Fibrinogen y-Kette neue antithrombotischerépien zu entwickeln [215].

- Initilerung der Fibrinolyse

- Regulation der Faktor XIII Aktivitat

- Interaktion mit Thrombozyten und anderen Zellen;

Das Fibrinogen nimmt an der Plattchenaggregatiocid®Bindung an das Thrombozyten
Integrin 1lb 3 (Glykoprotein Ilb-lIlla) teil. Mause die diese yegion nicht aufweisen, bilden
zum einen schneller Thromben, die zum anderen ba@gfiger embolisieren [216].

- Mitwirkung bei der Vermittlung der Thrombinbindginan Fibrin, was Antithrombin |
genannt wird und eine thrombin-inhibitorische Fumktaufweist [217]. Schatzungsweise 1/4
des Thrombins ist an Fibrin gebunden, und ungeftor davon an eine y'-Kette. Einige
Forscher glauben, dass diese alternatikette als Negativregulator fungiert [218] und
nannten sie daher "Antithrombin I" nach Seegers1®4udien zeigen, dass die Bindung der
y carboxyl terminalen Peptidgruppe an das Thromhirder Tat die thrombin-induzierte
Plattchenaggregation unterdrickt [219]. Aulerderendidie Antithrombin | Bindung
womoglich dazu das Thrombin an die Stelle der \euleg zu lenken um ein seitliches

Wachsen des Gerinnsels zu verhindern.
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Andere Forschungsgruppen unterstitzen dagegermMdirung, dass diese Bindungsseite
dazu dient das Thrombin zur Gerinnseloberflachéerken und zwar in einer aktiven Form,
um so mehr Fibrinogen in Fibrin zu konvertierers sb genannter positiver "feed-forward"”
Modulator.

Erwahnenswert ist, dass die y-Kette an das Thrombkosite Il [219] bindet, die
Hauptbindungsstelle des Heparins am Thrombin, wddurdie y'-Kette die
Thrombininaktivierung durch Heparin verhindert, veais klinisches Problem darstellt [215].

5.3.2.6 Fibrinogen y-Kette und Pathologie

Dem Fibrinogen wird unterstellt ein zentraler Regoit der inflammatorischen Antwort zu
sein. Fibrinogen ist ein klassisches "Akut-Phd2estein, das bei Entziindungen vermehrt in
der Leber gebildet wird. Zusatzlich kommt es zueeimxtrahepatischen Induktion und
vermehrten Zirkulation.

Eine wichtige Verbindung zwischen Fibrin(ogen) whel Leukozyten Biologie scheint der
Integrin Rezeptor M 2(Mac-1) zu sein, der an die Fibrin(ogenKette bindet und die
Leukozyten Aktivitat reguliert. Die Bindung an MAC-erfolgt Uber Sequenzen in der y-
Kette, genannt P1 [220] und P2 [201]. P1 und P@eleauf der y-Kette dicht beieinander
[201].

Die Leukozyten Interaktion mit der Fibrin(ogen)Kette Uber den Leukozytenrezeptor
Integrin M 2 innerhalb entziindetem oder beschadigtem Gewedbmaglicherweise ein
wichtiger Schlussel fur die Zielerkennung der Lenken.

Die Fibrin(ogen) -MACL1 Interaktion fuhrt zu Zellverdnderungen wielKammobilisation,
Aktivierung von NF-kB [221], verstarkte Phosphaetling, Degranulation, Hochregulierung
von Adhasionsmolekilen, verstarkte Migration undniaderter Apoptose [222].
Experimente an Knock-out Mausen haben gezeigt, lessnders die y-Ketten Region 390-
396 wichtig fur die Bindung zwischen Fibrin(ogemduLeukozyten ist. Mause, die diese
Region nicht besitzen, weisen einen gravierenddekdé ihrer Immunabwehr auf, genannt:
Leukozyten-Adhasions-Defizienz Typl, die zu schwer@efekten in der Leukozyten
Funktion und chronischen Infektionen fiihrt [223].

Die Fibrinogen Kette kdnnte also ein wichtiger Funktionsmodulater Entzindungszellen
sein.

Die Fibrinogen -MAC1 Achse kénnte deshalb ein interessantes Zietler Entwicklung

neuer  Therapien von z.B. chronischen Entztindungenarstallen. Die
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pharmakologische/genetische Ausschaltung von Figen im Mausmodell fihrte bereits
zu einer verminderten Progression der ArthritisereTiere[224].

Besonders hervorzuheben ist, dass neue auf dienégen -Leukozyten Interaktion
gerichtete Therapien nicht notwendigerweise diekkan des Fibrin(ogens) innerhalb der
Hamostase beeinflussen, da diese nachweislich é&nglthvon der immunmodulatorischen
Funktion ist.

Das Fibrinogen enthalt au3erdem Bindungsseitervdischiedene Wachstumsfaktoren und
Cytokine, inklusive dem endothelialen WachstumsfafR02], FGF-2, und Interleukin 1b
[204]. Diese Bindungsseiten dienen hochst warstibbinlazu, diese Faktoren im Gerinnsel
zum Zwecke der Entzindungsantwort und der Wundhgilzu konzentrieren. Die FGF-2

Bindungsseite ist dabei einmal mehr am C-termirarsyeKette lokalisiert [225].

5.3.3 Spot 3: Proteasom 26S ATPase Subunit 2

Spot 3 zeigte sich in der Massenspektrometrie meene Score von 95 als Proteasom 26S
ATPase Subunit 2 und war in vier von finf CML/ged@@®elpaaren erhoht.

5.3.3.1 Das 26S Proteasom (Nobelpreis in Chemie f@iechanover, Hershko und Rose)
[226]

Das 26S Proteasom mit seinen ca. 2000 kDa, getditer Peptidasen die Proteine und ATP
in verknlpften Reaktionen hydrolisieren.

Das Proteasom ist bei Eukaryoten sowohl im Nukdssuch im Cytoplasma lokalisiert. Die
Hauptfunktion des Proteasoms besteht darin, unnidder beschéadigte Proteine per
Proteolyse abzubauen. Die Enzyme, die diese Rea&tisfihren, werden Proteasen genannt.
Proteine, welche durch das Proteasom degradiemienesollen, werden mit einem sehr
kleinen Protein, dem Ubiquitin, gewissermal3en nestkDie Wichtigkeit der proteolytischen
Degradation innerhalb einer Zelle und die Rolle dégyuitins in diesem Geschehen, wurde
2004 durch die Vergabe des Chemienobelpreises eonAziechanover, Avram Hershko und
Irwin Rose, anerkannt.

Da das 26S Proteasom sowohl im Zytosol, angehaftetas ER, als auch im Nukleaker
Zellen vorkommt, muss seine Aktivitat streng koliteat werden. Diese Kontrolle erfolgt
hauptsachlich Uber eine strenge Substratauswald. vierschiedenen AAA ATPasen (=

ATPases associated with various cellular actiyitides Proteasoms binden jeweils an
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bestimmte kurze Peptidsequenzen, die so genanfitaggen oder Erkennungssignale, die
meist nahe des C- oder N-Terminus gelegen sindViDeteren gibt es spezielle Adapter oder
Lieferproteine, die die Substratspezifitat des €asbms ebenfalls kontrollieren. Im Falle des
26S Proteasoms ist dies das Ubiquitin [227, 228} Dbiquitinierte Proteine, und eine sehr
geringe Menge nicht-ubiquitinierter Proteine, werdkegradiert. Die Ubiquitinierung erfolgt
dabei durch drei Enzyme: E1 (Ub-activating Enzy&2, (Ub-konjugating Enzym) und E3
(Ub Ligase) [229].

5.3.3.2 Aufbau des 26S Proteasoms

Das 26S Proteasom [230] besteht aus einer 20S ikameund ein oder zwei 19S Kappen
[231]. 20S hat eine zylindrische Struktur, besteheaus vier aufeinandergesteckten
heptameren Ringen, den zwei aul3erétingen und zwei innerenRingen. [232, 233] Jeder
der Ringe besteht wiederum aus 7 Untereinheid&n Substrate betreten das Zentrum der 20S
Kerneinheit durch ein enges Gate, welches durch tiatereinheiten gebildet wird, deren N-
Termini je nach Konformation, den Eingang entwederschlieRen oder den Eintritt
gewahren. Sie fungieren also als "Tursteher" [234].

Die katalytischen Zentren befinden sich in vier d&inguntereinheiten, gebildet aus den N-
terminalen Threonin Resten [235]. Sie zerlegerSdibstratproteine in Peptide.

An einem oder auch beiden Enden der 20S Kerneititégigen die 19S Regulatorkappen,
900-1000 kDa Partikel. Diese Kappen regulieren Biedung der Proteine an das 26S
Proteasom und den Zutritt in den 20S Hohlzylin@e. bestehen jeweils aus einer Basis und
einem Deckel, wobei der Deckel die Polyubiquitigfien der Proteine erkennt, bindet und
zum Zwecke des Recyclings abspaltet. Die Basisdgeg besteht aus sieben homolgen
ATPasen (Rpt 1-7)231] und vier Nicht-ATPasen. Die ATPasen entfalten Fieteine, da
nur lineare, entfaltete Proteine die enge Offnueg Broteasoms durchschreiten kénnen. Man
geht davon aus, dass die AAA ATPasen an das Umequkennungssignal andocken und das
Protein von dort in das Innere des 26S Proteasanehen”“. Durch den Zug werden die
folgenden Reste des Proteins denaturiert [236]. b@8Steht aus schatzungsweise 18
Untereinheiten. Die ATPasen sind sich in ihrer ®qusehr &hnlich und bilden eine
Subfamilie innerhalb der AAA+ Superfamilie [237]id3e ATPasen stellen die Energie fur
die Proteinenfaltung bereit, denn die Protein Degtian durch das Proteasom bendtigt ATP
Hydrolyse, welche durch diese assoziierten HexamefAA ATPasen Komplexe
bereitgestellt wird. ATP erflllt dabei mehrere Fuoken innerhalb der Proteolyse und der
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einzige Schritt der unbedingt die Hydrolyse von Adifordert ist die Entfaltung von grof3en
Proteinen. Des weiteren hat man erkannt, dass @igisBder 19S Einheit bestimmte
chaperonahnliche Eigenschaften aufweist, z.B. kesirdie Proteinaggregation verringern,
Refaltung denaturierter Proteine initileren [2389] und bestimmte, missgefaltete Substrate
umbauen. Diese Fahigkeit scheint auch in Zusammmgnhat der 19S Fahigkeit der Gen-
Transkriptions-Regulierung zu stehen.

Zwar wird fur die Proteindegradation eine ATP Hygse benotigt, ist ein Protein aber
bereits denaturiert, wird kein ATP mehr fir die Askkation in bzw. die Degradation durch
die 20S Einheit, bendtigt.

Einige Wissenschaftler gehen deshalb davon aus, diasTranslokation entfalteter Proteine
in den 20S Kern durch reine "passive Diffusion’dkgén kann.

Diese Vermutung stlitzt sich auch auf die Erkenstmign Smith et al. [240], dass beide
Schritte unabhéngig voneinander sind:

- Der Entfaltungsprozess bendtigt ATP Hydrolyser &ddelNE Substrattranslokation

- Die Translokation bendtigt entfaltete ProteinggraKEINE ATP Hydrolyse.

Die restlichen Untereinheiten sind Nicht-ATPaserav@n ist S5a das einzige bekannte

Protein welches an die Ubiquitinkonjugate bind&tl[R

19S Deckel: Erkennt Ubiquitin

Basis: enthalt die 6 ATPasen

N\
_

=
Graphik 5.3.3
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5.3.3.3 Funktion und Krankheitswert des 26S Proteasns

Ein gehaufter Anfall von freien Radikalen fuhrt zdellschadigung durch Oxidation von
Biomolekulen. Um die Integritat der genetischeroinfation und der Proteinhoméostase zu
gewahrleisten, mussen geschadigte, un- oder figltlgie Proteine selektiv proteolysiert und
die DNA repariert werden.

Chronischer oder kritischer oxidativer Stress fidut Akkumulation oxidierter Proteine, die
ihrerseits Aggregate bilden. Das proteolytische t&8ys hauptverantwortlich fir die
Entfernung oxidierter cytosolischer oder nukledesteine, ist das Proteasom.

Abgesehen davon ist das Proteasom in viele SclifiliskBonen zellularer Prozesse
involviert wie den Zellzyklus, Kontrolle der Genegpsion, Proteinturnover, Apoptose,
Signaltransduktion, Proteinqualitatskontrolle unatigenprasentation. Auf3erdem ist es daflr
verantwortlich, dass wichtige regulatorische Praerechtzeitig und selektiv degradiert
werden, wie zum Beispiel das Zellzyklus abhangig&li@ und Cyklin abhangige Kinasen.
Aul3erdem ist es verantwortlich fur die Aktivierungn NF- B, sowie den Umsatz von
Transkriptionsfaktoren und p53 [226, 242].

Betrachtet man die Liste der Proteasom Aufgaberdshicht verwunderlich, dass das 26S
Proteasom durch Dys-, Uber- und Unterfunktion marsehiedenen Krankheiten in
Verbindung gebracht wird, wie zum Beispiel neurcategyativen Erkrankungen [243]. Die
Dysregulation des enzymatischen Proteasomsystels wprscheinlich auch eine Rolle bei
der Tumorentstehung und Progression, Medikamergsteazentwicklung und Entwicklung
einer veranderten Immunkompetenz [244].

Da das 26S Proteasom die aktive Form des NF-kBrgetecinem anti-apoptotischen und
proinflammatorischen Regulator der Cytokinexpreassist die proteasomale Aktivitat auch
verknUpft mit Entzindungaktivitat und Autoimmunkk@weiten [245]. In diesem
Zusammenhang korrelieren erhohte Werte an proteslsom Aktivitat mit der
Krankheitsaktivitdt bei systemischem Lupus Erythesas und rheumatischer Arthritis
[245].

Andere Studien hingegen belegen, dass es bei vedecisten Erkrankungen zu einem Abfall
der 26S Aktivitat kommt [246, 247], analog den Baditungen beim Alterungsprozess [248,
249]. Da beides - Krankheit und Alterungsprozesauf eine Akkumulation oxidierter
Proteinaggragate zuriickzufuhren ist, wird angenommeass solche quervernetzten

Aggregate mogliche Inhibitoren des Proteasoms el&st Es liegen experimentelle Daten
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vor, dass mutierte Proteine zur Aggregation neigew fahig sind das Proteasom zu
inhibieren [250, 251].

Proteasom 26S Serumlevel werden auch als Proghktsefa bei Multiplem Myelom
herangezogen, da ein hoher Level nachweislich enteshtes Ansprechen bzw. Resistenz

gegenuber herkbmmlicher Chemotherapie bedeutet.[252

5.3.3.4 26S Proteasom und Malignitat

Da die Fahigkeit des Proteasoms tumorsupprimierami proapoptotische Proteine zu
degradieren bei vielen Neoplasien dysreguliertsiti|t das Proteasom ein wichtiges Ziel der
Krebsforschung dar. Die Liste der Proteasom Suipstteine ist lang und enthalt unter
anderem positive und negative Zellzyklus Regulatomde die Cykline A-E, Cyklin
abhangige Kinasen, Inhibitoren wie p21 und p27,seleedenste Mitglieder der cdc25
Phosphatasenfamilie, Regulatoren der onkogenetis€rensformation wie c-fos, c-jun oder
c-Myc, Tumorsupressoren wie p53, proapoptotische amtiapoptotische Regulatoren wie
bax und Bcl-2, negative Transkriptions Regulatosss Id, IkappaBalpha einem Inhibitor des
NFkappaB und die Zelladhasionsmolekile ICAM-1 urdAM-1 [267]. Bei dieser Auswahl
an Proteinen ist es offensichtlich, dass das Psotaaine kritische Rolle bei der Proliferation
und dem Uberleben von Tumorzellen spielt.

Jakob et al. [290] weisen eine erhthte Proteasaowizktin Myelomzellen nach und zeigen,
dass es bei behandelten Patienten mit aktivem prertti Myelom nach der Malignomtherapie
zu einem Abfall der Proteasomkonzentration im Sekammt und zwar aussschlie3lich bei
Respondern, nicht jedoch bei Non-Respondern. Auffjrder Tatsache, dass sie in dieser
Studie eindeutig einen Zusammenhang zwischen exhORtoteasom Serumspiegeln und
vorangeschrittener MM Erkrankung zeigen konnten,rdeudas Proteasom als neuer
unabhangiger Prognosefaktor fir MM Patienten arggere

Adams et al. [268] haben ihrerseits die Chanceraieeen Klasse an effektiven Antitumor
Medikamenten aufgezeigt, den Proteasominhibitofemfgrund der Erkenntnis, dass das
Proteasom eine Threonin Protease ist [235] wurde sshr potenter und selektiver
Proteasominhibitor entwickelt, das Bortezomid. Dhddet einen kovalenten und reversiblen
Komplex mit dem Proteasom [291].

In der klinischen Phase I, Il und Il der APEX Siidhit Bortezomid zeigte sich laut Ludwig
et al. [275], dass Bortezomib nicht nur beim MuéipMyelom sondern in einer Vielzahl von

hamatologischen und soliden Tumoren zu einer vetenten Proliferation fuhrt, Apoptose
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maligner Zellen induziert und die Aktivitat von Ghe- und Strahlentherapie verstarkt, ja
sogar Chemoresistenz umkehren kann.

Den mit einer Uberexpression an 26S assoziiertedikdmentenresistenzen, liegt folgendes
Zugrunde: NFB wandert nach seiner Aktivierung in den Kern wo eese Reihe von
antiapoptotischen Signalwegen in Gang setzt, wafkeaistenz von Tumorzellen gegen viele
Antitumormedikamente fuhrt. Da der NB Inhibitor | B bei Zellstress vom Proteasom
degradiert wird, kann so NB erst aktiv werden.

Eine Proteasom Inhibierung fihrt also Gber dierglde Inhibierung von NFB einerseits zu
einer Sensibilisierung der Tumorzellen gegentbeen@therapie, andererseits werden
zusatzlich proapoptotische Wege in Gang gesetzt] [Hortezomib (N-pyrazinecarbonyl-L-
pheylalanine-L-leucine Boron Saure), auch bekamtP&-341 oder MLN-341 ist der erste
Proteasominhibitor der es in klinische Studien ba#ft hat [197, 268, 269]. Er blockiert das
Proteasom schnell, hoch selektiv und reversibednmés direkt an den 20S Komplex bindet
und seine enzymatische Aktivitat blockiert.

Bortezomib wurde im May 2003 von der US Food anddAdministration zur Behandlung
von rezidivierten oder fortgeschrittenen Multipldtyelom Patienten zugelassen [270] und
Uberzeugte mit seine antitumor Wirkung in einer sdehsreihe von 60 Krebszelllinien des
US National Cancer Institutes [268].

Bortezomib vermittelt einen Zellzyklusarrest dudib Stabilisierung von Cyklin abhangigen
Kinaseinhibitoren wie p21 und p27 wobei es auclvai@gen Krebszellen mit sehr niedrigen
Proliferationsraten ist [267].

Des Weiteren induziert es Apoptose, indem es ddrmaAlbestimmte Proteine verhindert und
so zu deren Akkumulation innerhalb der Zelle fiie p53 und Bax, welches die Cytochrom
C Freigabe aus dem Mitochondrium triggert. AuRerdiéggert Bortezomib die Induktion der
Caspase 12 vermittelten Apoptose durch Induktiors d&R vermittelten Apoptose
Signalweges.

Bortezomib erzielt seine zytotoxische Aktivitat@bsuch durch die Aktivierung der ER Stress
Antwort [271] und Stérung der Unfolded Protein Rasge in Myelom Zellen.

AulRerdem verstarkt Bortezomib auch die antineoiglastn Effekte anderer Chemotherapien,
der Strahlentherapie, sowie der Immunotherapie,[261] und kehrt sogar Resistenzen um.
Interessanterweise auch Resistenzen, die durclBchiédbl/p210 Protein Tyrosin Kinase

vermittelt werden [272].
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Bortezomib wurde in vivo bereits bei den verschieien Neoplasien getestet, darunter T-
Zell-Leukamie, LungenkrebsBrustkrebs, NHL, CLL, Pankreas-, Kolonkrebs undyzéei
allen viel versprechende erste Ergebnisse [267,, 273.

In den klinischen Studien zeigte sich bemerken®medise, dass Proteasom Inhibitoren
selektive Cytotoxizitat gegeniber transformiertetieh aufweisen [276, 277].

Bei Tests von Proteasominhibitoren an K562 Zellamles zu deren Apoptose, diese wurde
induziert durch eine Aktivierung der Caspase 3 umbleren Caspasen und fuhrte
dosisabhangig zu einem linearen Anstieg von apispten Zellen.

Die Apoptose Induktion durch Proteasominhibitorenurade begleitet durch einen
Zellzyklusarrest dieser Zellen in der G2/M Phasd uan Akkumulation und Stabilisierung
des Cyclin-abhangigen Kinase Inhibitors p21 und dasmorsupressorproteins p53
wohingegen gesunde CD34+ Zellen kaum in ihrer Afisrg gestort wurden. Die
Proteasominhibitoren beeinflussen also bevorzugigmaZellen [268, 277].

Das 26S Proteasom ist auch in humanen leuk&dmiséb#an abnormal hoch exprimiert
[266]. Seine Expression normalisiert sich jedoclkenw die Zellen durch Medikamente zur
Ausreifung gebracht werden [278]. Die Proteasomwdkti konnte also fur die

Lebensfahigkeit und maligne Proliferation leukarhexcZellen, von Néten sein.

5.3.3.5 26S Proteasom und CML

Es gibt auch bereits erste Ergebnisse von Bortdzamider CML Behandlung. In Vitro
unterdriickt Bortezomib das Wachstum Bcr-Abl positizellen, sowohl Imatinib sensitiver
als auch resistenter Zellen [279].

Die Wachstumsinhibition korrelierte dabei mit ein@ellzyklusarrest in der G¥M Phase und
war dabei mit einer reduzierten NB DNA Bindungsaktivitat assoziiert, sowie mit einer
Herrunterregulierung von Bcr-Abl, Aktivierung deaspase3 und reduzierter Expression und
Phosphorilierung von Bcr-Abl. Gleichzeitige Gabenvbmatinib und Bortezomib wirkte
antagonistisch, wobei ein Regime von Bortezomib wladauf folgender Imatinib Gabe
synergistisch wirkte. Auch bei der AML erzielte d&srtezomib Regime bereits erste
Ergebnisse. Einige Patienten wiesen eine kompRetaission auf.

Zusatzlich zeigt sich aber, dass Bortezomib auobk eytoprotektive Antwort auslost, indem
es Heat Shock Proteine hochreguliert. Rajkumarl.e{244] geht davon aus, dass eine
Kombinationsgabe von HSP Inhibitoren und Bortezqmibeiner erhéhten Sensitivitat bzw.
zur Resistenzuberwindung fuhren wird [280].
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In diesem Zusammenhang wird Bortezomib bereitsamKination mit dem HSP90 Inhibitor
»L7TAAG" bei Myelom Patienten getestet, da einigdlele dem proapoptotischen Effekt von
Bortezomib durch eine Hochregulierung verschiedenisSP s entkommen [280].

Besonders hervorzuheben ist, dass Bortezomib beiriddhgewiesener Masen nicht nur die
im KM verweilenden Krebszellen angreift, sonderrctaulas umliegende Mikroumfeld an
gesunden Zellen in die Richtung gehend beeinflassts sie die Tumorzellen nicht [Anger mit
parakrinen Proliferationsstimmuli unterstitzen [R81

Dies ist auch beziglich der CML interessant, da rdamon ausgeht dass bei minimal
residualen Fallen tief im Knochenmark "schlafend&tebszellen nicht durch die
Medikamente erreicht werden. Wuirde diesen Zellem 'tNahrungslieferung" durch ihre
umliegenden gesunden KM Zellen entzogen, ware diesndglicher Weg, solche Zellen

"auszuhungern”.

5.3.3.6 Proteasom 26S ATPase Subunit 2 Aufbau

Der Proteasom 26S ATPase Subunit 2 (S2) gehorBdperfamilie der AAA+ ATPasen (=
ATPases associated with various cellular Activjtias.

Ihre Mitglieder sind charakterisiert durch ein odewei 200-250 AS lange ATP
Bindungsdoménen [254], genannt AAA Motiv, die ils@ts aus einem Walker A und B
Motiv bestehen Der im Walker A Motiv enthaltene P-Loop interagielirekt mit den
Phosphaten des ATP und ist essentiell fur die Airfelihg.

Das Walker B Motiv ist ebenfalls unablassig fir Niekleotidbindung. Mutationen in diesem
Motiv fuhren zu so genannten Substratfallen, deeSUbstrate zwar binden aber nicht mehr
freigeben kdnnen.

Die eukaryotischen proteasomalen ATPasen gehonem 8ubfamilie der AAA ATPasen an
die ein zusatzliches Motiv besitzen, genannt "sddeegion of homology“ (SRH) [256]. Die
SRH koordiniert die Nukleotid Hydrolyse und Konfationsédnderungen zwischen den
Untereinheiten, sie ist also verantwortlich flrigeneinzigartige Eigenschaften der AAA+

Familie.

5.3.3.7 Proteasom 26S ATPase Subunit 2 Funktion

Die Proteasom 26S ATPase Subunit 2 reguliert dasdés 20S Partikels [234, 257]. Es
Offnet das Gate in Anwesenheit von ATP [258], woA&P nicht zwangslaufig hydrolisiert
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werden muss. Das bedeutet, dass bereits entfBlteteine ohne Energieaufwand in das 20S
Innere transportiert werden kdénnen.

Die AAA ATPasen allgemein lagern sich gern zu abiggwen Ringstrukturen mit einer
zentralen Pore zusammen und unterliegen wahrend wiechselnden Zyklen von
Nukleotidbindung und Hydrolyse standigen Konformasianderungen.

Zusatzlich scheinen die meisten dieser ATPasen rinteffaltung-, Entfaltung sowie
Proteinkomplexzusammenlagerung und -entwirrungylingrt zu sein [240].

Abgesehen davon nehmen sie teil an der Proteindagpa und -entfaltung, DNA
Replikation, Thermotoleranz, Membranfusion und Bgwey von mikrotubuldren Motoren
[259].

Einige ATPasen wirken demnach auch unabhé&ngig toenizugehorigen Proteasen, um
Substratproteine umzumodelieren oder Proteinkonepbaxzuldsen. Sie kdnnten in diesem
Zusammenhang einen wichtigen Part in der Unfoldemteih Response bzw. Heat Shock
Response spielen. Man hat bereits entdeckt, dase apezielle AAA ATPase,
Proteineaggregate in Zusammenspiel mit dem HSP7Zp&bnsystem auflost [260]. Wie
genau und warum die AAA+ Proteine mit dem HSP70péhan System kollaborieren muss

aber noch eruiert werden [261].

5.3.3.8 AAA+ Proteine und Krankheitswert

Unter den ersten AAA+ Proteinen, das identifiziartd eindeutig mit Erkrankungen in
Zusammenhang gebracht werden konnte, ist das PatiXh, PAS1 genannt. Dieses Protein ist
zu Uber 70% bei der peroxisomalen Erkrankung votiwgger Typ mutiert [262].

Die 26S Subunits rucken immer mehr in den Fokus Fieshinteresses, da experimentell
nachgewiesen werden konnte, dass eine aberanteedSigmm und Dysfunktion von
Proteasomuntereinheiten in die maligne Transfoonativon Zellen und deren
Resistenzentwicklung gegeniber verschiedenstetozygchen Agenzien involviert ist.

Eine 26S Subunit 11 Uberexpression fiihrt beispigissvin Saugerzellen zur Entwicklung
von Resistenzen gegen zytotoxische Medikamente hewinflusst die Zellproliferation.
Beides tragt dazu bei, dass die Tumorzelle danmGtieerapie-resistet ist, sodass Subunit 11
nach Spataro et al. als ein Marker fur Multi-dregistente Zellen fungieren kénnte [253]. Ein
anderer Subunit der 19S Einheit, genannt Gankysinein Onkoprotein und wirkt an der
Erkennung von ubiquitiniertem p53 mit. Es wirkt iaagpoptotisch und ist in vielen Tumoren

Uberexprimiert, beispielsweise dem HCC [146].
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AAA+ Mutationen werden auch mit Erkrankungen wier ddyositis, frontotemporaler
Demenz und Morbus Paget in Zusammenhang gebra@Bi [2

Abgesehen von bestimmten AAA+ Mutationen besteh#rh aindeutige Zusammenhénge
zwischen dem Expressionslevel von AAA+ Proteinerd Wrankheiten. Zum Beispiel
korreliert ein erhdhter Level des AAA+ Proteins PBZP mit einer schlechten Prognose bei
Krebs [140] und es besteht ein Zusammenhang zwiseheiedrigtem Level des AAA+
Proteins NSF und Schizophrenie bzw. Epilepsie Ehtstg [264, 265].

5.3.4 Spot 34: Proteasom activator Komplex Subunit

Spot 34 wurde mittels Massenspektrometrie mit eils@ore von 88 als Proteasom activator
Komplex Subunit 1 identifiziert. Dieser zeigte sichvier von funf Geelpaaren, sowie dem
Zelllinienvergleich als erhoht.

Wie bereits erwahnt, besteht das 26S Proteasoaud@ryoten aus einem 20S Kernpartikel,
welcher die proteaseaktiven Seiten enthalt um di¢eplytischen Reaktionen auszuftihren.
Vervollstandigt wird das 26S Proteasom dann entwedech zwei 19S Partikel oder dem
11S Partikel, welcher das Proteasom zu einem Improt@asom macht.

Diese heptamere Struktur die keine ATPase Aktizg&igt und keine Degradation kompletter
Proteine, sondern die Degradation kurzer Peptitigeim, ist bekannt als Proteasom aktivator
Komplex Subunit 1, 11S, REG oder auch PA28.

Der Mechanismus mit dem 11S mit seinem C-termin&8ehwanz an den 20S Kern bindet
und die Ring Konformationsanderung initiiert um das 20S-Tur Peptide zu 6ffnen, ist
wahrscheinlich dem Mechanismus der 19S Einheit &ehilich.

Die Expression des 11S Partikels wird durch Interfe induziert und ist gemeinsam mit den
Immunoproteasom Untereinheiten fur die Generierung von Peptideranivortlich, die an
den Major-Histocompatibilitats-Faktor | (MHC |) lden.

Die Wichtigkeit der Erforschung des Proteasoms iarzihogenese, Progression und
Metastasierung liegt darin begrindet, dass dass&om wie bereits erwadhnt, in aul3erst
wichtige Prozesse der Zelle eingreift, wie Zellaygklund Apoptose, aber auch Stressantwort
mit HSP's und der Immunantwort.

Abgesehen davon spielt das Proteasom als sogesdmmtainoproteasom auch eine wichtige
Rolle innerhalb des adaptiven Immunsystems. Petttgiene werden durch den MHC | an
der Oberflache von Antigen-prasentierenden Zelleasgntiert. Diese Peptide sind das

Produkt der Degradation des Immunoproteasoms voteiRen, die durch das invasierende
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Pathogen generiert werden. Dieser spezialisierted@ex produziert Peptide der optimalen
GréfRe und Komposition um an MHC | zu binden. Soléheteasome, die wahrend der
Immunantwort vermehrt exprimiert werden, enthalleis 11S regulatorische Peptid. Dessen
biologische Hauptrolle ist die Regulation der Pitehn von MHC | Liganden, sowie die
Regulation der Produktion spezialisierterUntereinheiten, genanntli, 2i und 5i, mit
unterschiedlicher Substratspezifitat.

11S ist ein 180.000 Dalton Protein, das die Hydm®lkleiner, nicht polyubiquitinierter
Peptide durch das 20S Proteasom initiiert. 11Sebesius zwei homologen Untereinheiten,
und [282-284], die in alternierenden Positionen inadtheines ringférmigen Oligomers
arrangiert sind. Song et al. zeigen, dass dagrifiale Ende der Untereinheit fur 11S
notig ist um an den 20S Kern zu binden und um e da aktivieren [242, 285-287]. Im
Gegensatz zur 19S Regulatoreinheit, bendtigt 1d&cje kein ATP, um an den 20S Kern zu
binden und ihn zu aktivieren [283]. Song et al. §R§ehen auch davon aus, dass die
Untereinheit wiederum die 11S Aktivitat modulieridem es womoglich die 11S Affinitat far
den 20S Kern beeinflusst.

Der Proteasom Aktivator 11S, ist ein Proteinkomplaler aus zwei verschiedenen
Polypeptiden genannt 11Sund 11S 3, besteht. 11S zeigt selbst keine hytisohe Aktivitat
sondern aktiviert die vielen Peptidaseaktivitites &@roteasoms indem es an die terminalen
Ringe dieser Proteinase bindet [289].

11S, Malignome und 11S Aktivatoren

Die kritische Rolle des 11S Regulatorproteins inatly der Zelle und Erkenntnisse tber das
11S in einigen neueren Studien, legen den Verdaehe, dass speziell auch das 11S
Regulatorprotein eine mal3gebliche Rolle bei der Zéamgenese bzw. Progression tragt.
Welche Rolle genau das ist und inwiefern diese Angriffspunkt neuer Therapieansatze
geeignet sein koénnte, sollte Gegenstand weiterali&t sein.

Das speziell 11S bei der Karzinogenese beteiligizegt auch der Bericht von Zhang et al.
[292]. Er weist nach, dass 11S in HBV infizierterh BCC herunterreguliert ist.

11S ist auch in einer Reihe wichtiger Vorgangeati&ptiven Immunantwort involviert.

Die Prasentation von HLA Klasse | erfordert die ikboierte Expression verschiedener
Komponenten, die in das Antigenprozessing und digsdhtation involviert sind. Ein
Mechanismus von malignen Zellen der Immunantworeatgehen konnte sein, dass sie die
Expression solcher Komponenten verandern, um di& HExpression herunterzuschrauben.

Diese These beruht auf der Beobachtung von Miyagil.[293], dass einige menschliche
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Kolonkarzinom Zelllinien wenig oder gar kein MHCekprimieren wie die Linie DLD-1.
Diese Linie, die absolut kein MHC | exprimiert, was auch, die Uberhaupt kein 11S
exprimiert, auch nicht einen der Untereinheiteader , wahrend die anderen Zelllinien, die
HLA | exprimierten, auch 11S aufwiesen.

Eine intensive Interferon Behandlung dieser DLD-1 Linie fuhrte zwar zur Rrkiibn von
11S , aber nicht zu einer HLA | Expression. ForcierteS1 Exprimierung allerdings
induzierte die HLA | Expression in IFN behandelten DLD-1 Zellen, aber nicht in
unbehandelten Zellen. Daraus schlieRen Miyagi etdalss die ungleiche Expression von
Proteasom Untereinheiten in den Verlust der HLA Kkpiession menschlicher
Kolonkarzinomzellen mindet.

Dies konnte heil3en, ohne 11S kein HLA |. Ohne HlAdine Erkennung der Tumorzellen
durch das Immunsystem.Dies wiederum konnte ein s#bressanter Ansatzpunkt neuer
Anti-Krebs-Strategien sein.

Dass Proteasominhibitoren dufRerst wirksam bei @éraBdlung verschiedenster Krebsarten
zu sein scheinen, ist bereits mehrfach belegt. MiE Aktivatoren jedoch, bestinde
vermutlich die Chance auf noch spezifischere Aresgegen entartete Zellen.

Da die heute verwendeten Proteasominhibitoren auwds vermeintlich ,gute”
Immunoproteasom angreifen, das daflr sorgt, datstete Zellen von der kérpereigenen
Abwehr erkannt und vernichtet werden, wéare zumihdesne Kombination aus
Proteasominhibitoren und 11S Aktivatoren vorstellbavelche zu einer verstarkten
Immunoproteasom Aktivierung und somit verbessesiennung maligner Zellen durch das

adaptive Immunsystem fuhren kénnte.

5.3.5 Spot 8: Vinculin

5.3.5.1 CML und Integrin-31

Mit Spot Nr. 8 wurde das Vinculin mit einem Sco@V150 identifiziert, welches in finf von
funf Gelvergleichspaaren, jedoch nicht im Zelllmiergleich, erniedrigt war.

Klinisch zeichnet sich die CML bekanntlich durchnei Expansion von myeloiden
Progenitorzellen, erhdhten Leveln an zuné&chst meB@anulozyten und Freigabe unreifer
Progenitor/Precursorzellen aus dem KM aus. Die Aadriransformierten Zellen zeigen im
Gegensatz zu normalen Zellen eine andauernde Matiltine Interferon Behandlung kann

diese abnormale Motilitdt rickgangig machen [296}2
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CML Zellen zeigen zwar eine reduzierte Adhasiorenge Extrazellularmatrixkomponenten
[297], aber der Mechanismus dieses Phanomenssistionoch ungeklart.

Vermutet wird, dass diese abnormale Zirkulationigmar hAmatopoetischer Progenitorzellen
zurtckzufihren sein kdnnte auf das NichtanspredeerCML Progenitorzellen auf die durch
Adhasion an Integrin-B1 vermittelte Inhibition détrogenitorproliferation durch die
Knochenmarkmikroumgebung.

Adhé&sionsrezeptor-vermittelte Interaktionen mit ebetrazellular Matrix spielen eine wichtige
Rolle in der Regulation der Zellproliferation, fgifenzierung und dem Zelliberleben [298].
Neoplastische Transformierungen gehen oft einhetr emer veranderten Zell-Matrix
Interaktion und Stérung der normalen Mikroumgebuagslierung von Zellwachstum und -
funktion.

Retention und Homing der Progenitorzellen im Knachark hangen in weiten Teilen von
der Funktion der R1 Integrin Familienmitglieder die den Adhasionsrezeptoren angehéren.
Signalubertragung via dem 31 Integrin Rezeptorltsplegesehen davon auch eine wichtige
Rolle in der Proliferationsregulation, Differenzieg und dem Uberleben der verschiedensten
Zelltypen.

Experimente haben gezeigt, dass Signale, die voMdeoumgebung Uber den [31Integrin-
Rezeptor geleitet werden, eine wichtige Rolle im den der Mikroumwelt gesteuerten
Regulation der normalen hamatopoetischen Progendlifieration spielen. Passend dazu
wurde gezeigt, dass CML Progenitorzellen nicht dief31 Integrin vermittelte Inhibierung
der Proliferation ansprechen.

Im Gegensatz zu normalen hamatopoetischen Progegllem zeigen die CML
Progenitorzellen eine herabgesetzte Adhasion anNtikroumwelt. Sie haben zwar normale
Level an R1-Integrin, welches aber viel schlechteFibronectin [299] bindet, dies wiederum
fuhrt zu der Vermutung, dass die R1-Integrin-Rexept der CML Progenitoren eine
abnormale Funktion aufweisen [299].

Deshalb ist der Defekt der Integrinfunktion in CMEellen vermutlich nicht nur
verantwortlich fir deren abnormale Zirkulation, dem auch fur die kontinuierliche
Proliferation der CML Progenitorzellen, was zu dergelektiver Expansion und ihrem
Wachstumsvorteil gegentber normalen Zellen flhrt.

Wie kommt es aber zu dieser ,gestorten” Integrikfion?
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5.3.5.2 Ber-Abl, R1 Integrine und cytoskelettale f@teine

Es wird vermutet, dass p210 Bcr-Abl mit einigenoskelettalen Proteinen interagiert, die in
die inside-out und outside-in Signalvermittlung cdur3l Integrine involviert sind, wie F-
Aktin, FAK, Crkl und Paxillin [300-303].

Dies fuhrt zu der Annahme, dass die Interaktion p®2h0 Bcr-Abl mit den fur die 31-Integrin
Signalvermittlung wichtigen cytoskeletalen Elementesie Paxillin und Vincullin, erst fur
die abnormale Integrinfunktion und gestorte Prodif®nsregulierung durch die Mikroumwelt
bei CML verantwortlich ist.

P210 Bcr-Abl konnte also eine abnormale Integrikfiom verursachen, indem es
cytoskelettale Proteine oder cytoskelettal-assdeiiéSignalproteine die fur die normale
Integrinfunktion von Néten sind, abnorm phosphertli

Es gibt einige Beobachtungen, die vermuten lass&ss Bcr-Abl die cytoskelettale Funktion
Uber Beeinflussung solcher Proteine verandert,[204].

Erstens ist das Bcr-Abl Protein im Cytoskelett laktart, wo es an Aktin tber eine Aktin-
Bindungsdoméne im C-Terminus [294] bindet und vieleitere Substrate der Bcr-Abl
Thyrosinkinase sind cytoskelettale Proteine [2Z821,]. Diese cytoplasmatische Lokalisation
des Bcr-Abl Proteins scheint wichtig fur die Traorshationsfahigkeit von Ber-Abl zu sein, da
Bcr-Abl Mutanten die andernorts lokalisiert sindnee reduzierte Transformationsaktivitat
aufweisen, vielleicht weil durch die cytoplasmatisd_okalisation der Zugang zu kritischen
Substraten erlaubt wird [301, 304, 305].

Des Weiteren haben CML Zellen eine herabgesetztgkéit an Stromaschichten zu binden
bzw. an Fibronectin. [299, 304]. Andererseits zei@ML Zellen eine erhdhte Adhasion an
Laminin und Kollagen Typ 4 [299]. Diese Beobachtemgind von grof3er Bedeutung, da
eine veranderte Adhasion an extrazellulare Matngtdtne zu einer verfrihten, unreifen
Freigabe von CML Zellen aus dem Knochenmark fliki@mte.

Weitere Studien haben ergeben, dass Bcr-Abl eirgggnaltransduktionswege, die in
normalen Zellen sonst durch Adhasion, Bindung exitalarer Matrixproteine oder
Integrinquerverknipfung aktiviert werden, unabhgragitiviert [306].

Es kann also gesagt werden, dass Bcr-Abl grof3fatik Funktion der Zellmaschinerie stort,
welche mit der Mikroumgebung interagiert. Das Ergsbkonnte eine CML-Zelle mit
gestorter Motilitat sein, die falsche "Signale" @thwelche ihr eingeben, dass bestimmte
Adhasionsrezeptoren (wie die Integrine) stimuleurden, obwohl keine tatséachliche aktuelle

Ligandenbindung vorliegt.
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5.3.5.3 Fokale Adhé&sionen [307]

Fokale Adhasionen sind spezialisierte Strukturem @gtoskeletts und der Plasmamembran
die Kontaktareale zwischen der Zelle und den Pmeteider extrazellularen Matrix (ECM),
wie Fibronectin, schaffen. Tatsachlich dienen mieht nur der Verankerung der Zelle,
sondern fungieren dartiber hinaus auch als Signdtéber.

Der Kontakt zu Proteinen der ECM wird hauptsachlibler die transmembranaren Integrine
vermittelt, die mit ihrer extrazellularen Domane &mnoteine binden (z.B. Fibronektin,
Laminin oder Kollagen). Sie stellen also die Traasthranverbindung zwischen Cytoskelett
und extrazellular Matrix dar.Sie fungieren dabei als Rezeptoren fir extrazebula
Matrixproteine, wobei ihre intrazellulare DomaneeiitAdapterproteine (z.B.: Talin, alpha-
Aktinin und Vinculin) an Aktinfilamente gekoppelsti Neben strukturgebenden Proteinen
finden sich in fokalen Adhasionen viele signalUtzgende Proteine wie die Tyrosinkinasen
c-Src oder FAK (focal adhesion kinase). Adhasiveeidtrisse zwischen den
hamatopoetischen Zellen und der extrazellular Mastheinen sehr wichtig fir die
Wanderungs- und Homingeigenschaften der hamatsobet Zellen zu sein [299].

Fokale Adhasionen besitzen eine sehr hohe Konzmmiraan Proteinen die an ihren
Thyrosinresten phosphoriliert werden und die Thyikease die einzigartig fur diese
Struktur ist, p126FAk, wurde bereits in mehrerend&in beschrieben. Eine Phosphorilierung
dieser Proteine innerhalb der fokalen Adhé&sioneh éfng assoziiert mit einer
Strukturverénderung des Aktin- Cytoskelettes [307].

Man geht davon aus, dass die Thyrosinphosphornilgerals Regulator der fokalen
Adhasionsfunktion dient [308]. Die fokale Adhasischeint also eine Struktur zu sein, die
Signale von beiden Seiten der Zellmembran in ekmnplexen Art und Weise erhélt,
eventuell moduliert und weiterleitet.

Die Phosphorilierung des Paxillins, einem fokaledhasionsprotein, scheint dabei eine

Konsequenz der Signaltransduktion von (Integrinyrieanrezeptoren zu sein.

5.3.5.4 Paxillin und CML

Bekannt ist, dass in Bcr-Abl transformierten Zeltie fokalen Adhésionsproteine Paxillin,
Vinculin, pl125FAK (focale adhesion Kinase), Talinndu Tensin konstitutiv

thyrosinphosphoriliert und somit konstitutiv akevi sind.
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AulRerdem wurde in myeloiden Zelllinien p210 Bcr-Akbnzentriert in punktuellen
Strukturen, angrenzend an die Zellmembran gefundewn,daneben auch Vinculin und
Paxillin enthielten [294].

Paxillin und FAK [300, 303] sind also Substrate ge&l0 Bcr-Abl. Paxillin seinerseits
enthalt Bindungsseiten fur die SH® Doméne von 3t die SH2 Domane von Crk, beides
Onkogene mit denen es direkt interagieren kann,[300]. Ebenso koprezipitiert es mit zwei
weiteren fokalen Adhéasionsproteinen, dem Vincuhndassen Carboxyl-Terminus es bindet
[311] und der fokalen Adhasions-Kinase pl25FAK [B11Es wird angenommen, dass
p125FAK durch diese Assoziation mit Paxillin zkdéten Adhasionen geleitet wird.

Da Paxillin auch mit p210 Bcr-Abl in myeloiden Zwllen koprezipitiert, liegt die
Vermutung nahe, dass hier multimere Komplexe gebiderden. Und in der Tat zeigt eine
Studie, dass in Bcr-Abl transformierten Zellen @asillin sowohl mit p210 Bcr-Abl selbst,
als auch mit Vinculin und FAK interagiert [303].

Eine Reihe von Beobachtungen lassen deshalb vemnmutass das Paxillin in die
Signaltransduktion zwischen Rezeptoren und fok&ldhasionen involviert ist, gerade weil
das Paxillin als Antwort auf Integrin vermittelteelladhésion Thyrosin phosphoriliert wird
[307]. Die dafur verantwortliche Thyrosinkinase lissher unbekannt, in vitro allerdings lasst
sich Paxillin von p125 FAK phosphorilieren [312]asvvor allem deshalb interessant ist, da in
CML Zellen FAK, p210 Bcr-Abl und Paxillin koprezigeren.

Die Tyrosinphosphorilierung des Paxillins wird betgt von cytoskelettaler Reorganisation
[308]. Deshalb ist es mdglich, dass diese Phosldromg einen Regulationsmechanismus
der Paxillin Interaktion mit Signalmolekilen unddanen cytoskelettalen Proteinen darstellt.
Die Formation solcher Signalkomplexe und die bégiele strukturelle Reorganisation des
Cytoskelettes tragt moglicherweise zur Regulatiormaler Zellfunktionen wie Zelladhasion,
Genexpression und Wachstum bei.

Es wurde herausgefunden, dass die Serin und ThyRisasphorilierung von Paxillin in Ber-
Abl transformierten myeloiden Zelllinien erheblicimd konstitutiv erhoht ist. Dies ist fur
sich schon bemerkenswert, da nur wenige potentiSidstrate der p210 Bcr-Abl
Thyrosinkinase bisher identifiziert wurden [313].

Abgesehen davon lasst die Struktur des Paxillin redinen vielen komplexen
Bindungsdoméanen vermuten, dass dieses Protein ienigartiges cytoskelettales Protein
darstellt, welches fahig zur Interaktion mit eingdelzahl intrazellularer Signal und Struktur

Proteine ist, die wichtig fur die Wachstumskoneollund die cytoskelettale
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Organisationsregulation sind und somit stark imdéeht eines Signaltransduktionsregulators
steht.

Die aberante Phosphorilierung des Paxillins und eeasrd fokaler Adhasionsproteine,

verursacht durch p210 Bcr-Abl, konnte also zu derkannten Veranderung der

Adhasionseigenschaften von CML Zellen beitragen.

Die Interaktion von Paxillin mit den verschiedemstéroteinen via Phosphorilierung und
Dephosphorilierung konnte kritisch fur die korrekiBusammenlagerung cytoskelettal-
assoziierter Signalkomplexe nahe der Plasmamensaian Werden diese Interaktionen z.B.
durch SH2? enthaltende Onkoproteine wie src oderbeik. durch Interaktion mit p210 Bcr-

Abl gestort, kbnnte dies die Ursache fir die untehene cytoskelettale Organisation in
transformierten Zellen sein und der Grund fur dabke8ern der korrekten Prozessierung

extrazellularer Signale, die fur normales Zellwaahswichtig sind [314].

5.3.5.5 Vinculin und CML

Cytoskelettale Proteine sind involviert in Zellfuidhen die Zellbewegung erfordern und
spielen auch eine Rolle in der Modulierung der Sigansduktion wahrend zellularer
Proliferation und Differenzierung.

Wie bereits erlautert, scheint das Vinculin dur@ine Assoziation mit Paxillin in CML
transformierten Zellen, indirekt in die pathogeseien Ablaufe rund um p210 Bcr-Abl
involviert zu sein. Inwiefern es in die durch p2Ber-Abl gestdrte Integrin/Paxillin
Signalvermittlung miteinbezogen ist, erfordert weagt Klarung.

Die Studie von Leung et al. zeigt allerdings, daissZusammenhang zwischen Vinculin und
Differenzierung myeloider Zellen besteht.

HL60 (AML) Zellen, die Retinoidsaure ausgesetzt deur, welche die Differenzierung dieser
Zellen induziert, enthielten daraufhin mehr Vinoudils ihre Kontrollen.

Daraus schlieRen die Forscher um Leung, dass disesilin zusammen mit anderen
Aktinbindungsproteinen, wichtig fir die Expressignes reifen Phanotypes ist [315].

In Zusammenhang mit unserem p210 Bcr-Abl-Inteaxillin Konstruktes kénnte das
bedeuten, dass durch die abnormale Assoziatioerdiz®teine mit dem Vinculin, nicht nur
die Adhasion der Zelle gestort ist (was zu ihrerfridaten Freigabe aus dem Knochenmark
fuhren kann), sondern auch durch die BeeinflussigggVinculins eine reife Differenzierung

der Zelle von Bcr-Abl unterdriickt wird.
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In der Klinik kdnnte das bedeuten, dass ein niedriginculin Spiegel auf eine geringe
Anzahl an reifen myeloiden Zellen schlieRen lasstd womdglich ein Prognosefaktor
darstellen konnte. So kdnnten niedrige Serum Vinsplegel schon im Frihstadium den
Verdacht auf eine leukamische Erkrankung lenken.

Dass sich das Vinculin in unseren Zelllinienproleetgegengesetzt verhalt, bestétigt auch die
Vermutungen anderer Forschungsgruppen, dass siele \Eigenschaften von CML
Zelllinienzellen und CML Patientenproben untersdeai[316].

5.3.6 Spot 14 a und b: Annexin 1 bzw. 2

Spot 14 wurde in der Massenspektrometrie mit eiSeaore von 240 als Mixtur aus Annexin
1 und 2 identifiziert. Spot 14 zeigt sich in viesrvfinf CML/gesund Gelvergleichspaaren,
sowie im Zelllinienvergleich, als erniedrigt.

Der Name Annexin stammt vom griechischen Wort ANN&X welches "zusammenbringen,
zusammenhalten” bedeutet. Der Name lasst sich ldiitiren auf die Fahigkeit fast aller
Annexine an bestimmte biologische Strukturen zal®mbzw. diese zusammen zu halten, ins
besondere Membranen.

Die Annexine erhielten im Laufe ihrer Entdeckung dinterschiedlichsten Namen die sich
jeweils auf ihre jeweiligen biochemischen Fahigkeitbezogen. Unter diesen, Synexin,
Chromobindins ("Proteine, welche an Chromafin birfjleCalcimedins ("Proteine welche
Ca2+ Signale leiten®), Lipocortins ("Steroid inderiare Lipase Inhibitoren™) und Calpactins
("Proteine die Ca2+, Phospholipide und Actin birdlen

Annexine nehmen an der Membranorganisation, dem v@mrerkehr und der Regulation
des Ca2+-lonenflusses tUber Membranen hinweg teiiesan der Regulation der Ca2+
Konzentration innerhalb der Zelle. Obwohl Annexikeine Signalsequenz zur Sekretion
aufweisen, wurden einige Mitglieder der Annexinfaenauch extrazellular gefunden, wo sie
sowohl als Rezeptoren flr Serumproteasen am Endbihgieren kdnnen, als auch als
Inhibitoren der Neutrophilen Diapedese und Blutgeung.

Annexine regulieren die Ca2+ Homoostase der Zelk mehmen so eine Schlisselrolle der
Zellkontrolle ein, auch wenn ihre prazise Positionerhalb der Ca2+ Signalkette zu klaren
bleibt. Ca2+ ist ein &ulRerst wichtiges lon. Es tdieiner Reihe von Prozessen als second
messenger, um extrazellulare Signale an zellularatwérten zu koppeln. Da
membranassoziierte Annexine sowohl als lonenkaalsl,auch als lonenkanal-Regulator

fungieren kbnnen und somit sowohl Effektoren alshaRegulatoren des lonenflusses sind,
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stellen sie eine Schlusselrolle der zellularen CHmdostase da [317]. Neuere Knock-out
Modelle und die Entwicklung von dominant-negatiwduatant-Proteinen konnten zeigen, dass
gewisse Dysregulationen der Annexin-Expression -édivitat mit Krankheiten korrelieren
z.B. der akuten promyelozytischen Leukamie und detiphospholipid-Antikdrpersyndrom.
Dies fuhrte zur Einfihrung des Begriffes der Anmexathien.

Allgemein kann gesagt werden, dass die verschiedémaexine verschiedene subzellulare
Distributionen aufweisen und oft sowohl in einentosplischen als auch in einem Membran-
assoziierten Pool vorliegen, wobei ein Switch dekalisation durch Ca2+ reguliert wird
[317].

Ein weiterer interessanter Punkt ist das seit Jaheeforschte Konzept der Rafts
(Membranmikrodoménen), das an dieser Stelle kugesehnitten werden soll.

Rafts sollen in den Membrantransport involviert nseaber auch eine Plattform der
Signalkommunikation darstellen. Der typische lipidafbau der Rafts ist vor allem auf der
exoplasmatischen Seite beschrieben worden. Wersgéber das innere Blatt bekannt und
hier liegt der Zusammenhang mit den Annexinen. dénMitglieder der Annexinfamilie
wurden in Raftpraparationen identifiziert. Einigeréchungsergebnisse lassen vermuten, dass
Annexin 2 direkt an der Organisation und der Dyrad@r Membranrafts involviert ist. Diese
Untersuchungen kommen auch zu dem Schluss, das8mexin 2 ein cytoplasmatisches
Protein darstellt, welches mit dem cytoplasmatiacBéatt der Membranrafts assoziiert ist
und so diese Doméanen stabilisiert und gleichzedtigen Link zum Aktinskelett und somit

dem intrazellularen Sinaling herstellt.

5.3.6.1 Annexin 1

Annexin 1 wurde urspringlich als ein 37 kDa, glurbicoid-induzierbares Protein
identifiziert [318] und erwies sich als ein wiclgigendogener Entzindungsmodulator. Man
geht davon aus, dass das Annexin 1 ein Mediatoadtinflammatorischen Eigenschaften
der Glucocorticoide ist [319]. Es inhibiert die Bpbolipase A2 Aktivitdt ebenso wie die
Prostaglandinherstellung und Generation aktividvtekrophagen [320].

Annexin 1 wurde erstmals 1986 synthetisch herdedqi@®?1]. Daraufhin konnte gezeigt
werden, dass es die akute inflammatorische Antwaohibiert [322]. Zur Annexin
Erforschung hilfreich war auch die Entwicklung vAnnexin 1 knock-out Mausen [323]. Mit
ihnen konnte demonstriert werden, dass Annexin @ den verschiedensten Zelltypen

exprimiert wird. Darunter Makrophagen und Monozyteteren Akkumulation in einer
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induzierten Peritonitis durch Annexin 1 Uberexpi@ssgehemmt wird [324]. Dies geschieht,
indem Annexin 1 die Adhasion von Monozyten an dasculare Endothel [325] und so eine
trans-endotheliale Migration, inhibiert.

Eine Uberexpression an Annexin 1 resultierte aucheiner Inhibition der zellularen
Proliferation [326]. Dieser Effekt scheint auf dierstérung des Cytoskeletts zurtickzufiihren
zu sein.

Desweiteren zeigt Annexin 1 auch einen anti-pradtieen Effekt auf T-Zell Linien und
PBSC’s [327].

Kamal et al. konnte zudem eine Annexinexprimierwmgl Annexinaktivitat in folgenden
Entztndungszellen nachweisen: Neutrophilen, Lymptesz Monozyten/Makrophagen,
Fibroblasten und epithelialen Zellen [328]. Annexinwird schon lange als zellularer
Mediator der anti-inflammatorischen Antwort von &bkortikoiden angesehen, da seine
Expression und Sekretion in verschiedenen Zelltygi@rch Glucocorticoide induzierbar ist
[329, 330].

Anfangs wurde dieser Effekt hauptsachlich auf dméxin 1-Fahigkeit zuriickgefiihrt, PLA2
zu inhibieren und dadurch auch die Produktion vacoganoiden. Seit kurzem wird aber
mehr und mehr klar, dass seine anti-inflammatoeasgktivitat am wahrscheinlichsten durch
die Storung des Granulozytenrecruitments, ihrerrign, Diapedese und/oder Aktivierung
an Stelle der Entziindung, zuriickzufuhren ist [3RP].

Daraus ergeben sich zwei Fragen. Erstens, wie kossngenau zu diesem Effekt und
zweitens, kann endogenes Annexin 1 als ein Modulaker Leukozytenextravasation
fungieren um so die Entzindungsantwort einzugrenzeheine chronische Entziindung zu
verhindern.

Abgesehen von der Beeinflussung des Arachidonsaiatmlismuses beeinflusst Annexin 1
viele weitere Komponenten der inflammatorischen wort. Zum Beispiel verhindert
Annexin 1 die Expression und/oder Aktivitdt andemgtammatorischer Enzyme wie der
nitric oxide Synthase in Makrophagen oder Cycloerm@se 2 in der aktivierten Mikroglia.
Abgesehen davon fiihrt Annexin 1 zur Apoptose vortzlirdungszellen durch eine
kurzzeitige Erhdhung des intrazellularen Calciumsie der Caspase 3 Aktivitat [333]. Nicht
zuletzt wurde Annexin 1 kirzlich als so genanntess“mich” Signal auf apoptotischen Zellen
identifiziert, welches von Phagozyten erkannt urdhgmzytiert wird. Auf Grund dieser
Tatsachen geht man davon aus, dass das Anneximlaamti-inflammatorischen Signaling
beitragt, welches zudem eine sichere post-apoph&islearence toter Zellen ermdglicht
[334].
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5.3.6.2 Annexin 2

Die in 4.3.2 besprochene Fibrinolyse wird unter eaeth durch verschiedene Rezeptoren
reguliert, welche die proteolytische Aktivitat adfe Zelloberflache leiten. Einer dieser
Rezeptoren ist das Annexin 2. Es dient als profdiytischer Corezeptor sowohl fir
Plasminogen als auch fur tPA auf der Oberflache Endothelzellen und ermdglicht so die
Generation von Plasmin [263]. Indem es beide Mdkkindet und so in nahe Nachbarschaft
bringt, unterstiitzt es die Bildung von aktivemdptéen und dient so der Uberwachung der
fibrinolytischen Kaskade. Zudem sind tPA und Plasygen vor Abbau geschiitzt solange sie
an Annxin 2 gebunden sind.

Annexin 2, das Substrat der Protein-Thyrosin Kinasteein Genprodukt, dessen Expression
bei einigen Krebsarten erhoht ist. Es wird diskdti dass es in multiple physiologische
Schritte wie DNA-Synthese und Zellproliferation,vatviert ist. Dies stutzt sich auf die
Beobachtung, dass eine Transfektion von ZellenAntisense-Annexin 2 Vektoren in einer
Inhibition von Zellteilung und Proliferation mindg35]. Zudem ist das Annexin 2 wichtig
fur die Organisation von Interfaces zwischen bestiem Membranen oder Membrandomanen
und dem Aktinskelett [336]. AuRRerdem verhindert d& Katecholaminsekretion in
nicotinergen chromafinen Zellen. Zudem scheint A2der Sekretion von von-Willebrand
Faktor beteiligt zu sein, der seinerseits Ca2+ afigavon statten geht [337].

Annexin 2 ist also beteiligt an einer Vielzahl pioysgischer Vorgange wie Zellproliferation,
fotaler Immuntoleranz, lonenkanalaktivierung, Z&#H Interaktionen und dem Bridging von
Membranen. Annexin 2 ist aber nicht nur in vielgggblogische Prozesse involviert, sondern
auch in viele pathologische. So konnten Gilmoraleteigen, dass die Annexin 2 Expression
stark zuriickgeht wenn Zellen durch all-trans-ratir®édure zur Ausdifferenzierung gebracht
werden, und geht deshalb davon aus, dass Annex@in2wichtiger Modulator der
Zelldifferenzierung und ihrer Storungen ist [33&ul3erdem wurde Annexin 2 in einer
Hypoxiestudie bzw. einem hyperoxidativem Stressriodeei Nierenkrebs erhdht

nachgewiesen [339].

5.3.6.3 Annexin 1, ein neues HSP?!

Wie in Kapitel 4.3.1 bereits besprochen reagierebed auf Stress mit der Generation von
bestimmten Proteinen, den Heat Shock Proteinenihden eine erhéhte Toleranz gegenuber
Stress verschaffen. Obwohl die HSP's eine der igatsehten Exemplare unter den Proteinen
sind, die durch Zellstress induziert werden, zegjth, dass z.B. thermaler Stress auch zur
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Induktion einer nicht unerheblichen Zahl an Gefidgmt, die traditionell nicht zu den HSP's
gerechnet werden. Die meisten dieser Proteineserei€haperonaktivitat auf, die nicht nur
fur den Zellschutz, sondern auch zur Sicherstelhorgnaler zellularer Funktion essentiell ist.
Sonna et al. listen eine Vielzahl an Proteinen dafen Expression durch Hitze bzw. Kélte
beeinflusst wird, darunter die traditionellen HS®Rise HSP 70, aber auch Proteine wie das [3-
Fibrinogen, welches durch Zellstress heruntergdreged, bzw. das Annexin 1, das sich als
Uberexprimiert erweist.

Rhee et al. zeigten vor kurzem, dass das Annex®hdperonfahigkeiten besitzt und so
womoglich ein HSP sein konnte [340]. Auch Kim et bérichteten von einer Chaperon-
ahnlichen Aktivitat des Annexin 1 [340], da es itrev die Citrat Synthase und Glutamat
Dehydrogenase vor Hitzeinaktivierung schitzt [340].

Zudem zeigen Rhee et al.,, dass Zellen der Linie 9A5duf eine Hitze- und
Chemikalienbehandlung mit einer Annexin 1 Erhéhteagieren, wobei HelLa-Zellen (Uterus
CA Zelllinie) mit einer Senkung des Annexin 1 Levetagieren [341].

Viele der Fahigkeiten des Annexin 1 erinnern an SPum Beispiel bewahrt das Annexin 1
das Gehirn vor ischdmischem Schaden [342], spiek ®olle bei der Regulation des
Zelltodes und kann Zellen vor oxidativem Stresgiszdn [343]. Aul3erdem fuhrt Zellstress zu
dessen Translokation vom Cytosol in den Nukleug]34

Auch wenn die Signifikanz der nuklearen und periaéken Redistribution des Annexins 1
unter Zellstress zu klaren bleibt, konnte diesdiér Protektion essentieller Kernkomponenten
vor Stress eine Rolle spielen, zum Beispiel indexa Annexin die ,Reparatur® von durch
Stress beeinfllussten Proteinen reguliert.

Die Idee, dass Mitglieder der Annexinfamilie eineua Klasse der Heat-Shock-Proteine
darstellen kénnten, wird auch in ForschungsmodetiériPflanzen verfolgt und nachgewiesen
[343, 344].

All diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass dasAn 1 die Kriterien fir ein HSP erfullt
und womdglich eine vollig neue Art an HSP darstellebnnte, vor allem da es im
Unterschied zu den bisherigen HSP's nur in Eukarygorkommt [341].

Es ist bekannt, dass sich Krebszellen, die eineréXpeession an HSP's aufweisen, relativ
resistent gegenuber cytotoxischen Therapien ermeiBaher kdnnte eine therapeutische
Intervention, die darauf abzielt diesen Coping Madsmus der malignen Zellen mit Hilfe
der Annexine zu blockieren, prinzipiell die Effektét der Chemo- und Radiotherapie
deutlich erhéhen [150].
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Ein detailliertes Verstandnis der Zellantwort aufeSs und die Beobachtung, dass die
Adaption auf einen Stressor oft zu einer Kreuztesis gegenuber anderen Stressoren fuhrt,

kénnte deshalb grof3en Einfluss auf die Entwickloeger Therapeutika haben [345].

5.3.6.4 Annexinophatien

Viele Annexine scheinen in Zusammenhang mit Matégriu stehen. Zum Beispiel zeigt sich
das Annexin 5 in Melanomen erhéht, bei Leukamider@dings erniedrigt. Annexin 9 wurde
erhoht bei Prostata sowie Kolon Karzinomen nachgsen und Annexin 1 bei Prostata CA.
Korrelationen dieser Art lassen vermuten, dass niéungen in der Expression bestimmter
Annexine das Zellverhalten bezilglich Motilitdt, #&switdt und Proliferationsrate
beeinflussen kénnte ohne allerdings den Transfoomspirozess selbst zu initialisieren. Aus
diesem Grund konnten sich die Annexine als nutelidNerkzeuge in der Behandlung
maligner Erkrankungen herausstellen [317].

Annexin 1 und 2 wurden schon frih als SubstrateTdstrosinphosphorilierung durch den
EGF Rezeptor identifiziert, ebenso als Substrate tdensformierenden Genproduktes des
Rous Sarcoma Viruses. Dies impliziert, dass diesatefre in irgendeiner Weise in
verschiedene Krebssignalwege involviert sind [317]

Zu den Annexinopathien wird, neben dem Antiphosipitdyndrom und der Praeclampsie,
welche durch eine Annexin 5 Uberexpression deseplazen Trophoblasten verursacht wird
[346], nun auch die akute Promyelozytische Leuk&RL) gezahlt. Diese ist oft assoziiert
mit einer hAmorragischen Stérung unbekannter Uesamiit einer stets nachweisbaren 15:17
Translokation [347]. Diese spricht auf eine Belland mit all-trans-retinoid Saure an.
Menell et al. haben die Folgen der all-trans-ratif®aure Behandlung auf die Annexin 2
Expression dieser Patienten sowie die Plasminesioresauf der Zelloberflache der APL-
Zellen untersucht. Das Ergebnis zeigt, dass ald@mischen Zellen der APL Patienten eine
deutlich erhdhte Expression von Annexin 2 nachzsereiist. Sie schlussfolgerten, dass
abnorm hohe Level an Annexin 2 auf APL Zellen dredektion von Plasmin erhdht und
deshalb eine Uberexpression an Annexin 2 ein Grdid die hamorrhagischen
Komplikationen der APL sein konnte [347].

Olwill et al. vermuten ihrerseits, dass eine Ubprawierung des Annexin 2 auf der
Promyelozytenoberflache zu einem erhohten fibritieihen Potential dieser Zellen und
somit den Blutungsstérungen fihrt [348]. Dieselbersehungsgruppe zeigt, dass APL-
Zelllinien eine signifikant erniedrigte Annexin 2¢aression in Folge einer all-trans-retinoid-
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Saure (ATRS) Behandlung zeigen, welche zu einer phwogischen und
immunophenotypischen myeloiden Ausdifferenzieruitgt [349].

Ein phosphoriliertes Annexin 2 mit erhdhter Expresskonnte in Kernextrakten der
Leukamie Zelllinien K562 und HelLa, nachgewiesendger Chiang et al. schlieRen aus ihren
Beobachtungen, dass dieses phosphorilierte Annéxifiir das Zelliberleben und die
Proliferation dieser Krebszellen wichtig ist [350].

Einige fortgeschrittene Tumoren, darunter auch ®uosoren, lUberexprimieren Plasmin,
welches beschuldigt wird, die Angiogenese und Masisrung der Tumoren zu begtinstigen.
Annexin 2, ein endothelialer Corezeptor des t-PA Bhasminogens, war nicht in normalem
und benigne verandertem Brustdrisengewebe nachenyeivohl aber, deutlich erhoht, in
invasiv verandertem Brustkrebsgewebe und DCIS.r8&swet al. Ergebnisse lassen vermuten,
dass die Annexin 2 abhéngige Plasmingenerierund@runstkrebszellen womdoglich zur
Angiogenese und Metastasierung beitragt. Aufgruedest Vermutung konnte das Annexin 2

ein attraktives Ziel fir neue anti-angiogenetisbhe. neue Krebstherapieansatze sein [351].

De Bont et al. fanden eine signifikant erhéhte Adnel Expression in padiatrischen
primitiven neuroectodermalen Tumoren und Ependymmomend schlagen es als
tumorspezifisches Protein fur PNETs und Ependymoong¢352].

Die Forschungsgruppe um Frey geht davon aus, dassAdinexin 1 seine Wirkung
hauptséachlich tber die Kontrolle des intrazelluté@alciumrelease ausiibt.

Nacktmause deren Tumoren mit Annexin 1-AntisensasrRiden bestickt wurden,
entwickelten erheblich kleinere und stark ausddifierte Tumoren, im Gegensatz zu
Mausen deren Tumoren mit Annexin 1-Sense Plasnbéstiickt wurden. Bei diesen stieg
das Tumorvolumen nach Annexin 1-Sense Injektiopgrional zur Annexin 1 Expression.
Desweiteren fiihrte eine Bestiickung von Annexin as8ePlasmiden in Zellen der MCF1
Zelllinie (wenig invasives Brust CA) zu verstarkteffumorwachstum und aggressivem
invasivem Wachstum [353].

In verschiedenen Studien wurde eine enorme Ubegsgjan von Annexin 1 auch in
Prostatakrebszelllinien [354], Speiserohrenkrebagdhkrebszelllinien, Mamma Adeno CA
und Leberzellkrebs [355-358] nachgewiesen.

In TNF resistenten myeloiden leukamischen Blastenden konstitutiv hbhere Annexin 1
Level gefunden als in TNF sensitiven myeloiden &ulschen Zelllinien. Daraus wurde
geschlossen, dass der konstitutiv erhéhte Levélrarexin 1 in leuk&dmischen Blasten diese

womaglich gegen eine Immunvermittelte Vernichtuolyigzt.
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Wu et al. verglichen die Annexin 1-Expression invE2schiedenen AML-Blastengruppen die
sich gegentber TNF als resistent erwiesen. 11 \esed 12 zeigten stark erhohte Annexin 1
Werte. Diese Daten lassen einen Annexin 1 invdeterResistenzmechanismus der
leukamischen Blasten vermuten, der ihnen einengg®ni Schutz gegen die TNF vermittelte
Vernichtung und womdglich vor immunvermittleter Z&rung im Allgemeinen bietet [360,
361].

5.3.7 Spot 19 und 20: Peroxiredoxin Il bzw. |

Mittels MALDI-TOF wurde Spot 19 mit einem Score vB4 als Peroxiredoxin Il und Spot 20
mit einem Score von 92 als Peroxiredoxin | idenigit. Spot 19 zeigt sich in allen
CML/gesund Gelvergleichspaaren, sowie im Zelllimengleich als erhoht. Spot 20 zeigt sich
ebenfalls erhoht und zwar in vier von funf CML/geduGelvergleichspaaren, sowie im

Zelllinienvergleich.

5.3.7.1 Peroxiredoxine

Im Hefeexperiment wurde ein 25 kDa Protein entdeaktiches Enzyminaktivierung durch
ein Thiol/Eisen Ill/ O? gemischtes Oxidationssystesrhinderte.

Die fur diese Oxidation wichtige aktive Seite istr dCysteinrest am C-terminalen Ende dieses
25 kDa Proteins. Man wiel3 diese Peroxiredoxine §Rrwie man diese 25 kDa Proteine
nannte, in so gut wie allen Zellen nach [362]. Reraeigt dabei die Natur der reduzierten
Substrate an und -redoxin lehnt sich an Thioredaxid Glutaredoxin an, welche ebenfalls
redox-sensitive Cysteine enthalten, die einem Qxida-Reduktions Zyklus unterworfen
sind.

Hervorzuhaben ist, dass die Prxs in drei Mikroorg@en spezies-spezifische Antigene
darstellten: E. histolytica [363], H. pylori [364hd M. avium [365]. Es wurde spekuliert, das
die Prxs in diesem Zusammenhang vielleicht esdkfifiediese Organismen sind, um sich
vor Makrophagen und Neutrophilen generierten Oxidarschitzen zu konnen.

Obwohl die Prxs hauptsachlich im Cytosol zu find@nd, sind sie auch innerhalb von
Mitochondrien, Chloroplasten und Peroxisomen amfign, aul3erdem sind einige mit dem
Nukleus oder Membranen assoziiert und auch ein Exjgo Prxs wurde nachgewiesen [368].
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5.3.7.2 Bau und Funktionsweise der Peroxiredoxine

Alle Peroxiredoxine enthalten einen Cysteinrest,Icher wéhrend des zelleigenen
Katabolismus zyklisch peroxid-abhangig oxidiert ahisl-abhangig reduziert wird.

Je nach Anzahl und Position des CysteinrestesrddeaKatalyse teilnimmt, unterteilen sich
die Peroxiredoxine in insgesamt sechs Isoenzymenddrei Gruppen unterteilt [362, 369,
370] werden: 2-Cys, atypische 2-Cys und 1-Cys, wdbexs | und Il zu den 2-Cys
Peroxiredoxinen zahlen, welche obligate Homodinmarezwei identischen aktiven Seiten
sind [371-373]. Sie alle teilen sich den gleicheiakytischen Basismechanismus, indem ein
redoxaktives Cystein durch das Substrat Peroxidiaer Sulfylsdure oxidiert wird. Die Art
des Recyclings dieser Saure zurtick zu einem Tiiigracheidet die drei Klassen.

5.3.7.3 Aufgaben der Peroxiredoxine

Prxs schitzen die Zelle, indem sie Peroxide, wettilteh den normalen Zellmetabolismus
entstehen, entfernen.

Peroxiredoxine [362, 366] sind also antioxidativeziaime, die den Peroxidlevel der Zelle
kontrollieren, wodurch sie wiederum in die Signateseitung innerhalb der Zelle bezuglich
Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose giaifen. [367, 368].

Peroxide wie H202 und Peroxynitrit sind Resultanmaler zellularer Prozesse die O2
beinhalten. Aber das Vorhandensein von selbst sleinMengen dieser Peroxide stellt ein
Risiko fur die Zelle dar, da diese zu toxischen iRaldn werden kdonnen und als diese
erheblichen Schaden innerhalb der Zelle verursaches diesem Grund sind Zellen mit
peroxideliminierenden Enzymen wie der Katalase, @ertathionperoxidase (GPx) und den
Prxs ausgestattet. Abgesehen von den standig deltprozesse entstehenden Peroxiden,
produzieren die Zellen aul3erdem H202? als Antwort de Aktivierung verschiedener
Zelloberflachenrezeptoren. So produziertes H2O2?deuals ein wichtiger intrazellularer
Messenger identifiziert, der die Funktionen vielBroteine wie der Protein-Tyrosin
Phosphatase [341, 376, 377], durch Oxidierungsktiger Cysteinreste, modifiziert.

Die Entfernung von H20? aus der Zelle erfolgt fmssschliel3lich durch die Katalase, die GPx
und die Prxs. Katalase befindet sich exklusiv in Beroxisomen, weshalb eine Eliminierung
von cytosolischem H202 eine Diffusion in dieseg@rellen erforderlich machen wirde. Die
meist verbreitete Isoform der GPx, GPxl, befindeh sor allem im Cytosol aber auch in den
Mitochondrien. Prx | und II, auch wenn ihre katadghe Effektivitat nicht an die der GPx

oder Katalasen reicht, befinden sich in groRer Zmol ausschlief3lich im Cytosol und zeigen
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eine hohere Affinitat zu H20? als GPx [378]. Auseskn Griunden sind Prx | und Il die
Hauptverantwortlichen fir die Regulation des ola@tilenrezeptor-vermittelten H20?2
Signalings. Dies wird dadurch untermauert, dase diberexpression oder ein partielles
Entfernen der Prxs durch inverse RNA, den intrak@én Level an H202 in Studien
beeinflusste. Dies geschah in Zellen, die durchef@d-derived-growth Faktor und TNF-
alpha stimuliert wurden. Daraufhin wurde das dudobse Liganden induzierte Signaling
moduliert [379-383].

5.3.7.4 Aktivierung und Inaktivierung von Prxs | und Il

Prxs | wurde bald als ein Genprodukt identifiziedessen Expression wahrend der
Proliferation menschlicher epithelialer Zellen dgansteigt [374] und, ebenso wie Prx Il, als
cytosolischer Faktor, der die Aktivitat naturlich@tlerzellen verstarken kann [375].

Rhee et al. zeigen mit ihren Versuchen, dass Rurdl Il durch Cdc2 (cyclin-dependent
Kinase 2) abhéngige Phosphorilierung in ihrer Pieiaseaktivitat inaktiviert werden kdnnen
[384]. Allerdings erfolgt diese Phosphorylierung sschlie3lich in der M-Phase des
Zellzykluses. Diese Spezifitat reflektiert die Teatbe, dass Prx | ein zytosolisches Enzym ist
und deshalb nur durch akivierte Cdks, welche esmshrdem Zusammenbruch der nukle&ren
Schutzhulle wahrend der Mitose entstehen, inaktivierden kann. Diese Beobachtungen
lassen vermuten, dass die Cdc2 abhangige Phosphord von Prx | und Il und die
resultierende Akkumulation von H202, ein kritisch&chritt innerhalb der normalen
Zellteilung sein konnte. Auf maligne Zellen bezogkinnte das bedeuten, dass ein
erniedrigter Anteil an aktivem Prx eine eventuéligeroxidation oder vermehrte Zellteilung
anzeigt.

Abgesehen von der Phosphorilierung wird die Prxividédt auch durch Uberoxidation und
Proteolyse reguliert [90, 384-386]. Es wurde geizaelgss die Inaktivierung der 2-Cys-Prxs
durch Hyperoxidation[387], reversibel ist [388, B8Joledano identifizierte dasjenige
Enzym, welches verantwortlich fur die Reduzierures chyperoxidierten Prx zurtick zur
aktiven Thiolform war, das Sulfiredoxin [390]. DesReduktion durch das Sulfiredoxin
erfordert zum einen ATP-Hydrolyse, zum anderen Mg@e ein Thiol als Elektronenspender
[157, 259].

Interessanterweise sind prokariotische 2-Cys Rexddn C-terminalen GGLG Schwanz ihrer
eukariotischen Partner nicht enthalten, immun gege&idative Inaktivierung, weshalb

Prokaryoten auch kein Sulfiredoxin besitzen [398]1]3 Der C-terminale Schwanz ist also
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verantwortlich fiir die Uberoxidation und somit Itialerung, da die Entfernung des C-
terminalen Endes aus einem uUberoxidations-sensitinezym ein resistentes formt [386].
Man geht jedoch mittlerweile davon aus, dass sich solche Uberoxidations-Immunitat der
Prokaryoten im Laufe der Evolution als kontrapratiukn Bezug auf das H202 Signaling,
erwiesen hat.

Es kann also gesagt werden, dass zwei verschiddenbanismen fur die voribergehende
Inaktivierung der Prx | und Il bestehen und zwamzeinen durch Cdc2- Phosphorilierung,
welches in der G2M Phase des Zellzykluses aktiwiertl und durch Hyperoxidierung des
aktiven  Cysteinrestes zu einer  Cystein-Sulfid-SAuremit  einer  reversen
sulfiredoxinkatalysierten Reaktion. Ein weiterer dflanismus der Prx-Kontrolle konnte die
spezifische Proteolyse des C-Terminus darstelless die Prxs vor Peroxid vermittelter
Inaktivierung schitzen konnte [386]. Interessanétse ist die regulatorische Protease
Calpain in Erythrozyten vorzufinden, wo sie diesegien in vitro entfernt [90]. Proteolyse
wirde die Prx resistent gegeniiber Uberoxidation heac wiirde aber gleichzeitig die
Maglichkeit der Inaktivierung durch Phosphoriliegunicht ausschlief3en.

All diese Regulationsmechanismen der Prxs Aktivéi@itd von groRem wissenschaftlichem
Interesse, da immer mehr Enzyme und TranskriptRegulatoren nachgewiesen werden,
deren Aktivitdt durch die Regulierung von Redoxsign durch Peroxid und Peroxynitrit
vermittelte Cysteinmodifikation gesteuert wird [124

5.3.7.5 Peroxiredoxine und H20? Signaling

Die Funktion des H20? als Messenger erfordert, dasge Konzentration innerhalb der Zelle

in kirzester Zeit Gber einen gewissen Schwellenstergt. Eine Anforderung, die den Schutz

der generierten H202 Molekile vor den Prxs bedaofch ein Schutz ist nétig aufgrund der

enormen Mengen an Prxs | und Il im Cytosol, dereifgAbe eben genau die Elimination des
H202 ist.

Es hat sich gezeigt, dass die Reduktion der Prxshddias Srx ein langsamer Vorgang ist.

Genau deshalb spekulieren Rhee et al., dass diegebaute Inaktivierung und langsame

Reaktivierung der Prxs genau diesen H20? Schutzamesimus darstellt, der dem H20O? genug

Zeit zur Akkumulation und somit Aufbau der Signalkade gibt.

Vereinfacht kann zum Verhaltnis Prx und H202 ggseerden, dass die Prxs entscheiden, ob
H202 als Signalstoff oder schadliche Substanz @Zelle wirkt. Einerseits haben die Prxs

eine Schutzfunktion, da sie H202 bis zu bestimnemzentrationen abbauen. Zuviel der
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Wasserstoffverbindung dagegen stort die Prxs, vaas dihrt, das der Korper H202? gezielt
als Signal einsetzen kann, z.B. um bestimmte Kéaglen zu veranlassen, sich zu teilen oder
die Apoptose zu starten.

Sind die Prxs nun sehr stabil oder durch irgendeiiMechanismus vor Inaktivierung
geschutzt, kdonnten sie ihre Hostzelle vor dem Hdfuzierten Selbstmordprogramm

schitzen, was eine Erklarungsmaoglichkeit fur thiergsistente Malignomzellen sein kdnnte.

5.3.7.6 Prx 1 und Il: Karzinogenese, -Progressiorsowie Strahlen bzw. Chemoresistenz

In vielen bereichen der Krebstherapie gehdrt dista@lung zum Standart der Behandlung
vieler Malignome. Dennoch existiert eine signifikanZahl an Tumoren, die nicht auf
Strahlungs- und/oder Chemotherapie ansprechengdaesiger sensitiv oder sogar resistent
gegen diese konventionellen Behandlungsmethodeeinuscheinen.

Auch wenn der Mechanismus der Chemo- und/oder I8tregsistenz von Krebszellen bisher
noch nicht ausreichend geklart ist, geht man dawaws, dass die Inhibition der
stressaktivierten Geninduktion ein vielversprecleendinsatz sein konnte, um diese
Resistenzen zu durchbrechen.

Peroxiredoxine schitzen die Zelle vor so genanméattive-oxygen-species (ROS), die
wahrend Zellstress bzw. normalem Zellmetabolismuststehen. Eine der Effekte
ionisierender Strahlung, welche standartméassig @m Behandlung vieler Malignome
eingesetzt wird, ist die Entstehung solcher RO& @A- und H202, weshalb ersichtlich wird

warum die Prxs zur Resistenz gegeniber einer soBabandlung beitragen kdnnen.

5.3.7.6.1 Prx Il

Prx Il ist schon langer als antioxidatives Protegkannt [397], welches mit thiolenthaltenden
Proteinen wie Thioredoxin reagiert. Da thiolspestfie Proteine unter dem Verdacht stehen,
die Aktivitat anderer Zellproteine mit einem Thidls regulatorischer Doméane zu
kontrollieren [359, 398], konnte die Inhibition d@rx Il Aktivitat eventuell die Signalstruktur
fur Zellwachstum und Uberleben beeinflussen.

Eine Storung des zellularen Redoxstatuses redultieziner Apoptose, ausgelost durch die
aktivierte Caspase 3-Kaskade [399]. Zhang et d@3][haben gezeigt, dass eine Prx i
Uberexpression die Apoptose in Molt-4 Leukamiezelerhinderte und ahnlich dem Bcl-2

funktionierte.
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Prx Il schitzt Zellen also nicht nur vor oxidativedtress, es stattet Krebszellen auch mit
einer Resistenz gegen gewisse ChemotherapeutikeCis@atin aus und garantiert ihnen
Radioresistenz. Yo et al. fanden heraus, dass émdesPrx I, Zellen fir einen Cisplatin
induzierten Zelltod sensibilisiert. Aus diesem Gfugehen Yo et al. davon aus, dass
Antisense Prx Il ein guter Sensitizer fur Cisplakimerapien sein kénnte, im Allgemeinen ein
gutes Ziel fur Chemosensitizer und somit ein vielsprechendes Agens fur zukinftige
Krebstherapieansatze darstellen konnte [400].

Zhang et al. zeigten ihrerseits, dass Prx Il venneh radioresistentem Patientengewebe
nachgewiesen werden konnte und eine BehandlunBmili-Antisense erst eine verminderte
Prx Il Expression und anschlief3end eine vermehrahbingssensitivitat der Zellen zur Folge
hatte.

Park et al. zeigten dass Prx Il Antisense allelroaadie Apoptose induzieren kann, auch ohne
folgende Chemotherapie oder Bestrahlung. Diesb&tiiglird vermutet, dass das Verhaltnis
von aktiven und inaktiven Prx eine Rolle spielemiki&, ob die Zellen empfanglich fur
cytokininduzierte Apoptose sind oder nicht [392].

5.3.7.6.2 Prx |

Abgesehen von seiner Funktion als Redox Regul&biRrx | Teil der Signalkaskade von
Wachstumsfaktoren und dem Tumor-Nekrose-Faktoindem es die intrazellulare H2O?
Konzentration reguliert. Prx | ist auRerdem auctolwert in eine Anzahl von zellularen
Funktionen wie Zellproliferation und Differenziemn der Immunantwort und dem
intrazellularen Signaling [387, 401, 402].

Eine erhdhte Expression an Prx | wurde bereitsenschiedenen Krebszellen beobachtet [93,
143, 402-405)].

Auch Zhang et al. zeigten mit ihren Experimenteassdeine Ausschaltung von Prx | in
SW480 Zellen zu einem verminderten Zellwachstunmereiverminderten antioxidativen
Antwort auf Bestrahlung und einer erhdhten Sensitivauf strahlungsinduzierte Apoptose
fuhrte [383].

Es liegen Ergebnisse Uber Prostatakrebszellendv@rbelegen, dass eine Sensitivierung fur
Hydrogenperoxid durch eine Herunterregulierung ar Pvia Antisensetechnik erreicht

werden konnte [123].
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Zhang et al. gehen auf Grund ihrer Studie davon dass Prx | bei der Vorhersage des
Patientenoutcomes auf Bestrahlung herangezogenewekdnnte und davon abgesehen

Antisense-Prx | als neuer Radiosensitizer in Bétrgezogen werden sollte.

5.3.7.7 Prx |, c-Abl und CML

Neue Studien vermuten, dass die katalytische Sfgte Prx | selbst von physiologischer
Wichtigkeit sein kdnnte, da es vielleicht die stuwrklle und funktionelle Transformation des
Prx | von einem antioxidativem Enzym zu einem maleken Chaperon erméglichen kénnte
[139, 412]. Diese Hypothese ist konsistent mit déenhalten des Prx I, mit verschiedenen
Zellproteinen wie dem c-Abl zu interagieren um iAldivitat zu modulieren [414-416].

C-Abl wird bekannterweise durch oxidativen Stredgiviert, dennoch ist seine genaue
Funktion innerhalb dieser Stressantwort unklar.

Die c-Abl-Thyrosinkinase kann sowohl durch die R#me Thyrosinkinase (RTK), einem
DNA-Schaden, als auch durch oxidativen Stress i@ktiwerden [417, 418]. Aktiviertes c-
Abl, welches durch einen DNA Schaden aktiviert veyrildgt wahrscheinlich zu einer darauf
folgenden Apoptose bei. Dennoch ist bisher unklegg ROS c-Abl aktivieren. Es wurde
bereits berichtet, dass c-Abl mit einigen Proteineteragiert, welche in der oxidativen
Stressantwort beteiligt sind wie der Proteinkin@séDiese Interaktion wiederum wird durch
H202 vermittelt. Zipfel et al. fand heraus, dasgeOblasten denen das c-Abl fehlte, Defekte
in der Ausreifung zeigten, ebenso wie eine vertgtaknfalligkeit auf oxidativen Stress.
AulRerdem zeigten diese c-Abl defizienten Osteobtasine erhdhte Prx I-Induktion [175].
Forscher berichten von der protektiven Wirkung de&bl gegentber oxidativem Stress,
unter anderem da c-Abl Knock-out Mause massive &gs#pin allen Geweben aufzeigen und
Pra- und Pro-B-Zellen defizient fur c-Abl, hypersigiv auf IL-7 und Dexamethason
induzierte Apoptose reagieren [419-421].

Im Mausmodel konnte gezeigt werden, dass Prx | Kitat Mause eine Hypersensitivitat auf
oxidativen Stress zeigen und zu der Entstehunghiedenster Tumoren neigen [423]. Dies
kénnte auf die Fahigkeit der dann Uberhand nehmme®i@S zurickzuflihren sein, DNA,
Lipide und Proteine zu modifizieren, was zu DNA-&b&n und inaktivierten
Tumorsupressoren fuhren kénnte.

Aufgrund dieser Ergebnisse schlie3en Li et al. einé neue CML Entstehungstheorie, die
besagt, dass Bcr-Abl zu einer verminderten Prx prEgsion fuhren kdénnte um so die

vermehrte Transformation maligner Zellen zu inrgie.
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Li et al. [175] spekulieren weiter, dass Prx | Bezug auf die CML als Tumorsupressor
fungiert.

Sie zeigen, dass eine c-Abl Defizienz zu einer leid1d Prx | Expression fuhrt. Dies kdnnte
zwei Funktionen haben, zum einen die ROS zu eleném und so zum anderen die ROS
induzierte Zelltransformation zu unterdriicken. tiaé spekulieren, dass ein aktiviertes Abl
wie bei Bcr-Abl die Expression von Prx | inhibierenirde, und dass solche Bcr-Abl Zellen
(wie bei der CML) unter vermehrtem oxidativem Sérestehen wirden und so vermehrt
maligne transformiert werden wirden. Diese konime @eue Erklarung darstellen wie Abl

seine eigene onkogenetische Aktivitat leitet, walgehde Fragen aufwirft: Kénnte Prx |

wenigstens teilweise die CML-Entwicklung verhinderrd konnten antioxidative Reagenzien
die Bcr-Abl induzierte Zelltransformation verzogerer sogar verhindern?

5.3.7.8 Weitere Ansatze des Prxs | und Il Einsatzes der Krebsforschung

Di Pietro et al. haben in ihren Experimenten diéel&E ionisierender Strahlung auf die
Expression von Prx I, Il und IV in K562 Zellen erdoht und kamen zu dem Resultat, dass in
Radio-resistenten leukamischen Zellen eine hodfilstkorm an Prxs besteht [406].

Chung et al. [408] zeigen, dass eine erhdhte PExfression zu einer Resistenz der durch
Cisplatin und H202 induzierten Apoptose fiihrt. Rideobachtung fluhrte zu der Vermutung,
dass eine Prx Il Uberexprimierung in Krebszellenemer Chemoresistenz, insbesondere
gegenuber oxidativen stressproduzierenden Krebs&aredinten, fuhrt.

Park et al. [409] fanden bei ihren Tests mit Koftkentumorzellen heraus, dass eine erhdhte
Expression an Prx Il in Gewebe derjenigen Patiensahgewiesen werden konnte, die nicht
auf eine Strahlungstherapie ansprachen, wohingegerine schwache Prx [I-Expression im
Gewebe der Patienten mit rucklaufigen Tumoren newsiesen werden konnte. Sie
verwendeten Prx ll-Antisense und erreichten so egreninderte Prx llI-Induktion, was zu
einer verstarkten Sensitivitat der TumorzellenBestrahlung flhrte.

Chen et al. [407] zeigen, dass eine vermindertel Eixpression via Antisense Technik zu
einer Wachstumsinhibierung von Lungentumoren seiner verbesserten Radiosensitivitat
fuhrt. Es zeigte sich, dass die Prx I-Antisens&i@ften Zellen eine dreifach langere Zeit
bendtigten, um palpable Tumoren zu generieren. Algde war die Inzidenz an spontaner
Metastasierung der Prx I-Antisense-Gruppe sigmnifilgeringer als der des Wildtypes. Daraus

schlieBen Chen et al., dass die Inaktivierung vionl fh Krebszellen ein vielversprechender
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Ansatz in der Behandlung von Lungenkrebspatierdbar auch anderer Krebspatienten, sein
konnte.

Warum jedoch manche Tumoren der gleichen Tumorklessiche "Schutzprogramme”
starten kdnnen und manche nicht, bleibt ungeklart.

Kim et al. [410] berichten von einem erhdhten Prxnl Stage one Non-small-Cell-
Lungenkrebs als einen unabhéngigen neuen Proghktsefafir einen frihen
Krankheitsriickfall und eine reduzierte Uberlebenstdanach Resektion. Laut Kim et al.
wurde Prx | in verschiedenen Krebsarten erhoht gewiesen und liel3 dort auf einen
aggressiven Phenotyp schliel3en.

Natirlich ist kein einzelner Marker in der Lage nmitindertprozentiger Sicherheit den
Outcome eines Patienten vorherzusagen. Ein Pragiebend auf einer Kombination der Prx
Expression und anderer molekularer Signaturen, tedmmich als nitzlich erweisen, um
diejenige Untergruppe an Malignompatienten herdiltan, die von einer adjuvanten
Therapie profitieren wirden. Zieht man die potdigiMorbiditat einer zusatzlichen Therapie
in Betracht, wére die Moéglichkeit das Risiko eirslapses einzuschéatzen sehr hilfreich um

unnotige Behandlungen vermeiden zu kénnen und s@®@dbandlungserfolg zu steigern.

5.3.8 Spot 37: Enolase

Spot 37, der sich in vier von funf CML/gesund Getjleichspaaren als erhdht erwies, wurde
mit einem Score von 166 als Enolasa&lentifiziert. Enolase konnte im Zelllinienvergleich
nicht als verandert nachgewiesen werden.
Enolase , auch bekannt als Enolase 1, 2-phospho-D-glycétsitio-lyase oder non-neural
Enolase, Phosphopyruvat-Hydratase, c-Myc promadtetibg Protein oder auch
Plasminogen-binding Protein, alles Synonyme, dib auf die verschiedenen Funktionen der
Enolase beziehen.
Die Enolase ist eines von drei Isonenzymen der Enolagen Cytoplasma), (assoziiert
mit Muskelgewebe) und (Neuronen spezifisch). Sie alle gehéren zur Ersiagerfamilie.
Die Enolase ist ein Enzym, welches an der Gylkolpsteiligt ist. Es katalysiert die
Umwandlung von 2-Phosphoglycerat zu Phosphoenolpyr@iner der energiereichen ATP
bildenden und wichtigen Schritte innerhalb der Umdang von Glukose zu Pyrovat.
Enolase wird durch Fluoride inhibiert.
Enolase ist ein Homodimer, bestehend aus zweUntereinheiten. lhr Gen, die ENO1,
kodiert auch das Myc-binding Protein 1 (MBP1) [424jelches die Aktivitdt des c-myc
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Protooncogenes herunterreguliert [425]. DiEnolase ist die 48 kDa und somit langere Form
der beiden und ist hauptsachlich im Cytosol lokattswohingegen MBP1 mit seinen 37 kDa
nur im Nukleus gefunden wird.
Dass die Enolase, abgesehen von ihrer wichtigen Funktiowrimalb der Glykolyse auch
noch in anderen klinischen Belangen wichtige Rolklgelt, zeigt unter anderem der
Nachweis von Enolase als Autoantigen bei der Hashimoto-Enzeplaghie [426], sowie bei
schwerem Asthma [427] und der Behget Krankheit [428
Subramanian et al. zeigen, dass MBP-1 aufgrund eiternativen Translationsinitiation der
Enolasen RNA entsteht und nicht auf Grund vonrmétivem Splicing. Enolase und
MBP-1 sind also beide Produkte deEnolasegens [424, 429].
Solch eine interne Translationsinitiierung wurdeelts bei anderen Genen beschrieben, wie
C/EBP und [430], Myc [247], GATA-1 [431], CREM/ [432], N-Oct-3 [433] und Oct-
4 [434], bei denen diese Form der Translation affeziente und schnelle Methode der
Modulierung ihrer Aktivitat zu sein scheint.
Das c-myc Protooncogen ist ein DNA-bindendes Phmsmitein, welches eine wichtige
Rolle innerhalb der Regulation von Zellwachstum iifferenzierung spielt [435, 436]. Die
Regulierung dieses Proteins ist sehr komplex wdlget-myc Uberexpression eine bekannte
Charakteristik vieler maligner Zellen ist.
MBP-1 ist ein negativer Regulator der c-Myc Expr@ss Konsistent mit seiner negativen
Regulatorfunktion auf c-Myc und als ein potentiellumorsupressor, kommt es bei einer
Transfektion von menschlichen Brustkrebszellen MBP-1 cDNA, zu einer Inhibition der
Tumorformierung in Nacktmausen [437].
Auch die Enolase besitzt die Fahigkeit, die c-Myc Promdtktivitat herunterzuregulieren,
wenn auch in einem sehr viel geringerem Ausmalvi3#®-1, das die Aktivitat um 65%
reduziert, wohingegen Enolasewur zu 40% die Aktivitat zu reduzieren vermag.
Subramanian et al. [425] vermuten auf Grund ihreudi®n, dass diese c-Myc
Regulationsaktivitdt im N-terminalen Bereich derolase liegt, die auch im alternativen
Translationsprodukt MBP-1 reprasentiert ist. Sigjee, dass das Enolasegen bifunktional
wirkt, indem es zwei verschiedene Proteine kodieorn denen eines eine Rolle bei der
Glykolyse spielt und das andere eine Rolle beiRkgulation der c-Myc Expression.
Es liegen Beweise vor, dass dieEnolase nicht nur als glykolytisches Enzym eindldRo
spielt [438, 439], sondern unter anderem eine sbwiobkte als auch indirekte Funktion in

Zellprozessen wie Thermotoleranz, Wachstumskoetruolld Hypoxietoleranz [440].
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AulRerdem dient es als Oberflachenrezeptor flr Riagyen, was zu einer verstarkten
Plasminogenaktivierung und -leitung der proteobjien Aktivitdit des Plasmins an die
Zelloberflache fuhrt [441].

Myc und Enolase scheinen positiv Feedback kontrolliert zu sein, elae Myc-
Uberexpression zu einer Expressions-Hochreguliergly§folytischer Proteine sowie der
Gykolyse selbst fihrt.

Diese Beobachtung, neben der Beobachtung der bifunaten Rolle der Enolase sowohl
als glykolytisches Enzym als auch als Regulatorodetyc Expression, zeigt ein Model auf,
indem c-Myc und Enolase die Licke im Zusammenspiel von Energigmoitanus und
Wachstumskontrolle schliel3en.

Bekanntermalien ist in malignen Zellen der Zuckémaarch enorm gesteigert, das heildt die
Glykolyse ist zu einem Maximum angekurbelt. Aufgitudes vorher festgestellten, kénnte
dies heil3en, dass in solchen Zellen die Enolasgpression deshalb stark angehoben ist, was
eventuell zu einem Verlust oder wenigstens zu eiRemterregulierung der MBP-1
Expression fihren kdnnte, ganz simpel aus Mangefjeanigend RNA um beide Enzyme
gleichermalR3en exprimieren zu kénnen. Dies wiedekéinmte zur Folge haben, dass die c-
Myc Protooncogenaktivitat in solchen Zellen gestdigist, da die MBP-1 c-Myc
Supressoraktivitat wegfallt oder stark vermindstt Auf diese Art wirden die Tumorzellen

selbst fur eine vermehrte Transformation innerlobZelle sorgen.

Viele Autoantikdrper gegen Tumorantigene repréasesi bereits heute Biomarker um in
Patientenseren Krebs zu entdecken oder die Kratskinegression zu beobachten. Auch He
et al. [444] haben einen Autoantikbrper entdecker d¢hrer Meinung nach ein viel
versprechender neuer Biomarker sein kénnte. Sideekten, ebenso wie Ueda et al. bei
Lungen-Adeno-Karzinomen [443], Autoantikorper gegém Enolase in einem grof3en Teil
ihrer NSCLC-Patientenkohorte. Die immunhistocheimesdJntersuchung dieser Patienten
zeigte eine erhohte Expression deEnolase und die Flow-cytometrische Analyse begtiti
die Expression der Enolase auf der Oberflache dieser Krebszellen. Kambinierte
Detektion von Enolase Autoantikbrpern und den bereits etabheitamormarkern CEA
sowie CYFRA 21-1, verstarkte die Diagnosesensitifiton NSCLC signifikant [444].

Dies zeigt nicht nur, dass dieEnolase und ihre Autoantikérper, viel verspreclendue
Biomarker sein kdnnten, sondern auch, dass derdTnag von einem einzelnen Biomarker

allein, hin zu einer Biomarker "Karte" bei der Enkeing von Malignomen geht.
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6. Zusammenfassung

Mittels hochauflosender 2-DE Gelelektrophorese, diiech MALDI-TOF ergéanzt wurde,
lieBen sich 11 Proteinspots mit Unterschieden bimich ihrer Intensitat bei PBSC-CML
Gelen identifizieren.

Unter diesen Proteinen befindet sich das GRP 78 Fd&in(ogen) und , das Proteasom
26S ATPase Subunit 2, 11S, das Vincullin, die AmmeXIl, sowie die Peroxiredoxine | bzw.

[l und die Enolase.

Bei GRP78, einem Mitglied der Heat-Shock-Proteimii@ 70, handelt es sich um ein
molekulares Chaperon. Es stellt eine Qualitatskdimstanz innerhalb des ER dar und
schitzt die Zelle mittels der ,,Unfolded-Protein-Besse” vor Apoptose. Chaperone wie das
GRP78 sind bereits seit langerem dafir bekannt, die Kanzerogenese bzw.

Chemo/Strahlentherapieresistenz Entstehung, irsblzu sein.

Auch das Fibrin(ogen) und zeigt sich dysreguliert, was nicht nur auf einér&tg der
Hamostase hinweisend ist, auch eine Progression anorerkrankungen konnte mit

veranderten Fibrinogen Konzentrationen in Verbirglgabracht werden.

Das 26S Proteasom ist in Zellablaufe wie Protendver, Mitose, DNA-
Replikation/Reperatur, der Unfolded-Protein-Resportszw. der Heat Shock Response etc.
involviert. In leukdmischen Zellen wurde es in S¢md mehrfach als Uberexprimiert
nachgewiesen. Phase 3-Studien mit neu entwickBiteteasominhibitoren zeigen bereits
vielversprechende Ergebnisse in der Behandlungchedenster Malignome incl. der

imatinib-resistenten CML.

In Assoziation mit dem 20S Kern bildet die 11S Eimldas so genannte Immunoproteasom.
Es wurde gezeigt, dass Krebszellen womdglich dendmantwort entgehen, indem sie 11S
und somit die Antigenprasentation durch MHC | Mallek herunterregulieren, was sie

wiederum gleichsam ,unsichtbar” fir das Immunsysteacht.

Vinculin ist ein Adapterprotein, welches die Zeltkmunikation innerhalb fokaler

Adhé&sionen Uber die Kopplung der Integrine an Akimente vermittelt. Vinculin ist in Ber-
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Abl transformierten Zellen konstitutiv aktiviertn Isolchen Zellen interagiert p210 Bcr-Abl
mit Paxillin und Vinculin in einer komplexen Art dnWeise, was womoglich zu einer
andauernden Storung der korrekten Prozessierumgzelularer Signale fuhrt. Man nimmt
an, dass die p210 Bcr-Abl Interaktion mit den flie d1-Integrin Signalvermittlung

wichtigen, cytoskelettalen Elementen wie dem Vinguiir die abnorme Integrinfunktion der
CML verantwortlich ist. Dies fuhrt zu einer ges#irt Proliferationsregulation der CML
Progenitorzellen durch die Mikroumwelt, sowie desdmorme Mobilitat bzw. Freigabe aus

dem Knochenmark.

Annexin 1 ist ein Mediator des anti-inflammatorisnhSignalings, Annexin 2 ist vor allem
ein Modulator der Fibrinolytischen Kaskade. AnneRischeint zusatzlich an Zellteilung und
—proliferation beteiligt zu sein, wohingegen dasn@xin 1 unter dem Verdacht steht, eine
bisher unbekannte neue Art an HSP darzustellen.

Eine abnorme Annexinaktivitdt bzw. -Expression wveurchehrfach mit verschiedenen
Erkrankungen in Zusammenhang gebracht, was zu degrifB der ,,Annexinopathien”
fuhrte. Viele Annexine scheinen auch mit verschietieMalignomen in Zusammenhang zu
stehen. Nicht zuletzt ist belegt, dass eine Annéxisberexpression in leukamischen Blasten

zu deren Chemotherapieresistenz bzw. Schutz voumeermittelter Vernichtung beitragt.

Die Peroxiredoxine schitzen die Zelle mittels ei@esdations-Reduktions-Zykluses. Indem
sie den Peroxid-Level der Zelle kontrollieren, ftgri sie in die H202-vermittelte
Signalweiterleitung bezuglich Zellproliferation, fi@renzierung und Apoptose ein. Aul3erdem
ist belegt, das die Prxs zu Chemo- bzw. Strahl&stees beitragen, da Antisense-Prx Il
bestlickte Krebszellen fir einen chemotherapieiraiten Zelltod sensibilisiert waren. Prx |
steht abgesehen davon unter dem Verdacht, ein€hraperonfunktion zu besitzen.
Hinsichtlich der CML geht man davon aus, dass dumtéraktion von c-Abl mit Prx |, dessen
Aktivitat unterdrickt wird und so die vermehrte, rdu ROS vermittelte, maligne

Transformierung initiiert wird.

Die Enolase ist ein Enzym der Glykolyse. lhr Gen, BNeO1, kodiert zudem das Myc-
binding-Protein 1 (MBP1), welches die Aktivitat de€-Myc Protooncogenes
herunterreguliert.

MBP1 entsteht durch alternative Translationsinitirey der Enolasen RNA. Sowohl MBP1,

als auch die Enolase fungieren als Tumorsupressoren.
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Zusammenfassung

Die Glykolyse ist in Krebszellen bis zu einem Maxim angekurbelt. Dies kdnnte zur Folge
haben, dass weniger MBP1 gebildet werden kannuti&aund des enormen Enolasebedarfes
zu wenig ENO1 RNA zu Verfiigung steht. Dieser Wdgfials c-Myc Unterdriickers MBP1
wiederum, kénnte zu einer vermehrten malignen Toamsation flhren.

Studien belegen ausserdem die BiomarkerqualitaeggnEtholase , da ein Nachweis von
Enolase -Autoantikdrpern in Kombination mit einem erhoht&lachweis an CEA und
CYFRA 21, die Diagnosesensitivitat von NSCLC sideaint erhoht.

7. Aussichten

Die Disziplin der Proteom-Forschung ist noch seimgjund birgt grol3es Potenzial. Um ihre
ganze Bandbreite weiter ausschépfen zu kdnnen, egbBestrebungen wie, einheitliche
Verfahrensprotokolle zu gewahrleisten, so dassrjédeteomics-Forscher mit den gleichen
Chemikalien, Versuchsaufbauten, Laufzeiten, GelBPngteinaufarbeitungsverfahren etc.
arbeiten kdnnte, um so auf der ganzen Welt vergi@ice Proteinkarten erstellen zu kénnen.
Nicht zuletzt ist es sinnvoll die weltweiten Promatenbanken zu verfollstandigen. So ware
es madglich, jederzeit auf gezielte Informationenesi jeden Proteins zugreifen zu kénnen,
diese eventuell zu erweitern und bestenfalls aedal\Weise komplexe krankheitsspezifische
.Protein-Expressions-Karten“ zu erstellen.

Diesem Ziel hat sich das HUPO Projekt verschrieben.
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9. Anhang

9.1. Gele

Gele von allen unseren Proben (die Zahl hinter Bemkt gibt die Nummer des Laufes in der

2-DE wieder, wenn eine Probe mehrfach gefahren evurd

17.2 171
PBSC-CML PBSC-CML
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21 PBSC- 25
gesund PBSC-CML
18 PBSC-gesund 23 PBSC-gesund
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17.3 PBSC-CML 36 PBSC-CML

24 PBSC-gesund 22.1 PBSC-gesund
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Ad 18 K562

Ad 19 V54/2

Paar 2: Probe 18 PBSC-gesund vs. Probe 25 PBSC-CML

Probe 18 Probe 25
PBSC-gesund PBSC-CML
Region 1 ~ AN ~ N
Region 2 / /
/ /
Region 3 NN ~ N
Region 4 / 4
egion / /
/ /
Region 5
N
Region 6 Keine Spots auf Gelprobe 18, /

Region 6
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Paar 3: Probe 23 PBSC-gesund vs. Probe 17.3 PBSC-CML

Probe 23 Probe 17.3
PBSC-gesund PBSC-CML
Region 1 N N AN \
Region 2 AN // N ‘A//
/
Region 3 ~ N ~ N
/ /
Region 4 / /
/ /
/ /
Region 5
N
Region 6 / /
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Paar 4: Probe 24 PBSC-gesund vs. Probe 36 PBSC-CML

Probe 24 Probe 36
PBSC-gesund PBSC-CML
Region 1 N N N
Region 2 N // N //
Region 3 N N N N
/ /
Region 4 / /
/ /
/ /
Region 5
N
Region 6 / /
Paar 5: Probe 22.1 PBSC-gesund vs. Probe 17.1 PBSC-C ML
Probe 22.1 Probe 17.1
PBSC-gesund PBSC-CML
. 4
Region 1 N\ 27\ AN N
Region 2 9\ /‘8/2 N ‘//
/o /
' 1\, 3 N
Region 3 2 AN AN
/ /
_ /! /
Region 4 37 14
/
/
Region 5 34
N N
Region 6 / /
20
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9.2 Abkurzungsverzeichnis

2-DE Zweidimensionale Gelelektrophorese

AAA ATPase ATPases associated with various cellataivities
ABL Abelson Onkogen

ADP Adenosin Di-Phosphat

Ad bis, auf

ALL Akute Lymphatische Leuk&mie

AML Akute Myeloische Leukamie

APL akute Promyelozytische Leukamie

ATF6 basischer Leucin-Zipper Transcriptionsfakto
ATP Adenosin-Tri-Phosphat

ATRS all-trans-retinoid-Séaure

AT-1 Antithrombin |

A2 Annexin 2

BCR Breakpoint Cluster Region

BiP Immunoglubin heavy-chain binding Protein
BSA Bovines Serum Albumin

C Celsius

CA Cancer (engl.: Krebs)

Ca2+ Kalzium

CA-125 Cancer Antigen 125

CBB Coomassie Brilliant Blau

CD Cluster of Differentiation

CD34 Cluster of Differentiation 34

Cdc2 cyclin-dependent Kinase 2

CEA Carcinoembryonic antigen

cDNA complementary DNA

c-erbB-2 auch gekannt als HER2/neu: Human Epideegnoavth factor Receptor
CHAPS Choamidopropyldimethylammoniopropansulfat
Cm Zentimeter

CML Chronisch-myeloische Leukamie

c-Myc in Anlehnung an das ahnliche v-Myc:myelmegatosis viral oncogene
CO2 Kohlenstoffdioxid
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Conc
CYFRA 21-1
DCIS
D-Dimer
DI

DMSO
DNA

DTT

ECM
EDTA
EGF Rezeptor
E. histolytica
ELISA
Eosinoph.
Et al.

ER

Erys

FAK

FCS
FGF-2
FPA/FPB
G

G-CSF
GM-CSF
GP
G-Phase
GPx
GRP78

H

Hb

HBV

HCC

HCI
HER/2neu

Konzentration
cytokeratin 19-fragments 21-1
Ductal carcinoma in situ
Fibrin Spaltprodukt
Deziliter
Dimethylsulfoxid
Desoyiribonukleinsaure
Dithiothreitol
extrazellularen Matrix
Ethylendiamintetraacetat
Epidermal Growth Factor Rezeptor
Entamoba histolytica
Enzyme linked Immunosorbent Assay
Eosinophile
et aliter (lat.: und andere)
Endoplasmatisches Retikulum
Erythrozyten
focal adhesion kinase
Fotales Kalberserum
Fibroblast Growth Factor-2
Fibrinopeptid A/B
Gramm
Granulocyte-Colony Stimulating Factor
Granulozyten-Makrophagen koloniestimmubele Faktor
Gesamtproteinaufarbeitung
Gap Phase
Glutathion Peroxidase
Glucose-regulated-Protein 78
Stunde
Hamoglobin
Hepatitis B Virus
Hepatozellulares Karzinom
Chlorwasserstoff

Human Epidermal growth factor Receptor 2
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HLA
HL60
H. pylori
HSA
HSF
HSP27
HSP70
HUGO
HUPO
H20
H202

IEF

IFN

IL-7
IRE1
kDa

KM

L
Leukos
Lymphos
mA
MAC-1
M. avium
MALDI-TOF
MBP
MCF1 Zelllinie
Mg
Mg2+
MHC |
Min

M

MM

Mm

Human Leucocyte Antigen
AML Zelllinie
Helicobacter pylori
Humanes Serum Albumin
Heat Shock Factor
Heat-shock-protein 27
Heat-Shock-Protein 70
Human-Genom-Project
Human-Proteom-Organisation
Wasser
Wasserstoffperoxid
Internationale Einheit
isoelektrische Fokussierung
Interferon
Interleukin 7
Serin/Threonin Kinase und Endoribonuklease
Kilodalton
Knochenmark
Liter
Leukozyten
Lymphozyten
Milliampere
Integrin M 2
Mycobacterium avium
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisati Time of Flight
c-myc binding Protein
wenig invasives Brust CA-Zelllinie
Milligramm
Magnesium
Major Histocompatibilitats Faktor |
Minute
Milliliter
Multiples Myelom
Millimeter
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Mmol
MRNA
MS
MW
NaCl
NF- B
NK-Zellen
Nr.
NSCLC
NSF
N-Terminal
oD
PBS
PBSC
PCA
PCR
PDGF
PERK
PG

pl

Ph

Ph+

pH
PMSF
PNETs
Ppm
pRb
Prxs
PubMed
ROS
RPMI

RT
RTK

Millimol

Messenger Ribonucleinacid
Massenspektrometer

Molekulargewicht

Natriumchlorid

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer oivated B cells
Naturliche Killerzellen

Nummer

Non-small-cell Lung-cancer
N-ethylmaleimide-sensitive factor
Amino-Terminal

Optische Dichte

Phosphate-Buffered Saline

Periphere Blut-Stammzellen
prokoagulative Aktivitat

Polymerase Ketten Reaktion

Platelet Derived Growth Factor
Serin/Threonin Kinase

PelletgroRe

Isoelektrischer Punkt

Philaderlphia Chromosom
Philadelphia-Chromosom positiv

pH Wert (pondus Hydrogenii)
Phanylmethylsulfonylfluoride

primitiven neuroectodermalen Tumoren
Peptide mass
Retinoblastom-Suppressorprotein
Peroxiredoxine

englischsprachige Meta-Datenbank mit medizhen Artikeln
reactive-oxygen-species
Zellkulturmedium fir normale und neoplastis&edlen, entwickelt am
RoswellPark Memoriall nstitute
Raumtemperatur

Rezeptor-Thyrosinkinase
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S

SCF

SDS
SDS-PAGE
Segmentk.
SRH
Stabkernige
SV 40

SwissProt

Sw480
TF

TNF
t-PA
TrEMBL
Ub

uPA

UPPA Lésung

uPAR
UPR
USA
\Y
Vol.-%
Vs.
z.B.

Sekunde
Stem Cell Factor
Sodiumdecylsulfat
sodium dodecyl sulfate polyacrylamideetgctrophoresis
Segmentkernige Granulozyten
second Region of homology
Stabkernige Granulozyten
simian vacuolating Virus 40
Protein Datenbank, entwickelt durch dawis$ Institute
Bioinformatics
Kolonkarzinomzelllinie
Tissuefaktors
Tumor Nekrose Faktor
tissue Plasminogenaktivator
Translated EMBL
Ubiquitin
Urokinase-type-Plasminogen-Aktivator
Universal Protein Precipitating Agent
Urokinase-like Plasminogen Aktivator Rezepto
unfolded Protein Response
United States of America
Volt
Volumenprozent
versus(=gegen)

zum Beispiel
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