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Einfiihrung 1

1 Einfiihrung

Die chronisch myeloische Leukdmie (CML) ist eine Krebserkrankung, welche die
ungehemmte Zellteilung von Stammzellen des Blutes als Ursache hat. Jahrlich erkranken
etwa 1,3-2/100000 Einwohner der westlichen Welt. Der Haufigkeitsgipfel liegt im Median bei
50 Jahren mit einer Bevorzugung des minnlichen Geschlechts.

Die Erkrankung verlduft in mehreren Stadien. Zundchst beginnt eine mehrere Jahre
andauernde chronische Phase mit langsamer Expansion von betroffenen Stammzellen im
Knochenmark. Im Laufe der Zeit nehmen unspezifische Symptome wie Infektanfélligkeit,
Abgeschlagenheit, Blasse, Appetitlosigkeit, leicht erhohte Temperatur, Gewichtsabnahme und
Druckgefiihl im linken Oberbauch durch eine MilzvergroBBerung zu. Verschiedene
therapeutische Ansétze versuchen dieses Stadium moglichst lange aufrecht zu erhalten.
Erschopfen sich diese Moglichkeiten, so tritt die Erkrankung nach einer Akzeleration in eine
akute Phase iiber, die Bastenkrise. Wenige Moglichkeiten bleiben hier um die Erkrankung
einzuddmmen.  Als  bisher einzige @ Moglichkeit einer Heilung bleibt  die
Knochenmarktransplantation, die auf Grund besserer Langzeitergebnisse auch schon zu einem
friiheren Zeitpunkt der Erkrankung durchgefiihrt wird.

Das heutige Verstindnis der CML ist recht weit fortgeschritten. Es ist eine der ersten
Erkrankungen, bei denen eine definitive Ursache auf molekularer Ebene im Inneren einer
Zelle nachgewiesen werden konnte. Nowell und Hungerford beschrieben schon 1960 ein
kleines Chromosom 22, das bei der granulozytiren Leukdmie zu beobachten war [Nowell,
1960]. Es sollte spdter, der Stadt der Entdeckung zufolge, als Philadelphia-Chromosom
bezeichnet werden.

Mit molekularbiologischen Mitteln konnte eine Translokation nachgewiesen werden, bei der
sich ein Teil des langen Arms des Chromosom 22 mit dem langen Arm des Chromosom 9
reziprok austauscht, 9q+ 22q- t(9;22)(q34;q11) [Rowley, 1973a]. Das initiale Ereignis der
Entartung bei der CML war gefunden. Auf dem Chromosom 22 wird das Enzym c-Abl
kodiert, welches im Stoffwechsel eine untergeordnete Rolle spielt. Es wurde von seiner
urspriinglichen kontrollierten Position unter eine neue Kontrolle des Genlocus bcer
(Breakpoint Cluster Region) auf dem Chromosom 9 gestellt.

Das aus der Fusion beider Loci neu entstandene Enzym Bcr-Abl besitzt eine hyperaktive
Tyrosinkinase. Auf diese Weise wird die Signalweiterleitung innerhalb der blutbildenden

Zellen wesentlich beeinflusst. Vor allem die Zellen der weilen Blutzellreihe mit myeloischer
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Differenzierung sind betroffen. Die verdnderte Signalregulation durch das Enzym Bcr-Abl
fihrt zur ungehemmten Zellteilung.

Neueste Ergebnisse mit dem Wirkstoff STI-571 (Imatinib), der zielgerecht an der Ursache der
Erkrankung angreift, an der Kinase Ber-Abl selbst, gibt groe Hoffhung auf eine zusétzliche
Moglichkeit zur Heilung in ndherer Zukunft. Grofle multizentrische Studien zeigen eine sehr
groBBe Selektivitit fiir Krebszellen mit hohen Ansprechraten. Weniger Nebenwirkungen und
eine effektivere Therapie geben auch der Grundlagenforschung auf vielen Gebieten weiteren
Aufschwung, um kausale Therapien in Zukunft moglich zu machen. Dennoch sind auch nach
den ausgezeichneten Ansprechraten, Rezidive und Resistenzen auf den Wirkstoff beobachtet
worden. Weitere Arbeiten auf dem Gebiet der Signaltransduktion der CML sollen die
genauen Sachverhalte der Erkrankung detaillierter beleuchten und zu einem umfassenderen

Verstiandnis der Abliufe in einer Tumorzelle fiihren.

Die vorliegende Arbeit soll genau diesem Umstand Rechnung tragen und insbesondere die
Interaktion von Ber-Abl und einer weiteren Tyrosinkinase c-Kit, welche als Rezeptor fiir
einen Wachstumsfaktor dient, untersuchen. Es existieren Hinweise, dass c-Kit ein zusétzlicher
Stimulus sein konnte, der das Fortschreiten der Erkrankung beeinflusst. Das genaue
Verstdandnis dieser Interaktion konnte nach weiterfiihrenden Exprimenten zu klinisch

relevanten Ergebnissen flihren.
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2 Die chronisch myeloische [eukdmie

2.1 Atiolo gie

Eine Ursache fiir die Erkrankung konnte bis heute nicht gefunden werden. Sie tritt bei etwa
1,3-2/100000 der Bevolkerung auf. Méanner erkranken etwas hiufiger [Boring et al., 1993].
Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei ca. 50 Jahren. Bei Exposition gegeniiber ionisierenden
Strahlen konnte eine signifikante Erhohung der Inzidenz nachgewiesen werden. Dies wurde
anhand der Erkrankungshdufigkeit bei Patienten, welche an einem Morbus Bechterew leiden
und mit Bestrahlungen therapiert wurden, oder Uberlebenden nach den
Atombombenexplosionen in Hiroshima und Nagasaki festgestellt. Andere physikalische oder
chemische Risikofaktoren konnten nicht identifiziert werden [Preston et al., 1994; Toolis et
al., 1981]. Studien an eineiigen Zwillingen zeigten keinen Modus einer Krankheitsvererbung
[Goh et al., 1967]. Im Hinblick auf den triphasischen Verlauf der Erkrankung geht man in
Anlehnung an die ,,Multiple Hit Theorie* [Fialkow et al., 1981] davon aus, dass zusitzlich
zur Philadelphiatranslokation, noch weitere somatische Mutationen notwendig sind, um das

Vollbild der CML zu erzeugen.

2.2 Pathogenese

In 95% aller Fille von CML kann eine reziproke Translokation zwischen den langen Armen
der Chromosomen 9 und 22 nachgewiesen werden, der so genannten Philadelphia
Translokation [Faderl et al., 1999; Pasternak et al, 1998]. Hierbei entstehen die zwei
Chromosomen 9+ und 22-, wobei das zellulire Onkogen c-abl des Chromosoms 9 mit der
breakpoint-cluster Region (bcr) auf dem Chromosom 22 fusionierte [de Klein et al., 1982].
Das resultierende Fusionsprotein wird Ber-Abl genannt und trdgt maBgeblich zu der
Entstehung der CML bei [Warmuth et al., 1999]. Das Protein Ber-Abl hat eine extrem hohe
Kinaseaktivitit. Diese fiihrt zu einer ungehemmten Phosphorylierung und damit Aktivierung
von wesentlichen Signalmolekiilen der Zellregulation innerhalb der betroffenen
hamatopoetischen Stammzellen. Die wesentlichen Merkmale der leuk&mischen Zellen sind
die Supprimierung der Apoptose und die verminderte Anheftung am Knochemarkstroma,
sowie eine gesteigerte Proliferation. Die unkontrollierte Proliferation der myeloischen Reihe
der Blutbildung steht deutlich im Vordergrund. Sie kann in der Regel auf die Ausbreitung
eines einzigen malignen Zellklons zurlickgefiihrt werden [Nolte et al, 1995]. Durch die

zunehmende Expansion dieses malignen Klons wird im peripheren Blut eine Leukozytose
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beobachtet. Ursache ist die Ausschwemmung von ausgereiften, funktionell nahezu
unbeeintriachtigten Granulozyten. Diese Verdnderung im Blutbild verlduft schleichend und
spiegelt die Vorginge im Knochenmark wieder. Die normalen myeloischen Zellen im
Knochenmark werden durch myeloische klonale Zellen ersetzt, die nicht mehr einer
regulierten Proliferation, Differenzierung und Apoptose unterliegen. Hier beginnt sich das
Verhiltnis zugunsten der leukdmischen Zellen zu verschieben. Allerdings kommt es hier
weder zu einer akzelerierten Proliferationsrate der malignen Zellen, noch findet eine
autonomes Wachstum statt, sie bleiben weiter wachstumsfaktorabhidngig. Ausgereifte maligne
Zellen der chronischen Phase zeigen kaum funktionelle Unterschiede, wie beispielsweise in
der Phagozytose von Bakterien, in Vergleich zu normalen, reifen Zellen.

Wihrend der chronischen Phase verbleiben die malignen Zellen noch in hdmatopoetischen
Geweben. Treten extramedullire Absiedelungen im weiteren Verlauf der Erkrankung auf, so
kann das fiir einen Ubergang in die akzelerierte Phase sprechen und ist prognostisch

ungiinstig.

Stadieneinteilung der CML

Chronische Phase

Keine wesentlichen Beschwerden, kein Kriterium fir Akzeleration

Akzeleration

Sekundare Therapieresistenz gegen Hydroxyurea und Busulfan
Leukozytenverdoppelungszeit <5 Tage

>10% Blasten im Blut oder Knochenmark

>20% Blasten oder Promyelozyten im Blut oder Knochenmark

>20% Basophile und Eosinophile im Blut

Anamie oder Thrombozytopenie trotz Therapie mit Hydroxyurea oder Busulfan
Persistierende Thrombozytose

Zusatzliche Chromosomenanomalien

Progrediente Splenomegalie

Auftreten einer Myelofibrose oder von Chloromen

Blastenkrise

>30% Blasten im Blut oder Knochenmark

KM — Knochenmark, IFNa - Interferon-a

Tabelle 1: Stadieneinteilung der CML nach den Kriterien des ,International Bone marrow
Transplant Registry™ (IBMTR)
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Die Erythropoese wird zunehmend supprimiert. Auch die Thrombopoese nimmt ab, es kommt
zur Thrombozytopenie. Zu diesem Zeitpunkt weisen etwa 75% der Patienten weitere
zytogenetische Auffélligkeiten auf. Eine Verdopplung des Ph1-Chromosoms, eine Trisomie 8
oder ein Isochromosom 17 wurden von Spiers [Salles et al., 1997; Spiers and Baikie, 1968]
beschrieben.

Nach einer variablen Zeitdauer kommt es bei vielen Patienten zur Blastenkrise, die einer
akuten und leider hdufig auch therapierefraktiren Leukdmie gleichkommt. Die malignen
Zellen differenzieren nicht mehr aus, sondern verbleiben auf dem Reifungszustand eines
Blasten oder Promyelozyten. Typologisch kann die Blastenkrise sowohl als lymphatische
oder auch als myeloische Leukdmie auftreten [Cervantes et al., 1998; Jacobs and Greaves,
1984]. Etwa ein Viertel der Patienten entwickeln eine lymphatische Blastenkrise, die einen
gewissen Uberlebensvorteil beinhaltet [Janossy et al., 1979]. Die myeloische Blastenkrise hat
dagegen eine heterogene Morphologie mit erythroiden und megakaryozytiaren Varianten. Der
Tod tritt unbehandelt innerhalb weniger Monate entweder durch Sekundidrkomplikationen,
wie Blutungen und Infektionen, oder durch einen terminalen Blastenschub ein [Alimena et

al., 1982].

2.3 Die klinische Symptomatik

Den drei Stadien der CML, chronische Phase, akzelerierte Phase und Blastenkrise,
entsprechend konnen klinisch zunehmende Symptome beobachtet werden. Man beobachtet
Abgeschlagenheit,  Leistungsknick, subfebrile =~ Temperaturen, = Nachtschweil  und
Gewichtverlust, wie bei den meisten malignen Erkrankungen. Eine Splenomegalie tritt in
etwa 80% der Fille auf. Die Symptome sind Vollegefiihl und Druckgefithl im linken
Oberbauch. In der Hilfte der Fille wird die Erkrankung von einer Hepatomegalie begleitet,
Knochenschmerzen treten dagegen nur gelegentlich auf. Sekundidrkomplikationen, die auf
eine Leukostase zuriickzufiihren sind, treten bei Leukozytenzahlen >300.000/mm?® auf. Je
nach betroffenem Organ kann es zu Dyspnoe, Zyanose, Benommenheit, Tinnitus und

Priapismus kommen.

2.4 Diagnose

Im Rahmen von Routine Laboruntersuchungen wird die CML in zunehmender Weise in sehr
frihen Stadien auch bei asymptomatischen Patienten diagnostiziert. Auffallend sind

Leukozytosen, mit zum Teil extremen Werten von 600.000/ul und mehr. Im
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Differentialblutbild kommt es zu Linksverschiebung, begleitender Eosinophilie oder
Basophilie und Erniedrigung der alkalischen Leukozytenphosphatase [Mayani, 1996].
Zunédchst kommt es zur Thrombozytose, spdter zur Thrombozytopenie und Andmie im
weiteren Verlauf. Der Anteil der Blasten in liegt in der chronischen Phase in der Regel unter
10%. Mehr als 30% Blasten im Knochenmark oder im peripheren Blut weisen auf eine
akzelerierte Phase hin. Nebenbefundlich kommt es zu einer Erhohung der Harnsidure im
Serum, was auf einen gesteigerten Zellumsatz hindeutet. Zur Erhdrtung der Diagnose wird
eine Knochenmarkpunktion durchgefiihrt. Hier findet man eine Hyperplasie der Myelopoese,
oft auch der Megakaryopoese. Falls Pseudo-Gaucher-Zellen nachweisbar sind, so wird das als
prognostisch glinstiges Zeichen gewertet.

Differentialdiagnostisch muss immer an eine Osteomyelosklerose, eine leukdmoide Reaktion
im Rahmen einer Infektion oder auch an eine chronisch myelomonozytire Leukdmie bei
myelodysplastischen Syndrom gedacht werden. Zur Diagnosesicherung wird heute der
Nachweis des Phl-Chromosoms in einer zytogenetischen Analyse oder die
molekularbiologische Diagnose eines bcr-abl Fusionsgens mittels Fluoreszenz in-situ
Hybridisierung (FISH), Southernblot Analyse oder Polymerase Ketten-Reaktion (PCR/RT-
PCR) gefordert.

Zu beriicksichtigen ist hierbei, dass es auch eine Phl-Chromosom negative CML gibt. Bei
etwa 5-10% aller Patienten mit klinisch identischen Symptomen einer CML ldsst sich
zytogenetisch kein Phl-Chromosom nachweisen [Costello et al., 1997]. Bei der Mehrzahl
dieser Patienten kann ein bcr-abl Rearrangement gefunden werden, der klinische und
therapeutische Verlauf sind ebenfalls identisch mit der Phl-Chromosom positiven CML
[Aurich et al., 1998]. Bei der Erstdiagnose wird daher hiufig eine universelle Multiplex-PCR
verwendet, die verschiedene Primerpaare verwendet, um die verschiedenen Transkriptarten
bei den variablen Fusionen von ber und abl zu erfassen [Hochhaus et al., 2002].

Die Diagnostik in der akzelerierten Phase zeigt zusdtzliche chromosomale Abberationen, wie
die Verdopplung des Phl-Chromosoms, der Trisomie 8 oder 19 und ein Isochromosom des
langen Arms des Chromosom 17 bei etwa 10% der Patienten [Salles et al., 1997].

Weitere differentialdiagnostische Kriterien sind die Bestimmung des ALP-Index (alkalische
Leukozytenphosphatase), der bei der CML in der Regel erniedrigt, bei den anderen
chronischen myeloproliferativen Erkrankungen dagegen normal oder erhoht ist. Bei der Ph-
negativen CML ist die Abgrenzung zu anderen myeloproliferativen Erkrankungen oder der
CMML (Chronisch Myelo-Monozytire Leukdmie) hdufig schwierig und erfordert eine

umfassende himatologische, zytogenetische und molekulare Diagnostik.



Die chronisch myeloische Leukédmie 7

In der Blastenkrise werden die charakteristischen Zeichen einer akuten Leukédmie, entweder
der lymphoiden oder der myeloischen Reihe, beobachtet. Die myeloische Differenzierung ist
mit bis zu 75% héufiger zu finden als die lymphoide [Cervantes et al., 1998]. Bei letzterer
kann zusitzlich noch zwischen B- und T-Zell Reihe unterschieden werden [Jacobs and
Greaves, 1984]. Lymphoblastische Transformationen scheinen einen Vorteil in der

Ansprechrate bei der Therapie und beim Uberleben zu haben [Janossy et al., 1979].

2.5 Prognose

Die Uberlebensrate von Patienten, die an einer CML erkrankt sind, hat sich in den letzten
Jahren deutlich gebessert. Bessere Therapiemoglichkeiten tragen hier gemeinsam mit der
friiheren Diagnosestellung Rechnung fiir diesen erfreulichen Umstand. Dennoch iiberleben
die Patienten durchschnittlich nur einen Zeitraum von 4-5 Jahren [Giralt et al., 1995].
Sekundiarkomplikationen, welche zum Tod filihren, treten heute aufgrund der effektiven
myelosuppressiven Therapie mittels Interferon-o kaum noch auf. Zusétzlich zogert sich der
Ubergang in die akzelerierte Phase weiter hinaus. Leider hat sich bei den
Interventionsmdglichkeiten in der Blastenkrise noch nicht viel gebessert. Die Uberlebenszeit
in diesem Stadium bleibt duBerst kurz, auBler in Fillen der aber auch nur selten erfolgreichen
allogenen Knochenmarktransplantation.

Zahlreiche prognostische Modelle und Stagingsysteme wurden, zum Teil von der deutschen
CML Studiengruppe [Hasford et al., 1996], publiziert um ein individuelles Patientenrisiko fiir
die Transformation in die Blastenkrise zu ermitteln [Braga et al., 1996; Devergie et al., 1997;
Hasford et al., 1998]. Damit kann man eine Einschdtzung anhand von prognostisch
unterschiedlichen Faktoren treffen (siche Tabelle 2). Kantarjian et al [Kantarjian et al., 1990]
teilen Patienten in Gruppen mit niedrigem, mittlerem und hohem Risiko ein mit einem
mittlerem Uberleben von 5, 3,5 und 2,5 Jahren ein. Dennoch bleibt die Aussagekraft auf ein
Individuum bezogen von beschrinktem Wert.

Wegen der unbefriedigenden prognostischen Trennung der mit Interferon behandelten
Patienten durch den bisher iiblichen Sokal-Score wurde im Rahmen einer internationalen
Kooperation ein verbesserter Score entwickelt, um diesem Umstand Rechnung zu tragen. Die
Berechnung des Scores nach Hasford erfolgt auf der Grundlage der Variablen Alter,
MilzgroBe, Thrombozytenzahl, Prozentzahl der Blasten, Eosinophilie und Basophilie im
peripheren Blut [Hasford et al., 1998]. Die genannten Variablen werden nach einem
bestimmten Schliissel verrechnet, so dass letztlich eine Einteilung in drei Gruppen mit

niedrigen, mittlerem oder hohem Risiko, unterteilt werden kann. Der exakte Modus der
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Berechnung kann im Internet eingesehen werden (http://www.pharmacoepi.de). Ein Online-
Tool zur Berechnung steht hier ebenfalls zur Verfiigung. Als verlaufsabhingige
Prognoseparameter sind das erreichen einer kompletten hématologischen Remission, das
Ansprechen auf Interferon zu nennen. Patienten, die eine komplette oder partielle
zytogenetische Remission erreichen, iiberleben in der Regel ldnger. Zudem scheint ein
moglichst frither Therapiebeginn, sowie eine rasche Reduktion der Tumorlast auf ein
Minimum von Vorteil zu sein. Eine Zusammenfassung der Prognoseparameter der
unterschiedlichen Scores, unter Einbeziehung der klinischen Prisentation des Patienten, gibt

die Tabelle 2 wieder.

Ungiinstige Prognosefaktoren der CML

Klinisch

Hoheres Patientenalter
Symptome bei Diagnosestellung
Signifikanter Gewichtsverlust
Hepatomegalie

Splenomegalie

Schwarze Hautfarbe

Laborchemisch

Anamie

Thrombozytose, Thrombozytopenie, Megakaryozytopenie

Erhdhung der Blasten oder Blasten+Promyelozyten im peripheren Blut oder KM
Erhdhung der basophilen Zellen im Blut oder KM

Kollagen- oder Retikulinfibrose Grad 3-4

Therapeutisch

Kurze Dauer der Remission

Hoéhere Dosis von Hydroxyurea zur Kontrolle der Erkrankung im ersten Jahr

Keine signifikante Suppression der Ph1 positiven Zellen nach Chemotherapie oder IFNa. Behandlung

Schwache initiale Antwort auf IFNa

KM — Knochenmark, IFNa - Interferon-a

Tabelle 2: Unglinstige Prognose Faktoren der CML, nach Kantarjian HM, et al: Chronic
myelogenous leukemia: a concise update. Blood 1993; 82:691
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2.6 Therapie

Die therapeutischen Optionen haben im Verlauf der letzten Jahre eine erhebliche Erweiterung
erfahren. Eine Heilung ist derzeit nur durch eine allogene Knochenmarktransplantation
moglich, die beim jiingeren Patienten friihzeitig geplant werden sollte. HLA-Typisierung und
Suche nach mdglichen Familienspendern sollten unmittelbar nach Diagnosestellung erfolgen.
Falls kein Familienspender gefunden wird, kann eine Fremdspendersuche iiber nationale oder
internationale Register eingeleitet werden. Die Wahrscheinlichkeit einen HLA-kompatiblen
Knochenmarkspender zu finden, betrigt etwa 50%.

Das initiale Ziel der Behandlung der CML ist eine Reduzierung der Symptome. Dies wird
iiblicherweise erreicht durch eine Verminderung der Leukozytenzahl mit Hilfe
myelosuppressiven Wirkstoffen. Therapien, welche die Uberlebenszeit verlingern basieren
auf Hydroxyurea und Interferon-a. Bestrahlungen, welche vor der Einfiihrung der
Chemotherapie zur Therapie genutzt wurden, zeigten schon in frithen Studien im Vergleich
mit nicht bestrahlten Patienten keinen signifikanten Uberlebensvorteil [Minot, 1924]. Zurzeit
wird die Bestrahlung nur noch zur Palliation eingesetzt, beispielsweise um die Symptome der
extramedulliren Blutbildung zu lindern oder bei Patienten, die kein Ansprechen auf
Chemotherapie zeigen. Dazu gehort hauptsichlich die Milzbestrahlung bei Splenomegalie.
Bei jungen Patienten im reproduktionsfihigen Alter sollten vor Therapieeinleitung Fragen der
Fertilitdt diskutiert werden, welche durch die Behandlung wesentlich beeintrachtigt werden
kann.

In Deutschland wird die Therapie der CML im Rahmen der CML Studiengruppe evaluiert
und durch die fortschreitenden Protokolle CML I, II, III, IITA und IV neu bestimmt.
Untersucht werden verschiedene Chemotherapieprotokolle, welche auch die Behandlung mit

STI 571 beinhalten, sowie der allogene Knochenmarktransplantation.

2.6.1 Chemotherapie

Zur Basis-Chemotherapie gehoren die Substanzen Busulfan, Hydroxyurea und Interferon a.
Hydroxyurea wird heute bevorzugt verwendet und gilt insbesondere bei der
Therapieeinleitung wegen seines raschen Wirkungseintritts als Mittel der Wahl. Nur bei
Versagen dieses Medikaments wird manchmal noch Busulfan eingesetzt, da ein deutlicher
Uberlebensvorteil mit Hydroxyurea als Therapeutikum gezeigt werden konnte [Hehlmann et
al., 1993]. Das Gesamtiiberleben stieg im Durchschnitt von 45 auf 58 Monate. Beide

Substanzen wirken myelosuppressiv. und koénnen zu hidmatologischen Remissionen,
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verringerten Symptomen und Riickgang der Splenomegalie fiihren. Verlidngerte Remissionen
mit Verlust des Phl-Chromosoms konnten sowohl mit Busulfan [Finney et al., 1972], als

auch mit Hoch-Dosis Hydroxyurea Behandlung erzielt werden [Kolitz et al., 1992].

2.6.1.1 Interferon o

Zu beginn der 80er Jahre wurde die Substanz Interferon o (IFNa) fiir die Therapie der CML
entdeckt. IFNa wirkt immunmodulatorisch, antiproliferativ und es steigert die
Zelldifferenzierung [Talpaz et al., 1986; Talpaz et al., 1983]. Der genaue Mechanismus,
durch den es zur Kontrolle der Leukozytenzahl und zu Reduktion der Phl positiven
Stammzellen kommt, ist bisher nicht vollstindig aufgeklédrt. Eine mogliche Erklarung konnte
die verminderte Anheftung der CML-Zellen an das Knochenmarkstroma sein [Eaves et al.,
1986; Gordon et al., 1987]. IFNoa Behandlung hat in Studien gezeigt, dass eine Adhésion der
Stammzellen an das Stroma wiederhergestellt wird [Bhatia et al., 1996]. Eine Meta-Analyse
der Chronic Myeloid Leukemia Trialists Collaborative Group anhand von sieben
randomisierten Studien konnte eine signifikante Verbesserung der 5-Jahres-Uberlebensrate
mit [FNo (57%) gegeniiber Busulfan oder Hydroxyurea (42%) zeigen [1997]. Die meisten
Studien stellten eine Korrelation zwischen Uberleben und dem Grad an zytogenetischer
Remission fest. Ein optimales Regime flir die Verabreichung von IFNa zu etablieren ist
momentan noch Gegenstand zahlreicher Bemiihungen. Den viel versprechenden Ergebnissen
der IFNa Behandlung steht gegeniiber, dass 15-25% der Patienten eine Intoleranz gegentiber
der Substanz aufweisen und ferner, dass auch nach langer Behandlungsdauer mit sehr
sensitiven Methoden, wie der RQ-PCR, im Blut immer noch bcr-abl Transkripte
nachgewiesen werden konnen. Dieser Umstand wird auch Minimal Residue Disease genannt
und spricht fiir eine Persistenz der Erkrankung, bei der die Dauer der klinischen und
zytogenetischen Remission nicht vorhergesagt werden kann. Andererseits kann IFNa bei 70-
80% der CML-Patienten nicht nur stabile hdmatologische Remissionen, sondern auch in
einem kleinen Prozentsatz (5-10%) dauerhafte komplette zytogenetische Remissionen
induzieren [1994; Hehlmann et al., 1994].

Eine Kombination von IFNa mit Cytosin Arabinosid (ARA-C) scheint synergistische Effekte
zu haben. Eine randomisierte klinische Studie konnte bei Patienten, welche mit beiden
Substanzen behandelt wurden, eine signifikante Steigerung der himatologischen
Remissionsrate (67% vs. 54%), der zytogenetischen Remission (39% vs. 22%) und eine

Verlingerung der 3-Jahres Uberlebensrate (88% vs. 76%) aufzeigen [Guilhot et al., 1997].
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2.6.1.2 Imatinib (STI 571, Glivec®)

Besonderen Auftrieb hat die Entwicklung von neuen Medikamenten auf dem Gebiet der
Small Molecule Drugs erhalten. Beeindruckende Ergebnisse mit dem Wirkstoff STI571
konnten dahingehend iiberzeugen, dass es gelingen kann mit der selektiven Inhibition der
zentral wichtigen Kinase Bcr-Abl komplette klinische und sogar zytogenetische Remissionen
zu erzielen [Ottmann ef al., 2002; Sawyers et al., 2002]. Aufgrund der positiven Datenlage im
Bezug auf das Ansprechen auf eine Therapie mit STI571 konnte eine &uBerst schnelles
Zulassungsverfahren bei der Food and Drug Administration der USA (FDA) erwirkt werden.
Dennoch sind zurzeit noch keine etablierten Therapieschemata gefunden, so dass ein
internationaler Konsens in der Handhabung von STI5S71 noch nicht etabliert ist. Es ist offen,
ob mit einer Kombination von STI571 mit konventioneller Chemotherapie und der KMT
tatsdchlich eine Heilung erzielt werden kann. Eventuell konnen auch noch weitere
Entwicklungen auf dem Feld der selektiven Inhibitoren dazu beitragen, zusétzliche
Signalwege, welche die Leukidmie ebenfalls unterhalten, auszuschalten und die Therapie zu
verbessern. Die vorliegende Arbeit berilicksichtigt diesen Aspekt im Hinblick auf die
Kreuzreaktivitdt von STI571 mit der Rezeptor-Tyrosinkinase c-Kit, welche hier besondere
Aufmerksamkeit erféhrt.

2.6.2 Die autologe Stammzelltransplantation

Studien mit Chemotherapie und autologer Stammzelltransplantation haben die grundsitzliche
Durchfiihrbarkeit und  Induktion von  zytogenetischen  Remissionen  bewiesen.
Langzeitremissionen sind bisher leider nur von kurzer Dauer bei Patienten in chronischer
Phase der CML. Ahnlich der Behandlungsstrategie der Akuten myeloischen Leukimie
werden nach einer Induktionschemotherapie Philadelphia negative Stammzellen apharesiert.
Mit verschiedenen Verfahren konnen die gewonnenen Stammzellen in einem Zwischenschritt
weiter aufgereinigt werden. Nach einer Hochdosischemotherapie werden die Zellen dem
Patienten riickgefiihrt [Carella et al., 1996]. Zytogenetische Vollremissionen konnen damit
erreicht werden, allerdings bleibt die Zeitspanne bis zum Wiederauftreten von Philadelphia
positiven Zellen meist unter einem Jahr [McGlave et al., 1994]. Hauptursache der geringen
Erfolge, die bisher erzielt wurden, konnte in dem Fehlen des Graft-versus-Leukemia-Effektes

sein, der bei der allogenen Knochenmarktransplantation beschrieben worden ist.
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2.6.3 Die allogene Knochenmarktransplantation

Seit der ersten erfolgreichen allogenen Knochenmarktransplantation (KMT) im Jahre 1970
[Fefer et al., 1979], hat sich diese Therapieform als einzige Chance auf Heilung durchgesetzt.
Erkrankungsfreies Langzeitiiberleben konnte in bis zu 70% der auf diese Weise behandelten
Patienten gezeigt werden [Enright and McGlave, 1998; Thomas et al., 1986], so dass die
CML, vor Einfilhrung der Behandlung mit Imatinib, die haufigste Erkrankung war, bei der die
allogene KMT eingesetzt wurde. Heute wird am haufigsten bei akuter myeloischer Leukidmie
(AML) transplantiert. Es gibt allerdings eine Reihe von Faktoren, die das Ergebnis dieser
Therapie  beeinflussen, beziechungsweise fiir das Auftreten von unerwiinschten
Nebenwirkungen mitverantwortlich sind. Das Alter des Patienten sollte in der Regel nicht
iiber 55 Jahren liegen [Clift et al., 1993]. Je fortgeschrittener das Stadium der Erkrankung,
desto wahrscheinlicher ist das Wiederauftreten der Leukimie, dazu zéhlt eine ungiinstige
Prognose fiir die Transplantation in der Blastenkrise [Horowitz et al., 1996]. Die Art der
Vorbehandlung  spielt je nach verwendeter Substanz eine wesentliche Rolle flir die
Uberlebenszeit und das erkrankungsfreie Intervall. Busulfan mit folgender allogener KMT hat
deutlich schlechtere Ergebnisse gezeigt als eine vorhergehende Behandlung mit Hydroxyurea.
Die Daten fiir [FNa vorbehandelte Patienten sind bisher noch widerspriichlich [Giralt et al.,
1993]. Das Intervall von Diagnosestellung bis zur Transplantation ist ebenfalls von
Bedeutung. Patienten die innerhalb eines Jahres transplantiert wurden, zeigten eine geringere
transplantationsbedingte Mortalitit und ein verlingertes leukimiefreies Uberleben [Biggs et
al., 1992; Goldman et al., 1993]. Wesentlich fiir das Outcome nach Transplantation scheint
der Graft versus Leukemia Effekt (GVL) zu sein. Patienten, welche eine T-Zell freie KMT
erhielten, zeigten hiufigere Rezidivraten als Patienten, die mit unbehandeltem Knochenmark
transplantiert wurden. Ferner kann bei Auftreten eines Rezidivs eine Infusion mit Leukozyten
des Spenders eine erneute Induktion bewirken [Kolb et al., 1990; Porter et al., 1994].
Vergleichende retrospektive Analysen zeigten einen deutlichen Langzeitvorteil bei der
allogenen KMT mit Knochenmark von einem HLA-identischen Zwilling mit Zeitpunkt der
Transplantation <1 Jahr nach Diagnosestellung.

Verbesserte Therapieprotokolle fiir die autologe KMT sind derzeit Gegenstand intensiver
Forschung. Vor allem Verfahren, welche das ex vivo Purging beinhalten, konnten in Zukunft
sehr viel versprechende Resultate aufweisen. Besonders ist hier das Purging mit STI571 zu
erwdhnen. Daten liegen hierzu allerdings noch nicht vor. Aber auch mit nicht gepurgtem
Knochenmark konnten signifikante Vorteile in der 5-Jahres-Uberlebenszeit (56% vs. 28%)

gegeniiber konventioneller Chemotherapie gezeigt werden [Hoyle et al., 1994].
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3  Die molekulare Pathogenese der CML

3.1 Das Philadelphia-Chromosom

Die CML st eine der ersten Erkrankungen, bei welcher eine konsistente
Chromosomenaberration als Ursache festgestellt wurde [Rowley, 1990]. Nowell und
Hungerford beschrieben 1960 [Nowell, 1960] ein kleines Chromosom 22, das bei der
granulozytiren Leukimie auftritt. Dem Ort der Entdeckung zufolge wurde es spiter als
Philadelphiachromosom (Phl) bezeichnet. Dreizehn Jahre spéter konnten Rowley und
Mitarbeiter zeigen [Rowley, 1973b], dass es sich bei diesem Karyotyp um eine spezifisch
balancierte, reziproke Translokation t(9;22)(q34.1;q11.21) handelt. Wesentliche Vorarbeiten
haben hierzu Caspersson und O’Riordan zwei Jahre zuvor geleistet [Caspersson et al., 1970;
O'Riordan et al., 1971]. Diese Chromosomenabberation ist bei iiber 90% aller Patienten mit
CML nachweisbar. Dabei kommt es zu einer Deletion des langen Armes von Chromosom 22
(22g-) mit einer folgenden Addition auf den langen Arm des Chromosoms 9 (9q+) [Bartram
et al., 1983; Heisterkamp et al., 1983]. Die Translokation ist in allen Differenzierungsstufen
sowohl der myeloischen Reihe, als auch der lymphatischen Reihe nachzuweisen. Sie scheint
auch das initiale Ereignis bei der Entstehung der CML zu sein, da sie schon im frithen
Stadium der chronischen Phase nachzuweisen ist und somit nicht erst durch spéter
auftretende, zusitzliche Mutationen entsteht. Die betroffenen Gensequenzen auf den
jeweiligen Chromosomen sind fiir das Chromosom 9 das c-abl Gen [Heisterkamp et al., 1983]
und fliir das Chromosom 22 das ber-Gen [Groffen et al., 1984]. Das Ergebnis der
Translokation ist das bcr-abl Gen, welches nach Transkription und Translation fiir ein 210
Kilodalton (kDa) groBes Fusionsprotein p210°**® (im Folgenden als Ber-Abl bezeichnet)
kodiert. Nachdem das Philadelphia-Chromosom auch bei anderen Leukédmien, als der CML
auftritt, wurden Unterschiede in der Grof3e des Fusionsgens untersucht. Es sind verschiedene
ber-abl-Gen-Varianten analysiert worden, die sich in der Lokalisation des Bruchpunktes im

origindren ber-Gen unterscheiden und so zu den beschriebenen GroBenédnderungen flihren.

3.2 Das Fusionsprotein Ber-Abl

Durch Analyse zusitzlicher Félle von chronisch myeloischer und akuter lymphatischer
Leukidmie (ALL) wurde in der Folge deutlich, dass die Integrationsstelle des abl-Gens nicht

nur im ersten Intron von ber lag, sondern hauptsichlich zwischen Exon 10 und 13.
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Liegt die Integrationsstelle im Intron 1, der ,,minor breakpoint region* (m-bcr), so entsteht die
kiirzere Variante mit der resultierenden Fusion p190°™*". Sie ldsst sich bei 50% der
Erwachsenen und 80% der an ALL erkrankten Kinder nachweisen [Kurzrock et al., 1987].
Bei der CML tritt p190°*® nur bei 20-30% der Patienten auf. Zugleich ist hierbei eine
monozytidre Proliferation auffillig, dhnlich der chronisch myelomonozytiren Leukédmie
(CMML). Eine Integration des abl-Gens in die Exons 10-13 des bcr-Gens, der ,,major
breakpoint region* (M-bcr), fiihrt zur Auspragung der CML mit dem typischen Transkript
p210°*"" Die Lokalisation der Bruchstelle im abl-Gen liegt innerhalb des ersten Introns
[Shtivelman et al., 1985]. Selten tritt die Fusion zwischen dem bcr-Exon 19 und dem abl-
Exon 2 auf, welche zu dem Fusionsgen p230°*" fiihren. Diese Variante ist assoziiert mit
einer Neutrophilie und Thrombozytose, die aber nicht immer beobachtet wird [Mittre et al.,
1997; Pane et al., 1996; Wilson et al., 1997]. Bevor nun die Zusammenhéinge zwischen
morphologischem Korrelat und biologischer Funktion betrachtet werden, sollen im Folgenden
zunéchst die physiologischen Funktionen des ber- und des abl-Gens diskutiert werden, da sich
einige der Pathomechanismen der CML davon ableiten. Die Funktionen der Doménen von
Ber-Abl ergeben sich aus den gegebenen Eigenschaften der Fusionspartner Ber und Abl. Die

detaillierte Beschreibung erfolgt in den Kapiteln 3.3 und 3.4.

Oligomerisation SH3
Domain
Y177 SH2
Serine Treonine Kinase FLVRES
SH2 Binding
Y1294
Dbl homology :
SH1 CRKL binding Actin
binding
BCR ABL

Abbildung 1: Domanen von Bcr-Abl

Schematische Darstellung des Fusionsproteins p210% ' (Bcr-Abl) mit den jeweiligen
funktionellen Domanen fur Proteinbindung und Aktivierung. Y177 und Y1294 kennzeichnen
Punktmutanten an den Tyrosinresten der entsprechenden Aminosaureposition. Die Dbl-
Homologiedomane weist eine hohe Homologie zur Protein Dbl auf. SH2 und SH3 sind Src-
homologie-Domanen, welchen eine spezifische Proteinbindung zu Eigen ist. Das FLVRES-
Motiv ist ein Konsensusbereich fiir die Phosphotyrosin-Bindung. Die aktive Kinase ist mit
der dunkel unterlegten SH1 Domane gekennzeichnet. Im Anschluss folgen Binderegionen
fir die Proteine CRKL und Actin.
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3.3 Das ber-Gen

Das ber-Gen umfasst 23 Exons und ist auf dem langen Arm des Chromosoms 22ql1.21
lokalisiert (OMIM Accession # *151410 ). Da bei chronisch myeloischer Leukdmie zundchst
nur eng umschriebene Bruchstellen auf dem Chromosom 22 gefunden wurden, wurde der Ort,
in den das abl Onkogen integriert war, als ,,breakpoint cluster region (bcr)“ bezeichnet. Exons
mit offenem Leserahmen lieBen den Schluss zu, dass die ber-Region Teil eines Gens ist
[Groffen et al., 1984]. Das gesamte Gen hat eine beachtliche Gréf3e von 130 kb und beinhaltet
25 Exons [Heisterkamp et al., 1985].

Das 160 kDa grofie Produkt des ber-Gens, p160° (Ber), besteht aus mehreren funktionellen
Domaénen. So beinhalten die ersten 63 Aminosduren (Aa) ein coiled-coil Motiv, welches fiir
eine Homodimerisierung und Tetramerisierung von Bcer-Abl verantwortlich ist. Dies ist flir
die Autophosphorylierung von Ber-Abl wesentlich. Die Aminosdureposition 177 trigt ein
Tyrosin (Y177), welches durch seine Bindungsfihigkeit an SH2-Domaénen identifiziert wurde
[Muller et al., 1992; Muller et al., 1991; Pendergast et al., 1993; Puil et al., 1994]. Die
Fahigkeit eines Tyrosinrests an eine SH2-Doméne zu binden entspricht den iiblichen
Eigenschaften im Kontext eines Signalmolekiils. Diese Region wird alternativ auch als A-
Box/B-Box bezeichnet. Es wurde eine Vielzahl von SH2-Doménen enthaltenden Proteinen
nachgewiesen, welche an Y177 binden. Eines der Wichtigsten ist das Adaptorprotein Grb2,
welches mit hoher Affinitdt bindet und dem eine zentrale Bedeutung bei der Aktivierung des
Ras-Signalweges zukommt [Pendergast et al., 1993; Rodrigues and Park, 1994; Wang, 1993].
Ebenso kann auch c-Abl an dieses Motiv binden oder eine intramolekulare Interaktion des
Abl-Teils von Ber-Abl stattfinden [Muller et al., 1991; Pendergast et al., 1991b]. Allerdings
konnte bei Mutanten mit deletierter SH2-Binderegion weder eine reduzierte
Tyrosinkinaseaktivitdt, noch eine Verminderung der transformierenden Eigenschaften
beobachtet werden [McWhirter and Wang, 1997].

Im Anschluss an die beschriebenen Doménen findet sich ein Bereich mit Serin/Threonin-
Kinaseaktivitdt und eine Dbl-homologie Doméne an [Eva and Aaronson, 1985; Maru and
Witte, 1991]. Die Rolle der Serin/Threonin-Kinase in der Pathogenese der CML ist noch
unklar. Im Gegensatz dazu gibt es Hinweise, dass die Dbl-Homolgie Einfluss auf
Organisierung des Zytoskeletts hat [Chuang et al., 1995]. Dies wird durch die Guanin-
Nukleotid-Austausch Aktivitit der Dbl-Homologie vermittelt, welche wiederum Einfluss auf
das Signalprotein Rho hat. Rho ist ein Protein der Familie der kleinen Ras-dhnlichen GTPasen
und ist fiir die Integritdt des Zytoskeletts mitverantwortlich [Hotchin and Hall, 1996].
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Zusammenfassen ist jedoch in Knock-out Versuchstieren festgestellt worden, dass es keinen
offensichtlichen Phénotyp der Tiere gibt und auch die Reproduktion, Entwicklung und

Lebenserwartung unbeintréchtigt sind.

3.4 Das c-abl Protoonkogen

Das abl-Gen besteht aus insgesamt 11 Exons. Als zellulires Onkogen weist c-Abl eine
Homologie zum viralen murinen Abelson-Leukdmie-Onkogen auf. Dieses Retrovirus
transformiert in vitro und in vivo hdmatopoetische Zellen der Maus [Abelson and Rabstein,
1970].

Die Lokalisation von c-abl liegt auf dem Chromosom 9q34.1 (OMIM Accession # *189980).
Es existieren zwei alternative SpleiBvarianten, je nach Transkription der Exons la oder 1b,
welche durch zwei unterschiedliche Promotoren P1 oder P2 in Gang gesetzt werden. Die zwei
unterschiedlichen mRNAs sind 6 bzw. 7 kb grol3 und kodieren fiir zwei sehr dhnliche Proteine
mit 1122 oder 1142 Aminoséduren Lange [Pendergast et al., 1987]. Das humane c-Abl Protein
an sich gehort zu der Familie der Protein-Tyrosinkinasen und hat ein Molekulargewicht von
145 kDa [Konopka and Witte, 1985].

Die Bruchstelle fiir die Fusion mit dem bcr-Gen kann zwischen dem weiter 5° gelegenen
Exon 1b und Exon 2 liegen, welches weiter 3" gelegen ist. Die Exons la und 1b werden
alternativ gespleifit, so dass nur eines von Beiden tatsdchlich translatiert wird [Chissoe et al.,
1995].

Mitunter die wichtigste Eigenschaft des Abl-Proteins ist seine Kinaseaktivitit (SH1-Doméne).
Durch die Fusion an den Bcer-Teil kommt es zu unkontrollierter Phosphorylierung von
tyrosinhaltigen Signalmolekiilen, welche an Bcer-Abl binden. Die natiirliche Kontrolle der Abl
Kinase ist aufgehoben. Uber diesen Mechanismus hat Ber-Abl Einfluss auf Signalwege zur
Adhision, Proliferation und Differenzierung der hamatopoetischen Zellen.

Abl selbst beinhaltet jedoch noch weitere Doménen, welche zur Funktionalitit sowohl im
physiologischen, als auch im pathologischen Sinne notwendig sind. Nachdem die
Kinasedoméne etwa in der Mitte des Abl-Proteins liegt, soll im Folgenden auf
charakteristische Doménen, weiter N-terminal und C-terminal gelegen, eingegangen werden.
Der N-terminale Abschnitt ist nahe verwand mit anderen Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen, wie
beispielsweise den Src-Kinasen. Er besteht im Wesentlichen aus einer SH3-Doméne und einer
SH2-Doméne. Die SH3-Domine hat die {ibliche Funktion als Bindungspartner fiir
prolinreiche Motive [Ren et al, 1993]. Diese prolinreichen Sequenzen (PXXP) dienen in

vielen Signalmolekiilen als Bindemechanismus, auch in Abl selbst. Eine intramolekulare
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Interaktion zwischen der SH3-Domine und der Linker Region, die zwischen SH2- und der
Kinasedoméne lokalisiert ist, bewirkt eine zumindest teilweise Regulierung der
Kinaseaktivitdt in Abl [Barila and Superti-Furga, 1998]. Dieser Mechanismus wurde ebenfalls
bei den Src-Kinasen beschrieben [Moarefi et al., 1997; Sicheri et al., 1997]. Es wird
kontrovers diskutiert ob fiir diesen negativ regulierenden Mechanismus moglicherweise ein
zusitzliches, inhibierendes Protein notwendig ist [Pendergast et al., 1991a; Walkenhorst et
al., 1996]. Grundsitzlich fiihrt die Deletion oder Mutation der SH3-Doméne bei c-Abl zu
einem onkogenen Phénotyp [Franz et al., 1989; Jackson and Baltimore, 1989; Jackson ef al.,
1993; Mayer and Baltimore, 1994].

Die folgende SH2-Domidne befdhigt, &hnlich der SH3-Domine, Abl zu einem
Bindungspartner flir viele Signalmolekiile. SH2-Doménen binden an phosphorylierte
Tyrosinreste in einem spezifischen Aminosidure-Kontext [Songyang et al., 1993]. Die
biologische Funktion der SH2-Doméne liegt hauptséchlich in der Zufilhrung von relevanten
Signalproteinen zu der Kinase [Mayer and Baltimore, 1994; Mayer et al., 1995]. Mutationen
der SH2-Domine storen die Formation eines Komplexes zwischen Bcer-Abl und anderen
Phosphoproteinen. Beispielsweise kann dadurch die transformierende Eigenschaft von Ber-
Abl in Fibroblasten aufgehoben werden [Mayer and Baltimore, 1994; Mayer et al., 1992].
Obwohl in himatopoetischen Zelllinien eine SH2 Mutation nicht ausreicht um die
transformierenden Eigenschaften zu unterbinden [Ilaria and Van Etten, 1995], sind durch
Kombination von verschiedenen funktionellen wirksamen Mutationen und Verdnderungen im
Konsensusbereich fiir die Phosphotyrosin-Bindung (FLVRES), Mechanismen von Bcr-Abl
mit nachgeschalteten Signalkaskaden klar geworden. So ist die SH2-Doméne an der Induktion
des Ras-Signalweges und der Wachstumsfaktorunabhéngigkeit von zwei IL-3 abhingigen
Zelllinen BaF3 und 32D, beteiligt [Cortez et al., 1995; Goga et al., 1995b]. Ebenfalls hat die
SH2-Doméne eine Schliisselstellung in der Signalweiterleitung iiber die PI3-Kinase und der
Induktion von c-Myc [Afar et al., 1994; Skorski et al., 1997].

Im Anschluss an die SH2-Doméne findet sich die bereits angesprochene Linker-Region, deren
Bedeutung noch nicht vollstindig geklért ist und weiter C-terminal gelegen schlie8t sich die
Kinaseregion an.

Im C-terminalen Abschnitt befinden sich fiir die weiter downstream von Bcer-Abl gelegene
Signaltransduktion ebenfalls eine Reihe funktionell bedeutsamer Abschnitte. Eine Region die
fir die Crk/Crkl-Bindung (siche Kapitel 3.7.4) verantwortlich ist schliet sich der Kinase an
[Heaney et al., 1997, Senechal et al., 1996]. Eine im Anschluss gelegene Kern-

Lokalisierungs-Sequenz (NLS), die im Bcr-Abl Fusionsmolekiil aufgehoben zu sein scheint
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[Van Etten ef al., 1989], wird gefolgt von einer DNA-bindenden Region [Kipreos and Wang,
1992], einer p53 Binderegion [Goga ef al., 1995a] und einer Aktin-Binderegion [McWhirter
and Wang, 1991; McWhirter and Wang, 1993; Van Etten et al., 1989]. Die DNA- und die
p53-Bindung scheinen weniger in der Pathogenese der CML eine Rolle zu spielen, als in der
physiologischen Funktion von Abl [Goga et al., 1995a; Kipreos and Wang, 1992]. Die
Aktinbindung scheint verantwortlich zu sein fiir die von Adhision unabhingigem Wachstum

von NIH3T3-Fibroblasten [McWhirter and Wang, 1993; Renshaw et al., 1995].

3.5 Der transformierende Einfluss des Ber-Abl Proteins auf die Himatopoese

3.5.1 Anderungen in der Apoptose und der Proliferation

Die Entstehung einer erhohten Zellmasse des erkrankten Gewebes kann im Grunde
genommen auf zwei Ursachen zuriickgefiihrt werden. Zum einen kann es durch eine
verzogerte Apoptose zur Anhdufung der {iberalterten Zellen kommen. Im Gegensatz dazu
kann es durch Alterationen im Zellzyklus zu einer iiberschieBenden Proliferation der sich
teilenden Zellen kommen. In der CML sind beide Mechanismen festgestellt worden.
Zahlreiche Publikationen haben zeigen konnen, dass in Bcr-Abl exprimierenden Zelllinien
eine gesteigerte Resistenz gegeniiber verschiedenen apoptotischen Stimuli besteht [Bedi ef al.,
1994; Laneuville et al., 1994; McGahon et al., 1994]. Diese These wird gestiitzt durch
Experimente mit temperatur-sensitiven Mutanten von Ber-Abl in BaF3 Zellen. Hierbei wurde
durch eine Temperaturerhohung der Zellkultur ein spezieller Promotor fiir die Bcer-Abl
Transkription und Translation in den Zellen angeregt. In den Zellkulturen, welche iiber zwei
Wochen beobachtet wurden, konnte deutlich eine Uberalterung, also Anti-Apoptose
festgestellt werden [Kabarowski et al., 1994]. Diese liberwog im Vergleich zur Proliferation.
Anti-Apoptose steht hdufig mit Zellzyklus-Arrest in Zusammenhang. So wurde auch hier die
Ursache in einem Block wihrend der G2/M Transition festgestellt [Bedi ef al., 1994; Nishii et
al., 1996]. Ahnliche Ergebnisse brachten Versuche mit Anti-Sense-Oligonukleotiden in der
primdren CML Zelllinie K562 [Rowley et al., 1996]. Die Zugabe der Anti-Sense
Oligonukleotide verringerte die Bcr-Abl Expression und fiihrte eine Reduktion der anti-
apoptotischen Effekte herbei. Die Proliferationsrate der Zellen blieb dabei weitgehend
unbeeinflusst.

Diese Beobachtung unterstiitzt die These, dass eine Aktivierung der Proliferation erst durch
Sekunddrmutationen entsteht, welche hdufig in Krebszellen auftreten, insbesondere in

iiberalterten Zellen. Getragen wird dieses Modell auch durch die Tatsache, dass es im Verlauf
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der CML von einer chronischen Phase zu einer akzelerierten Phase mit {iberhand nehmender
Zellproliferation kommt. Der Zeitpunkt dieses Geschehens konnte mit dem Aufireten einer
entscheidenden Sekunddrmutation zusammenhéngen. Die Kontroverse wird dadurch
unterhalten, dass es im Gegensatz zu dem oben beschriebenen Promotorsystem, mit einem
Dexamethason abhdngigen Expressionssystem von Bcr-Abl, zur Aktivierung sowohl der
Anti-Apoptose, als auch der Proliferation und Zellzyklusprogression kommt [Cortez et al.,
1997; Kabarowski et al., 1994]. Zudem ist der zur Proliferation filhrende Ras-Signalweg in
Ber-Abl positiven Zellen standig aktiviert [Puil et al., 1994]. Andererseits ist auch wieder eine
Verbindung von Ras mit Signalwegen zu Apoptose, die hierbei blockiert wird, gefunden
worden [Cortez et al., 1996; Sanchez-Garcia and Martin-Zanca, 1997].

Die meisten Ergebnisse der im Vorherigen genannten Publikationen sind unter der
Verwendung von transfizierten Zelllinien entstanden, so dass die Reaktion auf apoptotische
Stimuli bei primdren CML Zellen gegensétzlich sein kann [Albrecht ef al., 1996; Amos et al.,
1995; Bedi et al., 1994]. Es ist sehr wahrscheinlich, dass Unterschiede auf die Verwendung

verschiedener Modellsysteme zuriickzufiihren sind.

3.5.2 Die Adhision im Knochenmark

Die Hédmatopoese im Knochenmark ist nicht nur von einer eng regulierten Proliferation und
Differenzierung abhédngig. Eine wichtige Rolle spielen auch die FEinfliisse, die durch die
zahlreichen Interaktionen der Stammzellen mit dem Knochenmarkstroma entstehen. Es
besteht ein  sensibel eingestelltes = Mikroenvironment aus  Zell-Zell-Kontakten,
Wachstumsfaktoren und Adhésion der Stammzellen an der extrazelluliren Matrix. Fiir die
Adhision spielen Glykoproteine, wie Fibronektin und Hyaluronsdure eine ebenso wichtige
Rolle, wie fiir die Produktion von himatopoetischen Wachstumsfaktoren [Clark et al., 1992;
Simmons et al., 1997].

Fir die CML ist festgestellt worden, dass Ber-Abl nicht nur, wie oben bereits diskutiert,
direkt in den Zellumsatz eingreift, sondern auch auf die Adhésion der hdmatopoetischen
Zellen im Knochenmark Einfluss nimmt [Verfaillie et al., 1997]. Ber-Abl positive Zellen
zeigen eine herabgesetzte Fahigkeit an Stromazellen, Fibronektin, Kollagen und Laminin zu
binden [Gordon et al., 1989]. Bestdtigt wird dies durch die Beobachtung, dass periphere
Blutzellen von CML-Patienten im Stadium der Blastenkrise, die in Mduse transplantiert
werden, deutlich schlechter im Knochenmark anwachsen, als normale Knochenmarkzellen

[Salgia et al., 1997].
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Zudem wurde gezeigt, dass Bcr-Abl mit einer Reihe von Proteinen des Zytoskeletts
interagiert und diese phosphoryliert [Gotoh et al., 1995; Salgia et al., 1995a; Salgia et al.,
1996b]. Hier sind vor allem die Proteine Paxillin, Aktinin, Talin, Vinkulin und F-Aktin zu
nennen. Dazu scheint Bcer-Abl von einer Kolokalisation mit dem Zytoskelett abhingig zu
sein, um seine transformierenden Eigenschaften wirksam werden zu lassen [McWhirter and
Wang, 1993]. Von den genannten Proteinen assoziiert F-Aktin direkt mit Bcr-Abl
Gemeinsam mit den iibrigen Proteinen steht F-Aktin mit dem Transmembran-Rezeptor B1-
Integrin in Verbindung. Dies ist zusammen mit der Aktivierung der Signalmolekiile Rho und
PI3-Kinase moglicherweise einer der wesentlichen Signalwege von Ber-Abl, die Zelladhdsion
betreffend. Eine der groBten Gruppen der Transmembran-Rezeptoren, welche fiir die Zell-Zell
Kontakte und Zell-Matrix Interaktion wesentlich sind die Integrine [Coulombel et al., 1997].
Integrine bestehen jeweils aus einer o und einer B Untereinheit. Von den derzeit etwa 20
bekannten Integrin-Rezeptoren sind vor allem die f1-Integrine wihrend der Hamatopoese als
negative Regulatoren der Proliferation von Bedeutung [Hurley et al., 1995; Hurley et al.,
1997]. In CML Zellen sind die P1-Integrin-Funktionen vermindert, was die Reduktion der
Fahigkeit an Knochenmarkstroma zu binden erkldren konnte [Bhatia and Verfaillie, 1998].
Integrine interagieren wiederum {iiber ihre zytoplasmatische Doméne mit den oben genannten
Proteinen des Zytoskeletts Paxillin, Aktinin, Talin, Vinkulin und F-Aktin. So ergibt sich ein
gesamter Regelkreis der in der Pathologie der CML eine wichtige Rolle spielen konnte.

Noch ist dieser Pathomechanismus nicht vollstindig aufgekldrt. Unter anderem kommt es je
nach verwendetem Modellsystem zu kontroversen Ergebnissen. So ist bei bcr-abl
transfizierten 32D Zellen, einer hdmatopoetische Mauszelllinie, im Vergleich mit nativen 32D
Zellen eine gesteigerte Adhdsion zu Fibronektin festgestellt worden [Gordon et al., 1987,

Verfaillie et al., 1992].

3.6 Der Ubergang von der Chronischen Phase zur Blastenkrise

Wie in vielen anderen Tumoren konnte auch in der CML gezeigt werden, dass der
Tumorsuppressor p53 eine Rolle bei der Induktion der Blastenkrise spielt [Ahuja et al., 1989].
Zwar scheint dies wihrend der Progression nur fiir eine Untergruppe von 30% der Patienten
zu gelten, aber die Schliissigkeit konnte in Mausexperimenten nachgewiesen werden. So
konnte in Méusen, denen Bcr-Abl positive und p53 negative Knochenmarkzellen gegeben
wurden, ein aggressiverer Phénotyp &hnlich der Blastenkrise beobachtet werden [Skorski et

al., 1996]. Dennoch ist aus der Tatsache, dass es nur fiir eine Untergruppe im Menschen
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zutrifft, zu vermuten, dass noch andere Sekundirmutationen eine Rolle spielen. Tatséchlich
sind beim Ubergang zur Blastenkrise auch eine Reihe von  zusitzlichen
Chromosomenabberationen gefunden worden, wie der Trisomie 8 oder 19 und ein
Isochromosom 17. Genauso kdnnte die zunehmende Expression von Ber-Abl, teils durch die
Duplikation des Philadelphia-Chromosoms hervorgerufen, einen relevanten Faktor darstellen
[Gaiger et al., 1995].

Tatsdchlich ist noch kein konkreter Ausloser fiir die plotzlicher Akzeleration der Erkrankung
gefunden worden. Es summieren sich kleine Hinweise, wie die homozygote Deletion des
Tumorsuppressors pl6, oder eine beschriebene Hypermethylierung der DNA. Allerdings
konnen die Ergebnisse noch nicht in Einklang gebracht werden, um ein schliissiges

Gesamtbild abzugeben.

3.7 Relevante Signalwege in der Himatopoese und in der CML

Im Folgenden sollen ausgewihlte Signalkaskaden betrachtet werden, die zur Entstehung oder
zum Fortbestehen der CML beitragen. Fiir die Meisten davon ist ein Zusammenhang mit Ber-
Abl aufgedeckt worden und ebenso sind sie an der Signalweiterleitung von Rezeptoren der
Zellmembran in das Innere der Zelle mitbeteiligt. Hierauf soll im Kapitel 3.8. ndher

eingegangen werden.

3.7.1 Der Ras-Signalweg

Das kleine GTP-bindende Protein p21-Ras spielt eine zentrale Rolle in der Regulation von
Proliferation und Apoptose [Barbacid, 1987]. Es steht iiber die SH2/SH3 Adapter-Proteine
Grb2, Shc und Sos direkt mit verschiedenen Zytokin- und Wachstumsfaktorrezeptoren in
Verbindung und wird auf diesem Weg iiber extrazellulire Stimuli aktiviert [Medema and Bos,
1993; Satoh et al., 1992; Schlessinger, 1993]. Der Ras-Signalweg ist heute einer der am
besten untersuchten und spielt in vielen Tumorerkrankungen so wie auch der CML eine
wichtige Rolle. Es konnte gezeigt werden, dass Ras von Bcr-Abl iiber die Molekiile Grb2
[Pendergast et al., 1993], Crkl [Senechal et al., 1996] und Shc [Matsuguchi et al., 1994]
aktiviert werden kann. Wéhrend die genannten Molekiile auch direkt an Ber-Abl binden, dient
das Molekiil Sos wiederum als Mediator zwischen Grb2 und Ras [Cortez et al., 1996;
Gishizky et al., 1995; Goga et al., 1995b; Sawyers et al., 1995]. In Ber-Abl positiven Zellen
kann auch eine konstitutive Ras-Aktivierung beobachtet werden [Puil et al., 1994]. Die

Relevanz des Ras-Signalweges wurde durch dominant negative Formen von Ras untersucht
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[Cortez et al., 1996; Sawyers et al., 1995]. Dabei wurde eine Unterbrechung der
Transformation und der Anti-Apoptose gezeigt. Ahnliche Ergebnisse wurden auch durch
Expression mutierter Formen von Grb2 oder Raf beobachtet [Gishizky et al., 1995; Skorski et
al., 1995b]. Die These eines direkten Zusammenhangs dieser Ergebnisse mit dem Bcr-Abl
Protein wurde durch Mutation bestimmter Aminosdurepositionen in Bcr-Abl weiter
untermauert. So konnte fiir die Positionen Y177, R1053 oder Y1294 in p210°™*" gezeigt
werden, dass eine vollige oder teilweise Unterbindung der Transformation auftrat. Dieser
Effekt hing direkt mit einer Unfdhigkeit der Ras-Aktivierung zusammen [Cortez ef al., 1995;
Goga et al., 1995b]. Wie schon angedeutet kommt zu den Ras-Effekten neben der Bedeutung
fiir die Transformation, noch die Relevanz fiir die Anti-Apoptose hinzu. So konnte in
weiteren Versuchen mit dominant negativen Ras-Mutanten [Cortez et al., 1996] in K562
Zellen die Induzierung von Apoptose nachgewiesen werden [Sakai et al., 1994]. Ein
moglicher Mechanismus hierfiir ist eine Induktion der Bcl-2 Expression, die abhingig von
Ras in BaF3 Zellen gezeigt werden konnte [Sanchez-Garcia and Grutz, 1995; Sanchez-Garcia
and Martin-Zanca, 1997]. Bcl-2 gehdrt zu einer Familie von Proteinen, die in direktem
Zusammenhang mit pro- und anti-apoptotischen Signalen an der Mitochondrienmembran
stehen. Die Tatsache, dass der Ras-Signalweg durch mehrere Ausgangspunkte aktiviert
werden kann, deutet schon auf die bestehende Redundanz hin. Einige der Ras aktivierenden
Signalwege stehen auch untereinander in Verbindung und aktivieren sich gegenseitig. Es liegt
die Vermutung nahe, dass Ras in der Pathogenese der CML eine grofle Bedeutung zukommt,
jedoch bleibt offen ob es einen exakten Mechanismus gibt, der Ras in der Philadelphia
Chromosom positiven CML aktiviert. Hinzu kommt, dass die Wege weiter downstream von
Ras zwar gut Verstanden sind, jedoch auch hier gegenseitige Aktivierungen und
unterschiedlich gewichtete Ergebnisse in den Untersuchungen fiir Uneinigkeit sorgen.

Raf ist eine Serin/Threonin-Kinase und kann mit aktiviertem, das bedeutet Tyrosin-
phosphoryliertem Ras einen Komplex bilden, aus dem Raf seinerseits aktiviert hervor geht
[Jelinek et al., 1996; Marais et al., 1995; Vojtek et al., 1993; Warne et al., 1993]. Auf diese
Weise wird ein urspriinglich von einem membranstindigen Rezeptor stammendes Signal
weiter in Richtung Zellkern tibermittelt. Raf wird der Gruppe der MAPKKK zugerechnet und
schldgt hiermit die Briicke zum MAP-Kinase-Signalweg [Daum et al., 1994]. Als wichtigste
Signalwege sind hier der MAP-Kinase-Weg und der PI3-Kinase-Weg zu nennen.
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3.7.2 Der MAP-Kinase-Signalweg

Der MAP-Kinase-Signalweg schlieBt sich an die Aktivierung von Ras an. Dieser
Signalmechanismus ist in eukaryontischen Zellen stark konserviert. Ziel ist es, ein Signal
weiter zum Zellkern zu ibermitteln und hier Transkriptionsfaktoren oder andere
Effektormolekiile zu aktivieren. Auf dem Weg dahin werden drei Proteinkinasen in Serie
geschaltet, eine MAP-Kinase (MAPK), eine MAPKK und eine MAPKKK. Als letztes Glied
in dieser Kette transloziert die aktivierte MAPK in den Zellkern. Insgesamt sind, mit dem
ERK-, dem SAPK/INK- und dem p38-Signalweg, drei gut charakterisierte MAPK Wege
bekannt [Marais et al., 1995; Woodgett et al., 1996]. In der CML haben sie jeweils keine fest
definierte Rolle. Die ERK Aktivierung in Ber-Abl positiven Zellen wird kontrovers diskutiert.
Es konnte eine sofortige Aktivierung nach Beginn der Ber-Abl Expression gezeigt werden
[Cortez et al., 1997], wogegen in einem anderen Modellsystem dies erst nach einer
Akkumulation von sekundidren Gendefekten aufgetreten ist [Kabarowski et al, 1994].
Dagegen konnte fiir den SAPK/JINK-Weg, in Fibroblasten und himatopoetischen Zellen,
recht eindeutig eine direkte Aktivierung nach Ber-Abl Expression gezeigt werden. In
dominant negativen Mutanten von c-Jun, eines durch SAPK/INK aktivierten
Transkriptionsfaktors, konnte die Relevanz dieses Signalwegs fiir das leukdmische
Zellwachstum nachgewiesen werden [Raitano et al., 1995]. Zusitzlich fiihrt eine
Uberexpression von JIP-1, eines inhibitorischen Proteins fiir JNK, zu demselben Ergebnis
[Dickens et al., 1997].

Zusammenfassend kann dem MAPK-Signalweg eine wichtige Rolle in der Signalvermittlung
vom Zytoplasma, iiber die Kernmembran hin zu Transkriptionsfaktoren des Zellzyklus und

der Apoptose, zugesprochen werden.

3.7.3 Der PI3-Kinase-Signalweg

Der PI3-Kinase (PI3K) Signalweg ist, wie auch der Ras/MAPK-Weg, von grofer Bedeutung
fir die Regulation von Proliferation, Apoptose und Organisation des Zytoskeletts [Carpenter
and Cantley, 1996]. Die PI3K ist ein heterodimeres Protein das aus den zwei Untereinheiten
p85 und pl110 besteht. Die beiden Untereinheiten unterscheiden sich in der regulatorischen
Funktion des p85 Proteins und in der katalytischen Funktion von p110. Als katalytische
Komponente phosphoryliert pl10 verschiedene Phosphatidylinositole und hat eine
Bindedoméne fiir p85 und auch fiir Ras [Vanhaesebroeck et al., 1996]. Physiologischer Weise
wird p85 von einer groBen Zahl an Signalmolekiilen aktiviert. Dazu gehoren

Wachstumsfaktorrezeptoren [Hu et al., 1992; McGlade et al., 1992], Onkogene [Liu et al.,
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1993] und unter anderem die Adaptorproteine Cbl und Grb2 [Meisner et al., 1995; Wang et
al., 1995]. Durch Kiristallstrukturanalysen wurden einige Domédnen in p85 entdeckt, die
typische Bindemechanismen ausnutzen und es dem Molekiil somit erlauben an diese Vielzahl
von Proteinen zu binden. Dazu gehdren sowohl eine SH2-Domiéne, die es p85 ermdglicht an
phosphorylierte Tyrosinreste zu binden, als auch diverse prolinreiche Motive, welche anderen
SH3-Doménen enthaltenden Proteinen die Assoziation moglich machen [Pleiman et al., 1994;
Shoelson ef al., 1993]. Allerdings haben verschiedene Mutationen in Abl, die das Ziel hatten
eine Assoziation mit p85 aufzuheben, kein solches Ergebnis hervorgebracht [Jain et al., 1996;
Skorski et al., 1997; Songyang et al., 1993]. Dies legt den Verdacht nahe, dass auch hier
redundante Mechanismen vorliegen.

Der Zusammenhang zwischen Ber-Abl in der CML und dem PI3K-Signalweg kann heute als
gesichert betrachtet werden. Eine erhohte Anzahl von PI3K-Produkten wurden in Ber-Abl
exprimierenden Fibroblasten, als auch in hidmatopoetischen Zellen gefunden [Skorski et al.,
1995a; Varticovski et al., 1991]. Zudem ist nachgewiesen worden, dass p85 mit Bcr-Abl
direkt komplexieren und auf diese Weise phosphoryliert werden kann [Gotoh et al., 1994;
Varticovski et al., 1991]. Zusammen mit SHP2 und Grb2 formt p85 einen groffen Komplex
mit Bcr-Abl [Tauchi ef al., 1994]. Allerdings ist hierbei nicht geklirt ob auf diese Weise
unterschiedliche PI3K Signale weitergeleitet werden. Dies gilt insbesondere durch den
Umstand, dass drei zusétzliche Molekiile, Shc, Cbl und Crkl in Anwesenheit von Ber-Abl
direkt mit PI3K komplexieren [Harrison-Findik et al., 1995; Jain et al., 1997; Sattler et al.,
1996]. Ungeachtet dieser Komplexitdt konnten die Serin/Threonin-Kinase Akt und die p70 S6

Kinase als wichtigste downstream Signale identifiziert werden [Vanhaesebroeck et al., 1996].

3.7.4 Crkl

Wie schon in den vorherigen Abschnitten iiber Signalwege angedeutet wurde, gibt es ein
komplexes Netzwerk an Interaktionen zwischen den einzelnen Signalmolekiilen. Einige
unterliegen einer hierarchischen Ordnung, andere wiederum vermitteln zwischen groflen
Kaskaden. Unter diesen vermittelnden Molekiilen finden sich haufig kleine, mit mehreren
Bindungseigenschaften versehene Adaptorproteine. Eines davon ist Crkl. Es ist ein 39 kDa
groBes Protein mit SH2- und SH3-Doménen. Fiir die Pathogenese der CML ist die
Assoziation von Crkl mit Ber-Abl von Bedeutung. Es wurde die Bildung eines stabilen
Komplexes der prolinreichen Region im C-terminalen Teil von Abl und der SH3-Doméne von
Crkl nachgewiesen [ten Hoeve ef al., 1994b]. Ferner ist die Bindung der p85 Einheit der PI3K

und Crkl wichtig um Ber-Abl mit weiteren downstream Signalwegen zu Verkniipfen [Nichols
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et al., 1994; Oda et al., 1994; ten Hoeve et al., 1994a]. Insbesondere fiir die Aktivierung von
Zellproliferation ~ und Transformation scheint die Fahigkeit verschiedene
Multiproteinkomplexe auszubilden von grundlegender Bedeutung zu sein. In Ph-positiven
Zellen wurden Komplexe zwischen Crkl und Sos [ten Hoeve et al., 1994b], Paxillin [Salgia et
al., 1995b], Cas [Salgia et al., 1996a] und Cbl [de Jong ef al., 1995] gefunden, um nur einige
Beispielhaft aufzufiihren. Tatsdchlich scheint Crkl fiir die Ber-Abl vermittelte
Signaltransduktion eine wesentliche Rolle zu spielen. So wird in allen in vitro und in vivo
Modellsystemen Crkl in phosphoryliertem Zustand vorgefunden, im Gegensatz zu
untransformierten Zellen. [Nichols et al., 1994; Odai et al., 1995; ten Hoeve et al., 1994a].

Die Komplexbildung zwischen Crkl und den genannten Bindungspartnern ist in
untransformierten Zellen nicht vorhanden. Beispielsweise wird die Bindung zwischen Crkl
und Cbl hier nicht beobachtet. Cbl scheint daher eine Verbindung zwischen Bcr-Abl und dem
PI3K-Weg herzustellen wenn die Zellen entartet sind [Sattler et al., 1996]. Cbl interagiert mit
Bcer-Abl selbst iiber die Abl SH2-Doméane und mit der p85 Untereinheit von PI3K [Bhat et al.,
1997; Meisner et al., 1995]. Vermutlich wird Cbl hierbei durch Bcr-Abl an Tyrosinresten
phosphoryliert und kann anschlieBend den Komplex mit Crkl ausbilden. Interessanter Weise
ist Cbl an der Signaltransduktion von einer Zahl von Wachstumsfaktorrezeptoren der
Zelloberfliche beteiligt. Dazu gehoren IL-2-R, IL-3-R, GM-CSF-R, Epo-R und auch c-Kit
[Barber et al., 1997; Gesbert et al., 1998; Odai et al., 1995; Wisniewski et al., 1996]. Ebenso
scheint Cbl auch eine Briicke zum Ras-Signalweg zu schlagen. Die Interaktion kommt {iber
Grb2 zustande, welches Bindungspartner von Cbl und Ras ist [Gesbert et al., 1998; Meisner
et al., 1995].

3.7.5 Src

Die Src-Kinasen sind eine Familie von neun Proteinen. Sie sind an vielen
Regulationsprozessen der Zellfunktionen beteiligt. Adhidsion, Zellbeweglichkeit, Zellzyklus
und Differenzierung sind nur einige Beispiele. Fiir die Pathogenese der CML sind zwei
Familienmitglieder wesentlich, p53/56®" (Lyn) und p59™* (Hck). Experimente mit Ber-Abl
transformierten hdmatopoetischen Zellen haben ein gesteigertes Aktivititsniveau von Lyn und
Hck gezeigt. Zudem bilden Lyn und Hck einen Komplex mit Ber-Abl in diesen
Modellsystemen [Danhauser-Riedl et al., 1996]. Weitergehende Untersuchungen dieser
Interaktion brachten das Ergebnis, dass die Affinitit von Bcr-Abl fir Hck durch die
Autophosphorylierung, was dem Aktivitdtszustand entspricht, negativ reguliert wird. Die

Assoziation selbst wird durch mehrere unterschiedliche Doménen herbeigefiihrt, sowohl in
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Hck als auch in Ber-Abl [Stanglmaier et al., 2003]. Hck bindet nicht nur Ber-Abl. Zusétzlich
zu seiner eigenen Kinaseaktivitét, assoziiert es auch mit dem Protein Grb2, welches wiederum
in die Aktivierung des Ras-Signalweges involviert ist [Warmuth et al., 1997]. Aber auch
Rezeptoren sind an der Signalweiterleitung iiber Src-Kinasen beteiligt. Fiir Lyn wurde
gezeigt, dass es in SCF abhidngigen Zelllinien besonders hoch exprimiert wird [Linnekin et
al., 1997]. In der Arbeitsgruppe um Diana Linnekin wurden einige Arbeiten zu diesem Thema
verdffentlicht. Es konnte die Assoziation von Lyn mit c-Kit nachgewiesen werden, ebenso
wie sich Hinweise auf die Beeinflussung der Proliferation ergaben. Die Spezifitit dieser
Ergebnisse konnte besonders gut durch die Inhibierung der Src-Kinasen mit dem spezifischen
Inhibitor PP1 untersucht werden. Auch Fyn als weiteres Src Familienmitglied konnten an c-
Kit binden. Src-Kinasen konnen auch an den IL-3 Rezeptor Binden. Die beta-Kette des IL-3R
ist der Bindungspartner. Zudem konnte eine Aktivierung von Fyn, Hck und Lyn nach
Stimulierung mit IL-3 beobachtet werden [Burton et al., 1997]. Des Weiteren konnten auch
eine Aktivierung der STAT-Proteine nach Transformation von hdmatopoetischen Zellen mit
v-src gezeigt werden [Yu et al., 1995]. Da komplexe Mechanismen der Signalregulation nie
einer scharfen Trennung unterliegen, konnen die beschriebenen Interaktionsmdglichkeiten
eine Rolle bei der CML spielen. Einige Interessante Ansdtze werden von Reddy et al.

zusammengefasst [Reddy et al., 2000].

3.7.6 JAK/STAT

Der JAK/STAT-Signalweg wird physiologischer Weise durch viele verschiedene Zytokine
beziehungsweise deren Rezeptoren aktiviert. Die STAT-Proteine (Signal Transducers and
Activators of Transcription) sind eine homogene Gruppe von Proteinen, die an
unterschiedliche Rezeptoren binden und somit auch unterschiedliche Signale weiterleiten.
Gemeinsam ist ithnen die Fahigkeit zu eigen, im Zellkern Transkription zu initiieren und selbst
als Homo- oder Heterodimere spezifische DNA-Sequenzen zu binden [Taniguchi, 1995].
Dieser Signalweg beeindruckt durch schnelle Umsetzung eines Signals von der Zelloberfldche
zum Zellkern hin. Denn in der Regel sind keine weiteren Signalproteine dazwischen
geschaltet. STAT-Proteine besitzen allerdings keine eigene Kinase und auch die
Zytokinrezeptoren, welche nicht zu den Rezeptor-Tyrosinkinasen gehdren, bendtigen daher
zusétzliche Kinasen um untergeordnete Signalproteine zu phosphorylieren. Im Falle der
STAT-Familie sind die JAK-Proteine, verschiedene Subtypen der Janus-Kinase, die
relevanten Partner, um einen groBen Komplex zwischen JAK/STAT und dem intrazelluldren

Teil des Rezeptors auszubilden. Die Rolle des JAK/STAT-Signalweges in der CML ist noch
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nicht vollstandig verstanden. Da Bcer-Abl konstitutiv Janus-Kinasen aktiviert und die
Phosphorylierung von STAT1 und STATS bewirkt, erscheint es wahrscheinlich, dass auf
diesem Weg das Wachstumsfaktor unabhingige Zellwachstum unterhalten wird [Carlesso et
al., 1996, Ilaria and Van Etten, 1996; Shuai et al., 1996]. Auf weitere Einzelheiten zu
Aktivierung und Signalweiterleitung wird im Kapitel 3.8.1 im spezifischen Zusammenhang

mit dem Interleukin-3 Rezeptor Stellung genommen.

3.7.7 Suppressor Of Cytokine Signaling (SOCS)

Im vorhergehenden Kapitel wurde iiber den JAK/STAT-Pathway berichtet. So wie die
iibrigen beschriebenen Signalwege dient auch dieser der Aktivierung von Proliferation oder
Differenzierung. Im Zusammenhang mit der Erforschung maligner Erkrankungen, bei denen
hauptsichlich unkontrollierte, tiberschieBende Proliferation im Zentrum des Interesses steht,
werden negativ regulierende Mechanismen ebenfalls als wesentlich fiir eine geordnete
Aktivierung angesehen. So bedarf gerade der schnell reagierende JAK/STAT-Signalweg einer
ebenso schnellen Gegenregulation. Von Naka et al. wurde 1997 ein wesentlicher
Gegenspieler der STAT-Proteine entdeckt [Naka et al., 1997]. Als STAT-induced STAT
Inhibitor (SSI) wurde das neu entdeckte Protein getauft. Neben dem Namen SOCS kam noch
eine Vielzahl von Synonymen hinzu, welche in Tabelle 3, zur besseren Ubersicht aufgefiihrt

sind.

Aktivierung durch SOCS Synonyme Bindet an
STATS5 (IL-3R,Bcr-Abl)|  CIS Cis 1

c-Kit

STAT3 (IL-3R) socs1 | sst JAB
JAK-1/2/3, TYK2,Tec, FGF

SOCS2 S§S2 CIS 2
STAT3 (IL-3R) SOCS3 SS3 CIS 3 JAK-2, Pyk2, FGF, Lck

SOCS4
SOCS5 CIS6
SOCS6 CiS 4

SOCS7 | NAP4 | CIS5

Tabelle 3: Uberblick der SOCS Synonyme und deren Einbindung in
Regulationsmechanismen (relevante Auswahl).

IL-3R - Interleukin-3-Rezeptor, STAT - Signal Transducers And Activators of Transcription,
SSI - STAT induced STAT Inhibitor, CIS - Cytokine Inducible SH2-containing protein, c-Kit
- Stammzellfaktorrezeptor, FGF - Fibroblast Growth Factor Rezeptor, NAP4 - seltenes
Synonym fir SOCS7, Pyk2 und Lck und TYK2 und Tec sind weitere intrazellulére Proteine
mit Kinase Eigenschaft, Bcr-Abl — Protein der Philadelphia-Translokation.
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Die wesentliche Funktion der SOCS-Proteine besteht darin, nach erfolgter Aktivierung durch
STAT, die STAT-Binderegion des involvierten Zytokinrezeptors oder der JAK zu besetzten
und damit zu inaktivieren. Die Signalweiterleitung des aktivierten Rezeptors wird flir den
JAK/STAT-Pathway zum erliegen gebracht [Naka et al., 1999]. Es sind insgesamt acht
SOCS-Proteine bekannt, die sich alle in ithrem strukturellen Aufbau dhneln.

Poly-Ser
PXXPXR
RPXPXXP

N SOCS
U_U <l Box ¢
‘ * SH3 Binding * PY Binding » Conserved Sequence
* JAK Binding * Protein Turnover

Abbildung 2: Domanen der SOCS-Proteine

Als wesentlicher Unterschied zwischen den einzelnen Familienmitgliedern ist der N-terminale
Teil des Proteins zu nennen. Neben Poly-Serinen kommen in diesem Bereich auch PXXP-
Motive fiir eine mdgliche Bindung an SH3-Doménen zu liegen. Dieser N-terminale Anteil
divergiert stark in seiner GroBe, wogegen die folgenden Dominen weitgehend
GroBenkonstant sind. Dennoch konnen die N-terminalen Domédnen zwischen SOCS1 und
SOCS3 durch gezielte Mutagenese ausgetauscht werden, ohne dass eine Einschrinkung in der
Funktionalitit aufgefallen wire [Nicholson et al., 1999]. Der Ubergangsbereich zu der
folgenden SH2-Domine wurde als wichtig fiir die Effektivitdt der Signalinhibierung definiert.
Die SH2-Domine selbst ist ebenfalls essentiell fiir die Aktivitdit von SOCS (bisher fiir
SOCS1/ 3 gezeigt) [Hilton et al., 1998; Yoshimura et al., 1995]. Fiir die SH2-Doméne von
SOCS1 wurde gezeigt, dass diese allein als Trunkationsmutante in der Lage ist die
Tyrosinkinase-Region von Janus-Kinasen zu binden [Yoshimura et al, 1995]. Ein
Zusammenspiel zwischen dem N-terminalen Anteil und der SH2-Domédne scheint fiir
Funktionalitdt von SOCS wesentlich zu sein, anders als bei dem Carboxyterminus von SOCS.
Dieser beinhaltet ein, in der SOCS-Proteinfamilie und auch anderen Signalproteinen,
konserviertes Motiv, die SOCS-Box. Dieser Bereich ist nicht fiir die Funktion wesentlich. Da
strukturelle Homologie mit Elongin A besteht und dieses in Beziehung zur proteosomalen
Degradation steht, wird postuliert, dass die SOCS-Box in die Expressionskontrolle von SOCS

involviert ist. Allerdings fehlen fiir diese These noch ausreichende Daten um sie zu belegen.
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Um die generelle Funktion von SOCS besser einordnen zu kénnen wurden von Metcalf et al.
dominant negative Méuse fiir SOCSI hergestellt [Metcalf et al, 1999]. Die Zahl an
Neugeborenen war im Vergleich zu derer von Wildtyp-Mausen gleich. Die Entwicklung war
bis etwa Tag 9 nach Geburt unauffillig. Allerdings kam es dann zu einem deutlichen Abfall
des Korpergewichtes um etwa 40% im Vergleich. Die Tiere starben am Tag 21-22. Die
pathologische Untersuchung zeigte eine deutliche fettige Degeneration der Leber mit
Nekrosenbildung, die fiir das frithe Versterben der Tiere verantwortlich gemacht werden
kann. Zudem kam es zu einer Organinfiltration durch Makrophagen und Granulozyten in
Lunge, Pankreas, Herz und der Haut. Ferner wurde eine ausgepriagte Depletion von B- und T-
Lymphozyten beobachtet. Fiir die myeloische Zellreihe ist noch nicht abschlieBend geklart,
inwiefern die granulozytire Infiltration auch mit der Granulozytenzahl im peripheren Blut in
Zusammenhang zu bringen ist [Starr et al., 1998]. Moglicherweise sind die beobachteten
morphologischen Korrelate in den Miusen Ausdruck von einer Uberstimulation durch
exogene Reize. Gerade dies konnte sich auch durch die Beteiligung des JAK/STAT-
Pathways, und damit auch SOCS, bei der Induktion von Apoptose durch Tumor Nekrose
Factor o (TNF-o) miterkldren lassen [Morita et al., 2000]. Weitere Zellkulturexperimente
haben eine vollstdndige Unterbindung der STAT3 Signaltransduktion am IL-11 Rezeptor
nachgewiesen, nachdem SOCS3 iiberexprimiert worden ist. Dies konnte auch als
Kreuzmechanismus zur Signalmodulation zwischen IL-3R und IL-11R nachgewiesen werden.
Magrangeas et al. zeigten einen Abbruch der IL-11 Signalweiterleitung nachdem mit IL-3
stimuliert wurde und SOCS3 exprimiert wurde [Magrangeas et al., 2001]. Des Weiteren
konnte durch die Gruppe um Graeve et al. gezeigt werden, dass SOCS3 auch durch nicht
membranstindige Proteine induziert werden kann [Bode ef al., 1999; Terstegen et al., 2000].
Es wurde berichtet, dass SOCS3 durch den MAP-Kinase-Signalweg induziert werden konnte
und es dadurch zu einer Negativregulation der Signaltransduktion von IL-6 und seinem
Rezeptor kam. Die Aktivierung von IL-3R bewirkt zudem eine Induktion von CIS, einem
weiteren Protein der SOCS-Familie. Ein Zusammenhang von CIS und der Gegenregulation
von STATS ist bereits 1995 beschrieben worden [Yoshimura et al., 1995]. Weitere Arbeiten
zeigten auch eine STATS Regulierung durch SOCS3 [Cohney et al., 1999]. Da STATS in der
Pathogenese der CML durch die Bcer-Abl getriggerte Aktivierung eine besondere Rolle

zukommt, wird hierauf im Folgenden noch detaillierter eingegangen werden.
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IL-3 IL-6 cKit 3
Rezeptor Membrane

BerAbl Nucleus

Abbildung 3: Relevante Signalwege - Ubersicht

3.8 Steuerung der Hamatopoese durch Wachstumsfaktoren

Die bisher beschriebenen Signalwege zeigen Ausziige aus einem komplexen Netzwerk der
Signalverarbeitung innerhalb einer Zelle auf. Als wesentliche Zielpunkte der Zellregulation
sind hier die Proliferation, Apoptose und Differenzierung zu nennen. Wichtig ist hierbei das
Zusammenspiel der einzelnen Zelle im Gesamtorganismus um spezifische Funktionen zu
erfillen. So unterliegen gerade Gewebe mit hohem Zellumsatz, wie es auch beim
blutbildenden System der Fall ist, einer dullerst feinen Regulierung durch die Umgebung der
Zelle. Im Knochenmark befindliche Stromazellen, welche flir mdglichst optimale
Rahmenbedingungen der blutbildenden Zellen sorgen, tauschen mit diesen stiandig Signale in
Form von Wachstumsfaktoren oder Modulatoren in Form von Zytokinen aus. Fiir die
Hamatopoese und insbesondere im Zusammenhang zur CML sind die Beeinflussungen des

Interleukin 3 und des Stammzellfaktors zu nennen.

3.8.1 Interleukin 3 und Interleukin 3-Rezeptor in der CML

Interleukin 3 (IL-3) ist ein 20-26 kDa schweres Produkt von CD4+ T-Zellen,
Knochenmarkstroma und auch den B-Zellen selbst. Es wird auch multi-lineage-colony
stimulating factor genant, also ein Wachstumsfaktor fiir verschiedene hidmatopoetische

Zelllinien. Dabei wirkt es hier hauptsdchlich als proliferativer Reiz auf unreife
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Vorlduferzellen im Knochenmark [Ihle et al, 1983]. Im murinen Zellsystem wird IL-3
benutzt um Proliferation von Stammzellen, unreifen myeloischen Zellen, als auch T- und Pré-
B-Lymphozyten zu induzieren.

Der IL-3 Rezeptor (IL-3R) setzt sich aus einer o und einer B Untereinheit zusammen. Die a-
Kette wiegt etwa 60-70 kDa, die B-Kette 130-140 kDa [Miyajima et al., 1992]. Der IL-3R
gehort damit in die Familie der gpl140 Rezeptoren, welche nach der Beschaffenheit der -
Kette zugeordnet werden. Ebenfalls zu dieser Familie gehdren der IL-5 und der GM-CSF
Rezeptor, welche auch zusammen auf dem Chromosom 5 in der Region 5q als Gen kodiert
sind [Blalock et al, 1999]. Die drei genannten Rezeptoren unterscheiden sich in der
Eigenschaft der o-Kette unterschiedliche Liganden zu binden. Dagegen haben sie die fiir
Zytokinrezeptoren typischen extrazelluliren Motive gemeinsam, welche Cystein- und
Tryptophan-Reste enthalten. Dieser konservierte Bereich ist etwa 210 Aminosduren lang und
dient der Rezeptor-Dimerisierung. Weiter C-Terminal gelegen findet sich ein ebenfalls
konserviertes WSXWS Motiv, das der Liganden-Bindedoméne zugeordnet werden konnte
[Barry et al, 1997; Miyajima et al., 1992]. Die der Rezeptoraktivierung folgende
Signaltransduktion in das Zytosol der Zelle erfolgt iiber die gemeinsame B-Kette gp140. Diese
gemeinsame [B-Kette wird auch P.-Kette (common) genannt, da sie in anderen Rezeptoren
ebenfalls in der exakt gleichen Struktur vorkommt. Einzig fiir den IL-3R gibt es ein
zusitzliche p"-Kette, die nur im IL-3R vorkommt [Nicola et al., 1996]. Experimente in
Knockout Maiusen flir die P.-Kette zeigten ein normales Ansprechen auf IL-3 und normale
Zahlen an Stammzellen, so dass die Funktion der IL-3 Signaltransduktion scheinbar

vollwertig durch die p"

-Kette ersetzt werden kann. Allerdings wurde eine verminderte Zahl
an Eosinophilen beobachtet, sowie ein herabgesetztes Ansprechen auf GM-CSF und IL-15
[Nishinakamura et al., 1995; Robb et al., 1995]. Im Falle von Double-Knockouts fiir IL-3 und
die Pc-Kette, kam es zu einem Phédnotyp, wie bei alleinigen P.-Ketten Knockouts. Die
Funktion von IL-3 kann moglicherweise auch durch andere Wachstumsfaktoren kompensiert
werden. Die Aktivierung des IL-3R geschieht durch die Bindung an den Liganden IL-3.
Bevor dies geschieht sind die zwei Ketten des Rezeptors nicht aneinander gebunden. Erst
durch den Liganden kommt es zu Formation eines heterodimeren Komplexes der a- und der
B-Kette [Orban et al., 1999]. Anders als bei Wachstumfaktor-Rezeptoren, besitzen die
Interleukin-Rezeptoren keine eigene Tyrosinkinaseaktivitit, obwohl auch hier die
Tyrosinphosphorylierung als wesentliches Element der Signaltransduktion nachgewiesen

wurde. Der aktivierte IL-3R beginnt seine zytoplasmatische Signalweiterleitung durch

Rekrutierung der Kinase JAK2 und Serin/Tyrosin Phosphorylierung der B.-Kette [Quelle et



32 Die molekulare Pathogenese der CML

al., 1994; Stomski et al., 1999]. Nach erfolgter Rezeptoraktivierung werden verschiedene

Signalwege angestoen, wovon einige im Folgenden erldutert werden.

3.8.2 Der Stammzellfaktor und die Rezeptor-Tyrosinkinase ¢-Kit

Die Entdeckung des Stammzellfaktors (SCF) und c-Kit hat seinen Ausgang 1979 in den
Untersuchung zu den aufiretenden Mutationen des Steel (S1) und White spotting (W) Locus
in Maiusen, von Silvers et al., genommen [Poole and Silvers, 1979]. Diese Maéuse
unterschieden sich nicht nur durch einen weillen Fleck auf dem Bauch, der dem Genlocus
auch zu seinem Namen verholfen hat, es wurden auch Defekte in der Keimzellentwicklung
und der Hdmatopoese beobachtet. Bis die ersten Beobachtungen des c-Kit Proteins gemacht
wurden dauerte es allerdings noch bis 1985 mit Hilfe eines neuen Antikdrpers YB5.BS, ein
neues Oberflichenmolekiil auf menschlichen Zellen einer akuten nicht lymphoblastischen
Leukidmie entdeckt wurde [Gadd and Ashman, 1985]. Dieses neu entdeckte, 145 kDa grof3e
Protein wurde zudem auf normalen hidmatopoetischen Vorlduferzellen, als auch auf
Mastzellen entdeckt [Cambareri et al., 1988]. Nach der Kartierung des c-kit Gens auf dem W
Locus, konnte dies dem neuen Protein zugeordnet werden [Lerner et al., 1991]. Zur gleichen
Zeit konnte von Besmer et al. [Besmer er al., 1986] das virale v-kit als Protoonkogen
identifiziert werden, welches fiir eine Rezeptor-Tyrosinkinase kodierte [Yarden et al., 1987].
Nach der erfolgreichen Identifizierung von c-Kit wurde die Suche nach dem natiirlichen

Liganden aufgenommen.

3.8.2.1 Der Stammzellfaktor

Etwa zeitgleich fanden drei verschiedene Arbeitsgruppen den Stammzellfaktor und so kam es
auch zu den vielen Synonymen, wie Mast cell growth factor (MGF), Steel factor (SLF), Kit
ligand oder eben dem heute gebrduchlichsten Stammzellfaktor (SCF) [Huang et al., 1990;
Martin et al., 1990; Williams et al., 1990].

Der humane SCF ist auf dem Chromosom 12q22-24 kodiert und hat eine GroBe von ca. 50 kb,
bestehend aus acht Exons [Huang ef al., 1990]. Durch alternatives Splicing im Exon 6 kommt
es zu zwei verschiedenen Isoformen des SCF. Der wesentliche Unterschied der resultierenden
248 Aminosduren und der 220 Aminosduren langen Variante, ist das Fehlen einer
proteolytischen Schnittstelle bei der kurzen Variante. Dadurch wird wiederum ein
Abschneiden der Transmembrandoméne in diesem Bereich verhindert. Durch das Fehlen der

Transmembrandoméne wird der SCF nicht mehr an der Zelloberfliche gebunden und kann als
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freies Protein wirken. Seine Wirkung entfaltet es zusammen mit dem Rezeptor c-Kit in
Keimzellen, Melanozyten und der Hamatopoese [Linnekin, 1999; Smith et al., 2001]. Der
SCF bindet an die extrazellulire Doméne des c-Kit Rezeptors als Homodimer. Dies ist
wesentlich, um auch eine Dimerisierung des Rezeptors zu bewirken und ihn zu aktivieren
[Arakawa et al., 1991]. Dieser These wird entgegengehalten, dass die grofite Menge an SCF
im Serum als Monomer vorliegt und es moglicherweise auch als Monomer c-Kit aktiviert.
Dies konnte eine Konformationsdnderung von c-Kit bewirken, wodurch die notwendige
Dimerisierung stattfindet [Blechman et al., 1995; Hsu et al., 1997]. Gebildet wird der SCF
durch Knochenmark-Stromazellen [Aye et al., 1992], Fibroblasten [Anderson et al., 1990;
Flanagan and Leder, 1990], Endothelzellen und einigen anderen Zelltypen.

Die Stimulierung von hdmatopoetischen Stammzellen durch SCF bewirkt in Einklang mit
verschiedenen anderen Wachstumsfaktorrezeptoren eine starke Proliferation, Anti-Apoptose,
Regulation der Mastzelldifferenzierung und Modulation der Zelladhdsion [Ashman, 1999;
Lyman and Jacobsen, 1998]. Der klinische Nutzen von SCF ist bisher nur in wenigen
Einsatzgebieten liberpriift worden. Vor allem die Beteiligung an der Mastzellfunktion ldsst
mogliche Histamin vermittelte Nebenwirkungen erwarten. Aulerdem kann die Stimulierung
von malignen Zellen erfolgen. Daher wurde SCF nur bei Erkrankungen mit CD117-negativen
Zellen eingesetzt, sowie der Stammzellmobilisierung oder der aplastischen Andmie. Die
Vorteile der SCF Applikation miissen bisher noch in kontrollierten klinischen Studien

iiberpriift werden.

3.8.2.2 Die Rezeptor-Tyrosinkinase c-Kit

Es sind insgesamt etwa 58 Rezeptor-Tyrosinkinasen bekannt, welche sich in 20 Gruppen
einteilen lassen. c-Kit gehort zu einer Familie nahe verwandter Proteine, zu denen auch die
Rezeptoren fiir PDGFR-a, PDGFR-, CSF-1R und Flk2/FIt3 [Blume-Jensen and Hunter,
2001; Yarden et al., 1987] gehoren. Die Gemeinsamkeit besteht in der Fahigkeit
wachstumsregulierende Signale iiber die Zellmembran hinweg zu transduzieren, als auch der
grobe strukturelle Aufbau, auf den im Folgenden eingegangen wird. Bestandteile sind eine
extrazellulire Bindedoméne fiir den stimulierenden Faktor, im Falle von c-Kit ist dies SCF, so
wie ein einzelnes membraniibergreifendes Segment, welches an den intrazelluliren Anteil
koppelt. c-Kit gehort somit zur Gruppe 3 der Rezeptor-Tyrosinkinasen der Einteilung nach
Yarden und Ullrich [Yarden and Ullrich, 1988].

Es gibt mehrere Gebiete, bei denen c-Kit und dessen Mutationen eine wichtige Rolle spielen.

Dazu gehoren die Gamentogenese und Spermatogenese beim Seminom und Dysgerminom,
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bei der funktionsloses c-Kit, so genannte "loss-of-function" Punktmutanten beschrieben
wurden [Ashman, 1999; Besmer, 1991]. Bei der systemischen Mastozytose und beim
gastrointestinalen Stromazelltumor (GIST) wurden aktivierende Verdnderungen von c-Kit
beschrieben, auch als "gain-of-function" Punktmutanten bezeichnet. Zusammenhinge sind
auch flir das kleinzellige Bronchialkarzinom [Krystal et al., 1998] und Leukdmien aufgezeigt
worden. Etwa 4% aller kernhaltigen Zellen im menschlichen Knochenmark exprimieren c-Kit
[Ashman et al., 1991; Papayannopoulou et al., 1991]. Insbesondere auf CD34 positiven
Vorlduferzellen, welche auch benutzt werden um Hadmatopoese in Langzeit-Zellkulturen zu
initileren, wird der Rezeptor hdufig nachgewiesen. Dies ist eine der wichtigsten
Eigenschaften, die dazu gefiihrt haben die Wichtigkeit von c-Kit im Zusammenhang mit der
Proliferation und Differenzierung von himatopoetischen Stammzellen zu erfassen.
Pluripotente, c-Kit positive Stammzellen sind, im Gegensatz zu den meisten c-Kit negativen
Stammzellen, dazu in der Lage Langzeit Kulturen in vitro und bei
Knochemarktransplantationen in Méusen, die Ausreifung aller Hématopoetischen Zelllinien
zu initiieren [de Jong et al., 1996; Osawa et al., 1996; Wineman et al., 1993]. Die Effekte von
SCF und die Folgen der Aktivierung und Signalweiterleitung von c-Kit wurden bereits im
Kapitel 3.8.2.1 diskutiert.

In der Nomenklatur der Cluster of Differentiation ist c-Kit als CD 117 katalogisiert. In diesem
Zusammenhang wurde c-Kit 1985 als Oberflichenmarker durch den monoklonalen
Antikdrper YB5.BS8, bei der Untersuchung von AML-Zellen (Akute Myeloische Leukédmie)
entdeckt, noch bevor man v-kit oder c-kit als Gen kannte [Gadd and Ashman, 1985]. Die
hochsten Expressionsraten wurden bei den AML Subtypen M1 oder M2 gefunden, ebenso
wie bei der CML in chronischer Phase als auch der Blastenkrise [Buhring et al., 1991; Cole et
al., 1996; Goselink et al., 1992; Muroi et al., 1995]. Hohe Expression von c-Kit waren in
diesen Fillen haufig mit einer Koexpression von CD 34 verbunden. Man findet c-Kit nicht in
lymphatischen Varianten der akuten Leukdmien [Bene et al., 1998; Kees and Ashman, 1995;
Reuss-Borst et al., 1994], wogegen in der normalen Lymphopoese in frithen Stadien der B-
und T-Zell Reifung CD 117 exprimiert wird. Bei Zellen der Erythroleukémie,
Megakaryozyten und auch auf Mastzellen wird c-Kit hdufig auf der Oberfliche nachgewiesen
[Andre et al., 1989; Hjertson et al., 1996; Hu et al., 1994; Morita et al., 1996].

3.8.2.3 Die molekulare Struktur von c-Kit

Es hat eine Grof3e von 145 kDa, das entspricht 2928 bp DNA-Lénge oder 976 Aminosiuren.

Das Gen ist auf dem Chromosom 4 des Menschen und dem Chromosom 5 der Maus
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lokalisiert [Yarden et al., 1987]. Das c-kit Gen hat strukturelle Homologien zu v-kit, dem
Onkogen des Hardy-Zuckerman IV feline sarcoma virus [Besmer et al., 1986]. Es besteht eine
hohe speziesiibergreifende Homologie des Rezeptors, allerdings kann muriner SCF den

humanen Rezeptor nicht aktivieren.

Extracellular
lg like Domains

Transmembrane Domain
JXM

Kinase 1

Kinase Insert

Kinase 2
C-Tail

Abbildung 4: Die Domanen von c-Kit

Die extrazelluldaren Immunglobulin dhnlichen Domé&nen sind fir die Bindung des SCF
verantwortlich. Die Transmembrandomane kommt direkt in der Zellmembran zu liegen.
Die folgenden Domanen befinden sich intrazellular und werden auch als
Trunkationsmutanten fir Bindungsstudien in dieser Arbeit verwendet. Fir viele, an c-Kit
bindende, Signalproteine ist die Juxtamembrandomane (JXM), das Kinase Insert und der
C-terminale Teil (C-Tail) von Bedeutung. Die eigentliche Ubermittlung des Phosphats als

Aktivierungsschritt wird durch die zwei Kinase Regionen bewerkstelligt.

c-Kit besteht aus einem extrazelluldren und einem intrazelluldren Anteil. Der extrazellulire
Anteil beinhaltet fiinf immunglobulin-&hnliche Doménen, wovon die dufleren Drei fiir die
Bindung mit dem natiirlichen Stimulus SCF verantwortlich sind [Papayannopoulou et al.,
1991]. Dieser Bereich ist unterschiedlich stark glykosyliert, was unter anderem ein
ungleichméfiges Molekulargewicht in Gelelektrophoresen bedingt. Typischerweise kann hier
eine Doppelbande bei 145 und 125 kDa beobachtet werden. Experimentelle Einschrankungen
durch diesen Umstand konnten nicht beobachtet werden. Die folgende vierte Doméne ist in
die Rezeptordimerisierung involviert. Der Fiinften ist derzeit keine bestimmte Funktion zu
eigen. Der Rezeptor ist durch eine einzige, 23 Aminosduren lange Transmembrandoméne in
der Zellmembran verankert. Sie verfligt iiber einen Anteil von hydrophoben Aminoséduren,
welche in dieser Konstellation die Verankerung in der Membran bewirken. Diese

Gegebenheit kann auch bei anderen in der Zellmembran verankerten Proteinen bzw.
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Rezeptor-Tyrosinkinasen beobachtet werden. Dabei scheint lediglich das Vorhandensein von
hydrophoben Aminosduren relevant zu sein, eine Homologie von bestimmten Sequenzen in
dieser Region konnte nicht festgestellt werden [Yarden and Ullrich, 1988]. Wesentlich fiir die
Signaltransduktion ist der intrazelluldre Anteil des Rezeptors, der auch die Tyrosinkinase
enthilt. In der Reihenfolge von der Zellmembran in Richtung Zellinnerem, folgt eine
Juxtamembrandomédne, welche eine hohe Zahl an Signalmolekiilen bindet. Lyn [Linnekin et
al., 1997], Lck [Krystal et al., 1998], Fyn [Timokhina et al., 1998], Grb2 [Thommes et al.,
1999], und Cbl bindet an Grb2 aber nicht an Kit selbst [Wisniewski et al., 1996]. Es formt
einen Komplex zwischen Crkl und der p85 Untereinheit von PI3K [Sattler et al., 1997]. Als
negativ Regulator bindet auch SHP1 an diese Stelle [Kozlowski et al., 1998]. Es folgt nun die
Tyrosinkinase, die von einem Kinaseinsert unterbrochen ist, also zweigeteilt ist. Der
membranndhere Teil wird im Folgenden auch als Kinase I bezeichnet. Die Kinase selbst weist
eine hohe Homologie zur Abl-Kinase. Tatsichlich wirkt auch der, als selektiver Abl
Tyrosinkinase Inhibitor konstruierte Wirkstoff STI-571, inhibierend auf die Kinase von c-Kit
[Joensuu et al, 2001]. Diese Gegebenheit wird beispielsweise bei der Therapie des
Gastrointestinalen Stromazelltumors (GIST) ausgenutzt. Auf dieses Beispiel wird im Kapitel
2.6.1.2 ndher eingegangen. Das Kinase Insert dient der weiteren spezifischen Bindung an
Signalmolekiile. Zu nennen sind hier p85 Untereinheit der P13-Kinase, die an Tyr 721 von c-
Kit bindet [Lev et al., 1992; Serve et al., 1994]. In diesem Fall bewirkt die Mutation von
Tyrosin zu Phenylalanin an dieser Stelle nicht nur eine aufgehobene Phosphorylierung,
sondern unterbindet auch die Bindung der zwei Proteine. In Mastzellen bewirkte dies eine
verminderte Adhdsion und Actinproduktion nach SCF Stimulierung [Serve et al., 1995;
Vosseller et al., 1997]. Nachdem zweiten Teil der Kinase folgt der C-terminale Anteil, der
wiederum eine hohe Zahl an Bindungspartner vorweisen kann. Adaptorproteine Grb2+Grb7
binden an Tyr 936 [Thommes et al., 1999] sind hier zu nennen.

Da in dieser Arbeit die Interaktion von c-Kit und Ber-Abl, aber auch die Regulierung von c-
Kit durch STAT-Proteine untersucht wird, sei auf die Assoziation mit STATI hingewiesen
[Deberry et al., 1997]. Das JAK/STAT-Signaling spielt bei c-Kit eine wichtige Rolle, um eine
schnelle Signalweiterleitung zum Zellkern mit nachfolgender Proliferation zu bewirken.
Insbesondere JAK2 ist hier mit involviert. Es bindet an c-Kit, obwohl c-Kit selbst eine
Tyrosinkinase Aktivitdt besitzt [Weiler et al, 1996]. Wie schon weiter oben beschrieben
wurde ist STATSA+STATSb in die Ber-Abl vermittelte Signaltransduktion mit eingeschaltet.
STATS bindet ebenfalls an c-Kit [Brizzi et al., 1999]. Ob diese Redundanz gemeinsame
additive Effekte bewirkt oder nur Ausdruck dhnlicher Zielproteine ist, bleibt bisher ungeklrt.
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Ebenso wie Mechanismen der Stimulation, so sind auch negativ regulierende Mechanismen
beschrieben worden. Fiir c-Kit gelten Faktoren, wie sie fiir Rezeptoren schon haufig
beschrieben worden sind. Eine durch SCF eingeleitete Dimerisierung des Rezeptors [Lemmon
et al., 1997] bewirkt einerseits eine Aktivierung, als auch eine nachfolgende Endozytose des
Ligand-Rezeptor Komplexes in Klathrin ausgekleideten Vesikeln. Nach endosomaler
Abspaltung des Liganden, kann der Rezeptor entweder zur Zelloberfliche zuriicktransportiert
werden, so genanntes Rezeptorrecycling, oder weiter zu einem Lysosom geleitet werden. Hier
wiirde dann eine endgiiltige proteolytische Degradation erfolgen. Eine Reduzierung der
Rezeptoranzahl an der Zelloberfliche wére die Folge. Yee et al. [Yee et al., 1994] konnten
des Weiteren eine Abhidngigkeit der Ubiquitin vermittelten Degradation von der Aktivitét der
Kinase von c-Kit feststellen. Bei c-Kit Mutanten mit inaktiver Kinase war dieser
Abbaumechanismus nicht von Bedeutung, im Gegensatz zu der Proteolyse durch Protein
Kinase C, welche von der Kinaseaktivitit von c-Kit unabhédngig fungiert. Insgesamt scheint,
dass die Zelle vielfiltige Moglichkeiten hat, um auf eine Aktivierung von c-Kit zu reagieren
und an das Gesamtniveau der Zellaktivitdt anzupassen.

Vermutlich ist es nicht ausreichend, um eine konstitutive Aktivierung, wie beispielsweise
beim GIST beschrieben, adidquat auszugleichen. So ist es vorstellbar, dass auch eine
iibermdfige endogene Aktivierung, also nicht durch den Liganden SCF vermittelt, sondern
durch andere intrazellulire Kinasen, nicht ausreichend negativreguliert werden kann. Zudem
gibt es Untersuchungen, dass SHPI1, eine Protein-Tyrosin-Phosphatase mit einer SH2-
Domiéne, mit an der negativen Regulierung beteiligt ist. An murinem c-Kit wurde bei
phosphoryliertem Tyr 569 eine Assoziation mit SHP1 nachgewiesen [Kozlowski et al., 1998;
Yi and Ihle, 1993]. Die biologische Relevanz wurde in Mdusen mit funktionell inaktivem
SHP1 nachgewiesen. Die Stammzellen dieser Tiere zeichneten sich durch Hyperproliferation
aus [Shultz er al., 1993]. Ebenso konnte bei BaF3 Zellen mit einer transfizierten Mutante
Y569F, welche das fiir die Assoziation von SHP1 und c-Kit notwendige Tyrosin gegen
Phenylalanin austauscht, eine Stimulierung mit SCF eine deutliche Steigerung der
Proliferation hervorrufen [Kozlowski et al, 1998]. Aus welchem Grund all diese
Moglichkeiten, welche im biologischen Nachweis durchaus Effektivitdt beweisen, nicht
ausreichen, um eine tibermaBige Stimulierung zu unterbinden, ist nicht geklért. Es ist denkbar,
dass die Aktivierung von c-Kit vom {iibrigen Signalnetzwerk der Zelle als physiologische
Aktivierung gewertet wird. Andererseits ist auch eine Aktivierung von Signalwegen weiter

downstream von c-Kit in Zusammenspiel mit anderen Mechanismen der Stimulierung zu
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bedenken. Also vermutlich mehrere kleine Ursachen, die zusammen eine grofle Wirkung

erreichen.

SCF

Autocrine Loop

IL-3 IL-6 IL-1R
G-CSF GM-CSF
Rezeptor

Membrane
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Abbildung 5: Relevante Signalwege fur c-Kit

Auswahl an Signalwegen zur Proliferation und Apoptose. Uber SHP1 und PK-C sind negativ

regulierende Mechanismen skizziert.

3.9 Der selektive Tyrosinkinase Inhibitor STIS71

Druker et al. konnte 1996 in Zusammenarbeit mit der Fa. Novartis eine neue chemische
Substanz zur Behandlung der CML beschreiben [Druker et al., 1996]. Imatinib (STI571 oder
Glivec®) konnte ein sehr hohes Ansprechen bei der Therapie von CML Patienten zeigen (vgl.
Kapitel 2.6.1.2). Die Wirkungsweise dieser Substanz beruht auf der selektiven Inhibition der
ATP-Bindungsstelle der Kinaseregion von Bcer-Abl [Buchdunger ef al., 1996]. Damit wurde
eine kausale Therapieform der CML moglich. Die Philadelphiachromosom positiven Zellen
wurden nach Behandlung mit Imatinib apoptotisch [Druker ef al., 1996]. Wenig spéter wurde
bekannt, dass die Hemmung des katalytischen Zentrums auch die Kinase von c-Kit betraf. Im
Kapitel 3.10 kann der Vergleich der beiden Kinaseregionen eingesehen werden. Ursache
hierfir ist die hohe Homologie der Kinaseregionen beider Proteine. Da die ATP-
Bindungstasche in allen Kinase konserviert ist um die Phosphorylierung zu ermdéglichen, ist
die selektive Bindung nur durch Oberflichenmerkmale um die Bindungstasche herum
mdglich. Die Ahnlichkeit wurde fiir Ber-Abl, c-Kit und PDGF nachgewiesen [Buchdunger et
al., 2000]. Obwohl die Kinaseregion von c-Kit durch das Kinaseinsert aufgespalten ist, kann

Imatinib die Bindungstasche effektiv blockieren. Inwiefern sich die Inhibierung von c-Kit
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durch Imatinib auf die beobachteten Therapieergebnisse der CML auswirkt ist Gegenstand
der momentanen Forschung. Moglicherweise ist die Induktion der Remission auch auf die
Kreuzreaktivitdt mit c-Kit zurlickzufiihren. Die Relevanz der Interaktion von c-Kit und
Imatinib kann an der Therapieeffizienz der Behandlung des GIST Tumors beobachtet werden.
Der Gastrointestinale Stromazelltumor (GIST) ist charakterisiert durch seine hohe
Expressionsrate von CD 117, entsprechend der Rezeptor-Tyrosinkinase c-Kit. Wie bereits
erwdhnt findet der, zunichst nur fiir die Therapie der CML zugelassene Wirkstoff STI-571,
durch die Homologie von Bcer-Abl mit c-Kit in der Kinasedomédne, auch bei dieser
Erkrankung Anwendung. GIST Tumoren sind Weichteiltumoren, die sich aus mesenchymalen
Zellen des Verdauungstraktes ableiten. Es gibt eine maligne und eine benigne Form dieser
Tumorentitdt. Insbesondere die maligne Form hat eine Expression von 95-100% des
Rezeptors c-Kit [Lasota ef al., 1999]. Als eine der Ursachen fiir die maligne Entartung werden
c-Kit Mutationen des extrazelluliren und auch des intrazelluliren Anteils diskutiert.
Tatsdchlich konnte fiir einige dieser Mutationen eine konstitutive Aktivierung durch
dauerhafte Dimerisierung des Rezeptors nachgewiesen werden [Andersson et al., 2002;
Dagher et al., 2002; Lux et al, 2000; Taniguchi et al., 1999]. Ursichlich sind dafiir
aktivierende Mutationen am Exon 11, selten auch Exon 9 und 13. In einer Phase II Studie,
welche das Ansprechen von GIST Tumoren auf STI-571 untersucht hat, konnte gezeigt
werden, dass bei 38% aller in dieser Studie eingeschlossenen Patienten eine partielle
Remission erreicht werden konnte. Dies ist ein signifikanter Fortschritt zu den vorher
bestehenden Therapiemdglichkeiten, die sich meist auf chirurgische Resektion und einem
schlechten Ansprechen auf klassische Chemotherapie-Substanzen beschrinken musste.
Interessanter Weise konnte auf diese Weise auch bei einer weiteren malignen Erkrankung,
neben der CML, eine bedeutende Rolle fiir c-Kit bewiesen werden. Durch den Einsatz von
STI571 (Glivec®) konnten bei dieser Erkrankung konstitutiv aktivierte Mutationen von c-Kit
blockiert und die Krankheit effektiv zuriickgedriangt werden [Dagher et al., 2002].

3.10 Vergleiche der Kinasedoménen von ¢-Kit und Ber-Abl

In den vorherigen Kapiteln wurde bereits auf die Spezifitit des Wirkstoffes STIS71
eingegangen. Die Hemmung der Kinaseaktivitdt von Bcr-Abl ist wesentlich flir das klinische
Ansprechen der Patienten mit CML. Allerdings werden auch Effekte durch die Interaktion
von STI571 mit c-Kit diskutiert. Die Wirksamkeit ist durch Studien beim GIST Tumor
hinreichend belegt. Um die Ursache der Kreuzreaktivitit von STI571 auf die Kinasedoménen

von c¢-Kit und Ber-Abl zu verdeutlichen wurde ein BLAST Search der beiden Kinasedominen
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gegeneinander durchgefithrt (BLAST unter www.pubmed.com). Diese online verfligbare
Funktion ermdglicht es Aminosiduresequenzen miteinander zu vergleichen und auch nach
gemeinsamen Eigenschaften der Aminosdurepositionen aufzulisten. Verglichen wurde die
Kinaseregion von Bcer-Abl (obere Zeile) und die gesamte Kinase von c-Kit (untere Zeile),
inklusive Kinase insert. Das Kinase insert fillt als fehlendes Element ab Position 101 in Ber-

Abl auf. Insgesamt wird die extrem hohe Homologie in der dargestellten Ubersicht deutlich.

Identities = 97/306 (31%), Positives = 149/306 (47%), Gaps = 79/306 (25%)

Query: 24 SLTVAVKTLKEDT--MEVEEFLKEAAVMKEI-KHPNLVQLLGVCTREPPFYIITEFMTYG 80
++TVAVK LK EE +E V+ 4+ HN+V LLG CT P +ITE+ YG
Shbjct: 617 AMTVAVKMLKPSAHLTEREALMSELKVLSYLGNHMNIVNLLGACTIGGPTLVITEYCCYG 676

Query: 81 NLLDYLRE------ CNRQEVNAVVLLY === === === —mmmmmmmme 101
+LL++LR C++QE +A LY
Sbjct: 677 DLLNFLRRKRDSFICSKQEDHAEAALYKNLLHSKESSCSDSTNEYMDMKPGVSYVVPTKA 736

Query: 102 ——--——mmmmmm e MATQISSAMEYLEKKNFIHRDLAAR 126
+ Q++ M +L KN IHRDLAAR
Sbjct: 737 DKRRSVRIGSYIERDVTPAIMEDDELALDLEDLLSFSYQVAKGMAFLASKNCIHRDLAAR 796

Query: 127 NCLVGENHLVKVADFGLSRLMTGDT-YTAHAGAKFPIKWTAPESLAYNKFSIKSDVWAFG 185
N L+ + K+ DFGL+R + D+ Y A+ P+KW APES+ ++ +SDVW++G
Sbjct: 797 NILLTHGRITKICDFGLARDIKNDSNYVVKGNARLPVKWMAPESIFNCVYTFESDVWSYG 856

Query: 186 VLLWEIATYGMSPYPGIDL-SQVYELLEKDYRMERPEGCPEKVYELMRACWQWNPSDRPS 244
+ LWE+ + G SPYPG+ + S+ Y+++++ +RM PE P ++Y++M+ CW +P RP+
Sbjct: 857 IFLWELFSLGSSPYPGMPVDSKFYKMIKEGFRMLSPEHAPAEMYDIMKTCWDADPLKRPT 916

Query: 245 FAEIHQ 250
F +I Q
Sbjct: 917 FKQIVQ 922

Da STI571 bekannter weise die ATP-Binderegion bindet ist es verbliiffend, dass iiberhaupt
eine solche Spezifitit gegeniiber wenigen Kinasen erreicht werden konnte. Wesentlich fiir
diese Tatsache ist die Ausnutzung von Oberflichenmerkmalen am Rand der ATP-
Bindungstasche, welche wiederum nicht mehr im konservierten Bereich der ATP-Binderegion
selbst liegt. Diese Strukturen liegen auflerhalb des dargestellten Bereiches im Vergleich der

Kinasen.
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4  Ziele der Arbeit

Die vorliegende Promotionsarbeit soll zum Verstdndnis erkrankungsrelevanter Schritte in der
Pathogenese der chronisch myeloischen Leukédmie (CML) beitragen. Nach bisherigem
Kenntnisstand konnen Unterschiede im Verhalten der Leukdmiezellen der frithen
Erkrankungsphasen im Vergleich mit spdteren Zeitpunkten der CML beobachtet werden.
Zellen frilher Reifestufen, wie die CD 34 positiven Stammzellen, sind sensibler auf
Chemotherapeutika und weisen eine insgesamt geordnetere Signaltransduktion auf. Obwohl
auch in diesen Zellen Ber-Abl nachweisbar ist, scheinen Mechanismen der Gegenregulation
noch effektiv eine vollig ungehemmte Proliferation zu unterbinden. Erst zu spiteren
Zeitpunkten, wie der Blastenkrise, konnen auch weitere Mutationen im Erbgut der
Leukimiezellen nachgewiesen werden. Dieses Voranschreiten wird durch die ,,Mutiple-Hit*
Theorie  gestiitzt, welche mehrer Schiddigungen im Erbgut und damit im
Signaltransduktionsablauf konstatiert [Fialkow et al., 1981]. Interessant ist hierbei ob Ber-Abl
positive Zellen auch zusétzlich durch Wachstumsfaktoren in ihrer Proliferation unterstiitzt
werden. Man konnte sich auf diese Weise ein langsames Fortschreiten der Erkrankung in der
chronischen Phase erklédren, bei dem sich die Leukémiezellen langsam ausbreiten, aber durch
einen nur gering gesteigerten Proliferationsindex noch keine gravierende Leukozytose
bedingen. Moglicherweise wird die Expansion der malignen Zellen durch bestimmte
Wachstumsfaktoren, wie dem IL-3 oder dem SCF begiinstigt. Denkbar ist hier einerseits eine
normal ablaufende Stimulierung der Proliferation durch SCF/c-Kit, oder aber eine zusétzliche
Aktivierung eines Signalweges durch intrazellulire Mechanismen, welche durch Bcr-Abl
ausgelost werden. Durch Hallek et al. [Hallek et al., 1996] konnten bereits erste Hinweise auf
eine Interaktion von Bcer-Abl mit c-Kit gewonnen werden. Es sollte nun weiter betrachtet
werden, ob tatsdchlich eine Koprizipitation zwischen Bcer-Abl und c-Kit nachgewiesen
werden kann, die flir eine Stimulierung ohne SCF verantwortlich ist. Deshalb wird zunéchst
nach einem optimalen Expressionssystem gesucht, welches ausreichend Protein produziert,
um spéter eine Koprézipitation zwischen Ber-Abl und c-Kit nachzuweisen. Nach erfolgter
Herstellung von Bcer-Abl und c-Kit sollten, mit der Technik der Immunprézipitation,
Bindungsstudien durchgefiihrt werden, um eine Interaktion ndher zu charakterisieren.
Nachdem eine Koprézipitation an sich nicht filir einen stimulierenden Reiz verantwortlich ist,
sondern eine Phosphorylierung stattfinden muss, soll mithilfe der Detektion von aktivierten

Phosphotyrosinresten eine Einschdtzung der Relevanz der vorherigen Ergebnisse erfolgen.
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5 Material und Methoden

5.1 Zelllinien

COS-7-Zellen (COS = CV1 Origin SV40):

Eine von der Affennierenzellinie CV1 abgeleitete Zelllinie, die durch Transformation der
Zellen mit einer replikationsdefekten Mutante des Affenvirus SV40 entstanden ist. COS-7-
Zellen sind fibroblastenartige Zellen, die adhdrent und einschichtig wachsen (Deutsche

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig).

32Dp210-Zellen:

Eine stabil mit dem bcr-abl Gen Transfizierte Zelllinie, die in hohen Mengen das Protein
p210% 4! exprimiert. Diese Zelllinie entspricht denselben Kulturbedingungen wie die
Stammlinie 32D. Lediglich eine Unabhingigkeit von dem Wachstumsfaktor IL-3 ist
vorhanden. Demzufolge wird dem Kulturmedium kein IL-3 in Form von WEHI-3B Uberstand

zugesetzt.

SF 9-Zellen:

Eine Insektenzelllinie aus dem Ovar einer weiblichen Spodoptera frugiperda. Diese Zelllinie
kann zur Replikation von Baculovirus Expressionsvektoren verwendet werden. Sie eignet sich
ebenso zur liposomalen, transienten Transfektion. Die Zellen wachsen lose adhdrent bei 28°C

unter Raumluft (American Type Culture Collection - ATCC).

WEHI-3B:

Diese Zelllinie entstand aus eine murinen myelomonozytiren Leukdmie. Es sind
makrophagen-éhnliche Zellen, die von einer BALB/c-Maus stammen. Die Zellen produzieren
Interleukin-3. WEHI-3B-Zellen wachsen adhdrent und zum Teil in Suspension (Deutsche

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig).

5.2 Bakterienstimme

XL-1 Blue, Genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac (F° proAB
lacqZAM15 Tnl0 Tetr), (Stratagene, Heidelberg)



Material und Methoden 43

5.3 Plasmide, Primer, cDNAs

5.3.1 Plasmide

pcDNA3:

5,4 kb groBer Vektor fiir stabile und transiente Uberexpression von Proteinen in
eukaryontischen Zellen. Die Expression steht dabei unter der Kontrolle des Promotors des
humanen Cytomegalie-Virus (CMV). Dariliber hinaus enthédlt der Vektor die Poly-
adenylierungssequenz des bovinen Wachstumshormons, den Replikationsursprung des SV40-
Virus, ein Neomycin-Resistenzgen unter der Kontrolle des SV40-Promotors, ein Ampicillin-
Resistenzgen zur Selektion in Bakterien und den ColEl-Replikations-ursprung zur

hochgradigen Vermehrung des Vektors in Bakterien (Invitrogen®, Leek, NL).

plZ V5/HIS:

2,9 kb groBler Vektor der unter dem OpIE2 Promoter hohe Mengen an Zielprotein exprimiert.
Ein Zeocin Resistenzgen wird fiir die Selektionierung von stabilen Zelllinien verwendet. Das
C-terminal vorhandene Peptid beinhaltet das V5 Epitop und ein 6x His Tag zur Detektion. In
dem Vektor der flir Proteinexpression in dieser Arbeit verwendet wurde, ist dieses C-
terminale Ende entfernt worden. Es ergaben sich keine Verdnderungen im
Expressionsverhalten. Interferenzen durch die Proteinmarkierungen wurden somit

ausgeschlossen (Invitrogen Corporation®, Carlsbad, CA).

5.3.2 Primer

—» c-Kit-intra S
> c-Kit AJXM S

> c-Kit AJXM,K1 S

> c-Kit AJXM,K1,KI S

Extracellular Tr.Memb.| JXM Kinase 1 Kin.Insert Kinase 2 C-tail

c-Kit AKI AS <+

cKitAs €

Abbildung 6: Positionen der Primer zur Herstellung der c-Kit Mutanten

Die jeweiligen Sense-Primer sind im oberen Teil aufgetragen und mit ,S"™ (Sense) markiert.

Die Antisense-Primer sind unterhalb und mit ,AS" (Anti-Sense) bezeichnet.
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Die Primer wurden entsprechend den Aminosdurepositionen der Domdnen am Anfang und
Ende entworfen. Siehe Abbildung 23 zur Ubersicht der exakten Positionen. Die 5° Primer
wurde jeweils mit einer Kozak-Sequenz begonnen. Die 3’ Primer entsprachen lediglich den
entsprechenden Basenpositionen. Eine Kurziibersicht ist in Abbildung 6 dargestellt.

Die Bcr-Abl Mutanten existierten bereits nach Herstellung von Mitarbeitern in der

Arbeitsgruppe und mussten nicht neu generiert werden.

5.3.3 cDNAs
c-Kit:
Die DNA wurde freundlicherweise durch Herrn Dr. A. Ullrich, Max-Plank-Institut
Martinsried, zur Verfligung gestellt. Das Gen konnte durch Ausnutzung von vorhandenen
Schnittstellen im origindren Plasmid in den pcDNA3 Vektor iiberfiihrt werden. Das originire
Konstrukt entspricht exakt dem publiziertem Gen (Genebank Accession # X06182) [Yarden
et al., 1987].

Ber-Abl:

Das Ber-Abl Gen wurde innerhalb der Arbeitsgruppe selbst kloniert und entspricht nach
durchgefiihrter Sequenzierung exakt der Publizierten Sequenz fiir p210®***. Das Gen befand
sich im pcDNA3 Plasmid und konnte sofort verwendet werden (Genebank Accession

# X02596) [Heisterkamp et al., 1985].

5.4  Zellkulturmaterialien

5.4.1 Gerite und Verbrauchsmaterial

Einfriergerit (Cryoson, Schollkrippen)

Einfrierrohrchen (Nunc, Roskilde DK)

Fliissigstickstofftank (Cryoson, Schollkrippen)

Inkubator (WTB, Tuttlingen)

Mikroskope (Zeiss, Oberkochen)

Pipetten, Kulturflaschen, Zentrifugenrohrchen (Sarstedt, Niimbrecht)
Sterilbidnke (BDK, Sonnenbiihl)

Sterilfilter (Gelman Sciences, Ann Arbor USA)

Zahlkammern (Brand, Wertheim)
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5.4.2 Medien, Puffer und Sonstige Substanzen

2-Mercaptoethanol (Sigma, St.Louis USA)
BSA (Sigma, St.Louis USA)

DMEM Medium (PAN, Aidenbach)
Dimethylsulfoxid (Sigma, St. Louis USA)
FKS (Gibco, Eggenstein)

Fliissigstickstoff (Linde, Miinchen)

PBS (PAN, Aidenbach)

RPMI 1640 Medium (PAN, Aidenbach)
TC 100 Medium (Gibco, Eggenstein)
Trypanblau 0.5% (Serva, Heidelberg)

5.5 Labormaterial

5.5.1 Gerite und Verbrauchsmaterial

Bakterieninkubator (Heraeus, Hanau)

Bakterienschiittler (New Brunswick Scientific, Niirtingen)
Beschichtetes Papier (Schleicher & Schiill, Dassel)
Blotting Papier (Schleicher & Schiill, Dassel)

ECL-Filme (Amersham, Braunschweig)

Entwickler (Agfa-Gevaert, Leverkusen)
Geldokumentationsanlage (LFT, Wasserburg)

Gelelektrophorese-Systeme (Bio-Rad, Miinchen und OWL, Portsmouth, USA)

Geltransferkammer (Bio-Rad, Miinchen)
Heizblock (Techne, Cambridge GB)

Parafilm M® (American National Can, Greenwich USA)
PCR Maschine (Perkin Elmer, Norwalk, USA)
pH-Meter (WTW, Weilheim)

Photometer (Pharmacia, Freiburg)

Pipetten (Gilson, Langenfeld)

Pipettenspitzen, (Sarstedt, Niimbrecht)
Power-Supplies (Bio-Rad, Miinchen)
Reaktionsgefie (Eppendorf, Hamburg)
Reinstwasseranlage (USF, Ransbach Baumbach)



46 Material und Methoden

Schiittler (Biihler, Tiibingen)

Uberkopfrotoren (Labinco, Breda, Niederlande)
Vortex (Heidolph, Kelheim)

Waage (Sartorius, Gottingen)

Wasserbad (Kdttermann, Hanigsen)

Zentrifugen (Eppendorf, Hamburg) und (Sigma, Osterode)

5.5.2 Chemikalien und Antikdrper

5.5.2.1 Chemikalien

A-Beads (Pharmacia, Freiburg)

Detektions-System ECL® (Amersham, Braunschweig)
DNA Lingenstandards (Boehringer, Mannheim)

DNA Priparationskits (Qiagen, Hilden)

DNA Isolationskits (Bio101, Vista, USA)

DOTAP (Boehringer, Mannheim)

Ni-NTA-Beads (Qiagen, Hilden)

Proteinmarker (Amersham, Braunschweig)

APS, Glycin, SDS, TEMED und Tris (Bio-Rad, Miinchen)
Acrylamid (Serva, Heidelberg)

Agarose (Serva, Heidelberg)

PCR-Primer (Metabion, Martinsried)

Restriktionsenzyme (Boehringer, Mannheim und NEB, Schwalbach)
Alle anderen Chemikalien (Sigma, St.Louis USA)

5.5.2.2 Antikdrper

Sekundéarantikorper:
Antikdrper welche den Speziesspezifischen Fc-Teil des Primérantikdrpers binden und mit
einer Merrettich-Peroxidase (HRP) ausgestattet sind um die Chemolumineszenz zur Detektion

zu ermoglichen. a-Maus-HRP, a-Kaninchen-HRP (Amersham, Braunschweig)

a-c-Kit (C-19):
Monoklonaler Maus-Antikdrper der Klasse IgG; der Antikdrper erkennt die C-terminale
Domine des c-Kit-Proteins (Santa Cruz Biotechnology®, Heidelberg)
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o-c-Abl (Ab-3):
Monoklonaler Maus-Antikdrper der Klasse IgG; der Antikdrper erkennt die C-terminale
Domiéne des c-Abl-Proteins (Calbiochem®, Bad Soden)

a-c-Abl (K-12):
Polyklonaler Kaninchen-Antikorper der Klasse IgG; der Antikorper erkennt die Aminoséuren
502 - 512 im Bereich der Kinasedomidne des humanen c-Abl-Proteins (Santa Cruz

Biotechnology®, Santa Cruz, USA).

a-Ber (7C6):

Monoklonaler Maus-Antikorper der Klasse IgG; der Antikorper erkennt die Aminoséuren
686-698 im Mittelteil des Bcer-Proteins. Es ist kein Kontrollpeptid verfiigbar. (Santa Cruz
Biotechnology®, Heidelberg)

o-Phosphotyrosin (PY20):
Monoklonaler Maus-Antikorper der Klasse IgG; der Antikdrper erkennt spezifisch
Phosphotyrosin-enthaltende Proteine (Santa Cruz Biotechnology®, Santa Cruz, USA).

Kontrollpeptide:

Kontrollpeptid fiir den c-Abl (K-12)-Antikdrper (Santa Cruz Biotechnology®, Santa Cruz,
USA)

Kontrollpeptid fiir den c-Kit (C-19)-Antikorper, sc-168 P, (Santa Cruz Biotechnology®, Santa
Cruz, USA)
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5.6 Arbeiten mit Bakterien

5.6.1 Kultivierung von Bakterien

LB/Amp-Medium:

Trypton 1%
Hefeextrakt 0,5 %
NaCl 0,5 %
NaOH 1 mM

Je nach Resistenzgen zusétzlich:
Ampicillin 50 pg/ul
Tetrazyklin 12,5 pg/ml

Fir Platten zusitzlich:

Agar 1,5 %

5.6.2 Plattenkultur

Zur Herstellung der Platten wurde das autoklavierte Medium nach dem Abkiihlen auf 55°C in

sterile Petrischalen gegossen. Die Platten bei 4 °C invertiert gelagert.
Fiir die Anlegung von Plattenkulturen wurden die Bakterien aus einer Fliissigkultur mit einem

Drygalski-Spatel auf sterile LB/Amp-Agarplatten (XL-1-blue) ausgestrichen. Die Inkubation
erfolgte liber Nacht bei 37 °C im Brutschrank.

5.6.2.1 Flissigkultur zur DNA Amplifikation

Mittels einer sterilen Impfose wurden Einzelkolonien (XL-1-blue) von Plattenkulturen oder
aus Cryo-Kulturen gepickt, in LB/Amp-Medium {iberimpft und iiber Nacht bei 200 rpm und
37 °C inkubiert. Aus diesen Kulturen wurde dann die Plasmid-DNA isoliert.

5.6.2.2 Cryo-Kulturen von Bakterien

Zum Anlegen von Dauerkulturen von XL-1 Blue wurde eine Ubernachtkultur abzentrifugiert
und in LB-Amp Medium aufgenommen, das zusitzlich 20 % DMSO enthielt. Diese
Suspension wurde in 2 ml R6hrchen abgefiillt und bei —80 °C gelagert.
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5.6.3 Herstellung von kompetenten Bakterien

MgCl,-Platten:

T1bII Puffer:
Trypton 1%
Hefeextrakt 0,5 % NaMOPS 10 mM
NaCl 0,5 % CaCl, 75 mM
MgCl, 10 mM KCl 10 mM
Agar 1,5 % Glycerin 15 %
Ttbl Puffer: TYM-Medium:
KOAc 30 mM Trypton 2%
MnCl, 50 mM Hefeextrakt 0,5 %
CaCl, 100 mM NaCl 100 mM
Glycerin 15 % MgCl, 10 mM

In den meisten Féllen wurden die kompetenten Zellen fertig gekauft. Um XL-1 blue Bakterien
kompetent zu machen, wurden die Bakterien zunichst auf MgCL-LB Platten ausplattiert und
iiber Nacht bei 37 °C bebriitet. Mit einer gepickten Einzelkolonie wurden 5 ml TYM-Medium
angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C und 200 rpm geschiittelt. Die Ubernachtkultur wurde am
ndchsten Morgen in 300 ml TYM-Medium iiberimpft und unter den gleichen Bedingungen bis
zu einer OD 600 von 0.7 bis 0.8 vermehrt. Der 300 ml Ansatz wurde in 50 ml Falcon-
Rohrchen aufgeteilt und abzentrifugiert (3000 rpm, 10 min, 4 °C). Der Uberstand wurde
dekantiert und der Zellniederschlag sofort auf Eis gestellt. Alle folgenden Arbeitsschritte
wurden im Kiihlraum (4 °C) durchgefiihrt. Die Bakterien (alle Mengenangaben beziehen sich
auf einen 50 ml Ansatz) wurden vorsichtig in je 15 ml Tfbl-Puffer resuspendiert und 10 min
auf Eis gestellt. Nach erneuter Zentrifugation (wie oben) wurde der Niederschlag in 2 ml
TtblI-Puffer aufgenommen, ziigig zu 200 pl Aliquots abgefiillt und die Eppendorf-Gefifie
sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung der kompetenten Bakterien erfolgte
bei —80 °C. Die Transformationseffizienz betrug zwischen 0.7 und 2.0-10° Kolonien pro pg

DNA-Plasmid.
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5.6.4 Transformation von Bakterien

SOC-Medium:

Trypton 10g IMMgCl, Sml
Hefeextrakt 2,5 g 1 MMgSO; 5Sml
NaCl 0,25 ¢ 2 M Glucose 5 ml
H>0 dd. 485 ml

—> Autoklavieren —> Sterilfiltrieren

Fiir jeden Transformationsansatz wurden 50 pl kompetenter E. coli XL-1 Blue Zellen auf Eis
aufgetaut. Die zu transformierende DNA sowie 1 pl 2-Mercapto-ethanol wurden zugegeben.
Nach vorsichtigem Mischen wurde der Ansatz fiir 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend
wurde im Wasserbad der Hitzeschock bei 42 °C fiir 45 Sekunden durchgefiihrt. Dann wurden
die Bakterien sofort wieder fiir 2 Minuten auf Eis abgekiihlt. Nach der Zugabe von 400 pl
warmem SOC-Medium wurde fiir 60 min bei 37 °C und 200 rpm geschiittelt. Etwa 100 ul
dieser Kultur wurden dann auf LB/Amp-Platten ausgestrichen. Die Platten wurden bei 37 °C
iiber Nacht inkubiert.

5.7 Préparation und Analyse von DNA

5.7.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Die Plasmid-DNA wurde aus Bakterien iiber Anionenaustauscherséulen isoliert. Es wurden
Priparationen im "Mini"- und "Maxi"- Maflstab mit den Préiparationskits und nach den
Standardprotokollen von Qiagen durchgefiihrt. Fiir die Préparation im "Mini"-Maf3stab
wurden 3 ml, fiir die im "Maxi"-MaBstab 100 ml einer Ubernachtkultur verwendet.
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5.7.2 Auftrennung und Aufreinigung von DNA

5.7.2.1 Elektrophoretische Auftrennung von DNA im Agarosegel

50 x TAE-Pufter: Auftragspuffer :

Tris 242 g Tris/HCl pH 8 10mM
Eisessig 57,1 ml EDTA pH 8 50 mM
EDTA 372 ¢ Glyzerin 50 %
NaOH ad. pH 8 Bromphenolblau 0,01 %
H20 ad. 1000 ml

Die Agarose wurde in der gewlinschten Konzentration mit 1x TAE Puffer aufgeschlammt, im
Mikrowellenherd aufgekocht und gelost. Nach dem Abkiihlen auf 60 °C wurde die Losung
mit 0.5 g/ml Ethidiumbromid versetzt. Das Agarosegel wurde in einen Geltrdger gegossen,
mit einem entsprechenden Kamm bestiickt und nach dem Erstarren in die entsprechende
Gelapparatur eingesetzt. Die DNA-Proben wurden mit 0.2 Volumen Auftragspuffer versetzt
und die Elektrophorese in TAE-Puffer mit 50 bis 100 V durchgefiihrt. Die DNA wurde
anschliefend durch die UV-Absorption des interkalierten Ethidiumbromids sichtbar gemacht.
Parallel aufgetragene Grofenmarker erlaubten eine Abschidtzung der Lénge der DNA-

Fragmente.

5.7.2.2 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA aus Agarosegelen und zur Aufreinigung von DNA (Entfernung von
Enzymen und Umpufferung) wurden Spin-Kits (DNA Isolierung) verwendet. Die mit dem
Skalpell ausgeschnittenen Gelstiicke wurden hierzu mit 400 pl Glasmilch-Puffer gemischt
und bei 50 °C geschmolzen. Dann wurde die Suspension durch eine Reinigungssidule
zentrifugiert. Die glasmilchgebundene DNA wurde einmal durch Zentrifugation mit 500 pl

Waschpuffer gewaschen und abschlieBend mit 50 pl ultrafiltriertem Wasser eluiert.
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5.7.3 Enzymatische Reaktionen an DNA

5.7.3.1 Restriktionsspaltung von DNA mit Endonukleasen

Die Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen wurde zur Uberpriifung auf
erfolgreiche Klonierung eingesetzt. Fiir eine vollstindige Restriktion wurden dabei zwischen
0.5 und 8 pg DNA mit 1 bis 30 U Enzym eingesetzt. Die Spaltung erfolgte iiber ein bis zwei
Stunden bei vorgegebener Temperatur in 10 bis 100 pl Gesamtvolumen. Die
Reaktionsbedingungen = wie  erforderlicher  Restriktionspuffer, = Temperatur  und
Restriktionsaktivitit wurden den Herstellerangaben entnommen. Die Kontrolle der Spaltung

erfolgte durch Agarosegelelektrophorese.

5.7.3.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Klonierung von DNA-Fragmenten und Vektoren wurde T4-DNA-Ligase verwendet.
Dabei wurde etwa 100 ng eines aufgeschnittenen Vektors mit der dreifachen Menge des
Insertfragmentes ligiert. Die Ligation wurde gewOhnlich mit 10 U Ligase in einem
Gesamtvolumen von 10 pl im Ligase-Puffer durchgefiihrt. Die Reaktion erfolgte {iber 4 h bei
Raumtemperatur. AnschlieBend wurden 2 pl des Ligationsansatzes direkt in kompetente

Bakterien transformiert.

5.7.4 DNA-Sequenzierung

Sequenzanalysen wurden von den Firmen MediGenomix (Martinsried) und Toplab

(Martinsried) nach dem Kettenabbruch- und Fluoreszenzdetektionsverfahren durchgefiihrt.

5.7.5 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Standard PCR-Ansatz:
Template-DNA (1:100) Il
Primer A (100 pmol) 0,5 ul
Primer B (100 pmol) 0,5 ul
dNTPs (2mM) 4 ul
10x Thermopol-Puffer 5l
Vent-Polymerase 0,5 ul

H,0 dd. 38,5 ul
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Die Mutanten des c-Kit Rezeptors wurden mittels eines Standard PCR-Protokolls hergestellt.
Es wurden BamHI (5°) und EcoRI (3°) Schnittstellen sowie eine Kozak-Sequenz (5°)
eingefiigt. Dieses Konstrukt wurde anschlieBend in die jeweils verwendeten
Expressionsvektoren durch Restriktionsverdau und Ligation an den eingefiigten Schnittstellen
inseriert. Es wurden Trunkations- und Deletionsmutationen hergestellt. Fiir die Herstellung
von Deletionsmutationen wurden Primer eingesetzt, die partiell jeweils zur
gegeniiberliegenden Seite der Deletionsstelle komplementdr waren. Zur Generierung von
Trunkationsmutationen wurden Primer verwendet, die an die geplante Abbruchstelle banden
und die auBerdem die gewiinschte Klonierungsschnittstelle enthielten. Als Polymerase zur
Amplifikation wurde Vent-Polymerase von Stratagene (Heidelberg) eingesetzt. Die als
Template in die PCR-Reaktionen eingesetzten DNAs, sowie neu klonierte Fragmente wurden
durch Sequenzierung tiiberpriift. Der Aufbau der Primer kann im Kapitel 5.3.2 eingesehen

werden.

5.7.6 RT-PCR (Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion)

Mit der RT-PCR soll aus einzelstringiger RNA eine doppelstrangige DNA produziert werden.
Verwendet wird dazu eine Reverse Transkriptase die freie Oligonukleotide (dNTPs) als
Komplementérstrang zu der einzelstrangigen RNA ergidnzt. Als Standardprimer wird ein
Anti-Poly-A Primer (Oligo dT) verwendet. Die RNA wird zu je 1 pg in 3 pl RT Puffer
verdiinnt. Ein Reaktionsansatz (Mastermix) wird vorbereitet bevor die RNA als letztes
zugegeben wird. Der gesamte Ansatz wird 90 min bei 37°C belassen und kann anschlieBend

eingefroren werden.

RT-PCR-Ansatz:

Template-RNA (1pg) 3ul
Oligo dT 2 ul
dNTPs (5SmM) 2 ul
10x RT-Puffer 2l
Reverse Transkriptase 1 pul
RNAsin Il

H,0 dd. 9 pul
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5.8 Zellkultur

5.8.1 Kultivierung der Zellen

Alle Zelllinien wurden grundsitzlich ohne Antibiotika gehalten. Dieses Verfahren hat den
Vorteil, dass latente Kontaminationen sofort erkannt werden konnen. Da viele Zelllinien
bekannt dafiir sind, in der Kultur weiter zu mutieren, wurden regelméfig Zellen von frischen

Passagen eingefroren und etwa alle 10-12 Wochen neue Zellen aufgetaut.

32Dp210-Zellen

Kulturmedium:

RPMI 1640 / L-Glutamin / NaHCO3 2,0 g/l

Das Medium wurde mit einem Zusatz von 10% FKS verwendet. Bei untransfizierten, nativen
32D-Zellen wurde dem Medium zusitzlich 10% Interleukin-3-haltiger Uberstand der WEHI-
3B-Zellen zugesetzt.

Inaktivierung von FKS:

Zur Inaktivierung wurde das FKS 1 h bei 56°C inkubiert.

Die 32Dp210-Zellen wurden in 175 cm?-Kulturflaschen mit 40 ml RPMI/10% FKS/10% bei
37°C und 5% CO2 kultiviert. Alle 2 -3 Tage wurden die Zellen mit frischem Medium 1:10 —
1:50 verdiinnt. Dazu wurden die Zellen die sich zum grofen Teil in Suspension befinden, in
einer Verdiinnung von 1:10 bis 1:50 abgenommen und in neuen Kulturflaschen ausgesit. Es

wurde soviel Medium zugegeben bis das Endvolumen wiederum 40 ml betrug.

COS-7-Zellen (COS = CV1 Origin SV40)

Kulturmedium:

Dulbecco's MEM:

D-Glucose 1,0 g/1 oder
D-Glucose 4,5 g/l

NaHCO3 3,7 g/l
N-Acetyl-L-alanyl-L-glutamin 1,0289 g/

Das Medium wurde mit einem Zusatz von 10% FKS verwendet.



Material und Methoden 55

Inaktivierung von FKS:

Zur Inaktivierung wurde das FKS 1 h bei 56°C inkubiert.

Die COS-7-Zellen wurden in 175 cm?-Kulturflaschen mit 40 ml Dulbecco's MEM/10% FKS
bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Alle 2 - 3 Tage wurden die Zellen mit frischem Medium 1:3
- 1:10 verdiinnt. Dazu wurde das verbrauchte Medium abgenommen und 5 ml Trypsin-
EDTA-Losung zugegeben. Nach 5 Min. Einwirkzeit, in der die Proteinverbindungen der
Zellen zum Flaschenboden durch das zugegebene Trypsin gelost wurden, wurden die Zellen
mit einem Zellschaber moglichst vollstindig vom Boden abgelost und mit 5 ml Medium in
ein 50 ml-Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt. Das Zentrifugenrohrchen wurde mit Medium auf 50
ml aufgefiillt und die Zellen bei 1500 rpm und 4°C fiir 8 Min. abzentrifugiert. AnschlieBend
wurde der Uberstand abgenommen, das Zellpellet in 5 ml Medium resuspendiert und
entsprechend auf eine oder mehrere Kulturflaschen verteilt. Es wurden pro Kulturflasche 40

ml Medium zugegeben.

WEHI-3B
Kulturmedium:

RPMI 1640 / L-Glutamin / NaHCO3 2,0 g/l

Das Medium wurde mit einem Zusatz von 10% FKS verwendet.

Inaktivierung von FKS:

Zur Inaktivierung wurde das FKS 1 h bei 56°C inkubiert.

Die WEHI-3B-Zellen wurden in 175 cm?-Kulturflaschen mit 40 ml RPMI 1640Medium/ 10%
FKS bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Alle 3 - 4 Tage wurden die Zellen mit frischem
Medium 1:3 - 1:10 verdiinnt. Dazu wurde das Medium abgenommen und 5 ml Trypsin-
EDTA-Losung zugegeben. Der Uberstand von 40 ml, der Interleukin 3 enthilt, wurde in
Zentrifugenrohrchen zu 50 ml abgefiillt und bis zu weitren Verwendung auf —20 Grad
Celsius tiefgefroren.

Nach 5 Min. Einwirkzeit, in der die Proteinverbindungen der Zellen zum Flaschenboden
durch das zugegebene Trypsin gelost wurden, wurden die Zellen mit einem Zellschaber
moglichst vollstdindig vom Boden abgelost und mit 5 ml Medium in ein 50 ml-
Zentrifugenrohrchen {iberfiihrt. Das Zentrifugenréhrchen wurde mit Medium auf 50 ml
aufgefiillt und die Zellen bei 1500 rpm und 4°C fiir 8 Min. abzentrifugiert. Anschlieend
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wurde der Uberstand abgenommen, das Zellpellet in 5 ml Medium resuspendiert und
entsprechend auf eine oder mehrere Kulturflaschen verteilt. Es wurden pro Kulturflasche 40

ml Medium zugegeben.

SF-9 Zellen
Kulturmedium:

Grace's Insect Medium mit L-glutamine

Calciumchlorid 500 mg/L
Kaliumchlorid 2800 mg/L
Lactalbumin 3330 mg/L

Hefeextrakt 10% 3330 mg/L

Das Medium wurde mit einem Zusatz von 10% FKS verwendet.

Inaktivierung von FKS:

Zur Inaktivierung wurde das FKS 1 h bei 56°C inkubiert.

Die SF-9-Zellen wurden in 75 cm?Kulturflaschen mit 15 ml Grace’s Insect Medium/10%
FKS bei 27°C unter Raumluft kultiviert. Alle 2 - 3 Tage wurden die Zellen mit frischem
Medium 1:3 verdiinnt. Dazu wurde das verbrauchte Medium abgenommen, 12 ml frisches
Medium hinzugefligt und die Zellen manuell in der Kulturflasche abgeschlagen. Die Zellen
waren nun vollstindig vom Boden abgeldst und wurden in ein 50 ml-Zentrifugenréhrchen
iiberflihrt. Das Zentrifugenrohrchen wurde mit Medium auf 50 ml aufgefiillt und die Zellen
bei 1500 rpm und 4°C fiir 8 Min. abzentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand
abgenommen, das Zellpellet in 12 ml Medium resuspendiert und entsprechend auf 3

Kulturflaschen verteilt. Es wurde pro Kulturflasche auf insgesamt 15 ml Medium aufgefiillt.

5.8.2 Zellzahl- und Vitalitdtsbestimmung

Um exakte Zellmengen in Experimente einzusetzen wurde eine Zellzahl- und
Vitalitdtsbestimmung mittels Trypanblau-Farbung durchgefiihrt. Ansonsten wurde die Zahl
und die Vitalitdit der Zellen durch Betrachtung im Lichtmikroskop abgeschitzt. Zur
Bestimmung mittels Trypanblau-Féarbung wurden 200 pl aus der Zellkultur in eine 96-Loch-
Platte iiberfiihrt. Daraus wurden dann 50 pl entnommen und mit 50 pl 0,5 % Trypanblau-
Losung gut gemischt. Von dieser Mischung wurden etwa 20 pl in eine Neubauer-Zahlkammer

pipettiert. Die Auszdhlung der Zellen erfolgte unter dem Lichtmikroskop. Aus der Zahl der
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ausgezéhlten Zellen, dem Verdiinnungsfaktor und dem Kammerfaktor ldsst sich die Zellzahl
berechnen. Die Vitalitdtsrate ergibt sich aus dem Verhéltnis der toten bzw. lebenden Zellen

zur Gesamtzellzahl.

5.8.3 Herstellung transient exprimierender Zelllinien

5.8.3.1 Transient exprimierende Cos-7 Zellen

Die adhirent wachsenden Cos-7 Zellen wurden mittels Lipofektion transfiziert. Als
Lipofektionsreagenz wurde DOTAP oder Effectene” (Qiagen) verwendet. Dabei wird der zu
transfizierende Expressionsvektor mit lipophilen Molekiilen verpackt, dass er die
Zellmembran durchdringen kann. Die transfizierte DNA wird dann episomal exprimiert,
integriert nicht ins Genom. Ublicherweise wurden die Expressionsvektoren fiir Ber-Abl und
verschiedene c-Kit Mutanten cotransfiziert.

Zur Herstellung der Cos-7 Transfektanten wurde ein in unserem Labor etabliertes Vorgehen
gewdhlt (Warmuth M. et al., 1997) Die Ansédtze A (Expressionsvektor und Puffer) und B
(DOTAP und Puffer) wurden getrennt in sterilen 2 ml Reaktionsgefden angesetzt, dann
vereinigt und nach kurzem Schwenken 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. In der
Zwischenzeit wurden 50 ml Roéhrchen mit 30 ml Transfektionsmedium befiillt und das
Medium aus den Kulturflaschen abgegossen. Nach Ablauf der 15 min Prédinkubation wurde
der DNA/DOTAP-Mix mit dem Transfektionsmedium vermischt und in die
Zellkulturflaschen tiberfiihrt. Die Inkubation erfolgte tiber 18 Stunden bei 37°C und 5 % COs.

DNA-Ansitze und Transfektionsmedium:

Einfachansatz:

A: 50 pg DNA ad. 500 pl TP
B: DOTAP 300 ul+ 600 pl TP

Doppelansatz:

A: 25 pg c-Kit DNA + 25 ug Ber-Abl DNA ad. 750ul TP
B: 450ul DOTAP + 900 pl TP
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Transfektionspuffer (TP):

HEPES 20 mM

Transfektionsmedium:

DMEM 1,0 g/l Glucose
FCS 0,5 %
Pen/Strep 50 U/ml

Nach Etablierung der Transfektion mit Effectene wurde diese Methode bevorzugt benutzt, da
die Expressionsraten deutlich hoher lagen verglichen mit der DOPTAP transfizierter Zellen.
Um mit Effectene zu transfizieren wurden die Cos-7 Zellen bis zu einer Dichte von etwa 50%
in T75 Zellkulurflaschen mit Vollmedium gehalten. Das Medium wurde abgesaugt und 5 ml
Transfektionsmedium (wie obern beschrieben) in die Zellkulturflasche eingefiillt. Es wurden
nun 50 ml Falcon-Behélter mit ebenfalls 5 ml Transfektionsmedium beschickt, je einer pro
Transfektion. In vorbereiteten sterilen Eppendorfgefilen wurden EC Transfektionspuffer 150
pl mit 1 pg DNA gemischt. Dazu wurden 8 pl Enhancer gegeben und kurz mittels Vortex
gemischt. Nach 2-5 min Ruhe wurde 10 pl Effectene hinzugegeben und 10 sek mittels Vortex
gemischt. Nach weiteren 5-10 min Ruhe wurde der gesamte Inhalt mit den 5 ml
Transfektionsmedium im Falcon-Gefa3 vermischt und in die Zellkulturflasche verbracht.
Nach 24 Stunden im Brutschrank wurden die Zellen in neue Zellkulturflaschen mit frischem
Transfektionsmedium ausgesdt. Nach weiteren 24 Std wurden die Zellen geerntet und in 250

ul Lysispuffer (siehe unten) lysiert.

5.8.3.2 Transient exprimierende SF-9 Zellen

Die SF-9 Zellkulturen wurden mit Effectene® (Qiagen) und dem dazugehdrigen
Transfektionskit transient tranfiziert. Bei Doppeltransfektionen wurde die DNA Menge zu
entsprechenden Teilen Aufgeteilt. Bei den c-Kit / Ber-Abl Kotransfektionen wurde jeweils 1
pug DNA verwendet.
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Transfektionsansatz:

DNA 2ug

EC Puffer 300 pl

Enhancer 16 ul = Vortex 1 s und 2-5 min stehen lassen
Effectene 20 ul - Vortex 10 s und 5-10 min stehen lassen

Die SF-9 Zellen wurden in T75 Zellkulturflaschen gehalten bis sie eine Konfluenz von 80%
erreicht hatten. Das Kulturmedium wurde vollstindig abgesaugt. Der Transfektionsansatz mit
3 ml Grace’s Medium vermischt und auf die Zellen gegeben. Es wurde 4 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert, weitere 12 ml Medium hinzu gegeben und der gesamte Ansatz fiir
24 Stunden unter normalen Zellkulturbedingungen inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurde
das, den Transfektionsansatz enthaltende, Medium durch 10ml frisches Medium ersetzt und
fiir weitere 24 Stunden inkubiert. SchlieBlich wurden die Zellen abgeschlagen und
zentrifugiert. Es erfolgten 2 weitere Waschschritte mit PBS bevor die Zellen lysiert wurden.

Die Lyse erfolgte in etwa 300 pl Volumen des Lysis-Puffers.

5.8.4 Hungern der Zellen

Ublicherweise wurden konfluent bewachsene 175 ¢cm’® Kulturflaschen von Cos-7 oder 32D
Kulturen verwendet. Die Zellen wurden gegebenenfalls mittels Trypsin abgelost und 5 min
bei 200 g abzentrifugiert. Nach zweimaligem Waschen in PBS wurden die Zellen in 35 ml
Hungermedium resuspendiert und in eine neue 175 cm’ Kulturflasche gegeben. Die
Inkubation mit dem Hungermedium betrug 18 h und erfolgte bei 37 °C und 5 % CO,. Vor
dem Hungern wurde durch Kontrolle mit dem Mikroskop sichergestellt, dass die Vitalitdt der
Zellen bei etwa 90 % lag. Die Hungermedien enthielt zusitzlich zu dem entsprechenden
Kulturmedium nur 0,5 % FCS. Dadurch sollte erreicht werden, dass der ,,.Background* an

phosphorylierten Proteinen gesenkt wird.

5.8.5 Lyse von Zellen

Die Zusammensetzung des Lysispuffers und die Konzentration seiner Komponenten sind von
entscheidender Bedeutung und sollten je nach Fragestellung immer optimiert werden. Ein
wichtiger Faktor fiir die Stringenz eines Lysispuffers ist die Stdrke des verwendeten

Detergens. NP40 ist ein etwas stirkeres Detergens, kann aber in geringeren Konzentrationen
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verwendet werden und macht auch Membranproteine gut 16slich. Die Funktionen der anderen
Komponenten sind: Glycerin — Gefrierschutz, EDTA — Komplexierung von Mg** und Mn**
und damit Inhibierung von Kinasen, NaCl — Osmolaritit, Tris-Cl — pH-Puffer
Natriumfluorid — Serin- und Threonin-Phosphataseninhibitor, und Phenylphosphat —
Phosphataseninhibitor. Zusitzlich wurden dem Lysispuffer folgende Inhibitoren zugefiigt:
PMSEF, Leupeptin, Aprotinin (Proteaseinhibitoren), sowie Na-Orthovanadat
(Tyrosinphosphataseinhibitor). AbschlieBend ist zu sagen, dass alle Zelllysate auf Eis
gehalten werden miissen, um Proteine und Proteinkomplexe zu schiitzen (Proteolyse,

Dissoziation).

Verwendete Lysispuffer und Reagenzien

Lysispuftfer: Zusétzlich pro Milliliter Lysispuffer:
NP 40 0,5 % PMSF 10 pl

EDTA 1 mM NaVO, 10 pl

Tris-Cl pH 7,4 50 mM Aprotinin Sul
Natriumfluorid I mM Leupeptin 2 ul

NaCl 150 mM

Glycerin 15 %

Zur Durchfiihrung der Zelllyse wurde die zum Zellpellet gegebene Menge des eisgekiihlten
Lysispuffers genau so bemessen, dass jeweils 2,5 x 10° Zellen in 10 pl Puffer lysiert wurden.
Das erste Durchmischen erfolgte durch zweimaliges auf- und abpipettieren mit einer blauen
Pipettenspitze, danach wurden die Proben 25 min bei 4 °C rotiert. SchlieBlich wurde das
Lysat durch Abzentrifugieren fiir 15 min bei 4 °C und 14000 rpm von unldslichen Anteilen
wie grofleren Membranteilen und nukledren Bestandteilen getrennt. In dem klaren Lysat
sollten sich jetzt nur noch die zytosolischen und membrandren Zellproteine befinden. Im
Allgemeinen wurde flir Experimente frisches Lysat hergestellt. Bei einigen Experimenten

wurde das Lysat bei —80 °C eingefroren und spéter verwendet.

5.8.6 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung des Proteingehaltes der Lysate wurde ein Proteinassay nach Bradford

durchgefiihrt. Dazu wurde eine Standardkurve nach dem Protokoll von Bio-Rad erstellt und
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Verdiinnungen der Lysate mit dem Farbreagenz vermischt. Der Proteingehalt wurde dann
nach photometrischer Messung der Blaufirbung bei 595 nm bestimmt. Fiir Westernblots

wurden pro Ansatz 100 pg, flir Immunprézipitationen 800 pg Gesamtprotein verwendet.

5.8.7 SDS-PAGE und Westernblot

Durch die Zugabe von SDS erfolgt die Auftrennung von Proteinen im elektrischen Feld nicht
nach ihrer Ladung, sondern nach ihrem Molekulargewicht, iiber Gelfiltrationseffekte
(verschieden konzentrierte Gele). SDS bindet dabei mit seinem hydrophoben Alkylrest in
einer konstanten Rate (1 SDS/2 Aminosduren) so an Proteine, dass die intrinsische
Proteinladung durch die Sulfatgruppe des SDS maskiert wird.

Zusétzlich wurde die Technik der disc-Elektrophorese (discontinuous pH) angewandt. Hierbei
wird mit zwei unterschiedlichen Gelen, bei unterschiedlichen pH-Werten gearbeitet. Nach der
Beschleunigung und Konzentrierung der Proteine im Sammelgel erfolgt ein ,,Auflaufen* an
der Grenzschicht Sammelgel-Trenngel. Dies hat zur Folge, dass die Banden schirfer begrenzt

sind und besser aufgetrennt werden.

5.8.7.1 Herstellen der Polyacrylamidgele

Zwei Glasplatten (fiir 8 x 10 cm groBe Gele) wurden mit 70 % Ethanol gereinigt und mit
Spacern und Klammern versehen im Gelstinder fixiert. Die Reagenzien wurden in der oben
angegebenen Reihenfolge blasenfrei vermischt und vorsichtig zwischen die zwei fast
waagerecht gehaltenen Glasplatten laufen gelassen. Der Zwischenraum wurde bis etwa 2 cm
unter den Rand der kleineren Platte gefiillt. SchlieBlich wurde alles auf dieselbe Weise mit
etwas Wasser iiberschichtet und fiir mindestens eine Stunde zum Polymerisieren stehen
gelassen. Die Wasserschicht {iber dem auspolymerisiertem Trenngel wurde abgegossen. Nach
zweimaligen ausspiilen mit Wasser wurde der Zwischenraum bis zur Oberkante der kleineren

Glasplatte blasenfrei mit Sammelgel gefiillt.
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Acrylamid/Bisacrylamid-Mix (40 %)

Trenngel 7 %:

APS 10 %: Acrylamid/Bis. (40 %) 875 ul
4xTris-CI/SDS pH 8,8 1,25 ml
10%-ige Losung von APS in dd H20 2,7 ml
dd H20, die aliquotiert und bei TEMED 17 pl
-20 °C gelagert wird APS 10% 7 ul
Trenngel 10 %:
4x Tris-Cl/SDS pH 8,8:
Acrylamid/Bis.(40 %) 1,25 ml
dd H20 300 ml 4x Tris-Cl/SDS pH 8,8 1,25 ml
Tris O1g dd H20 2,5 ml
SDS 2¢g TEMED 17 pl
mit HCI pH 8,8 einstellen APS 10% 7 ul
dd H20 ad. 500 ml
— mit 0,45 pm Filter filtrieren Sammelgel:
Acrylamid/Bis. (40 %) 150 pl
4x Tris-CL/SDS pH 6,8: 4x Tris-CVSDS pH 6,8 0,4 ml
dd H20 1 ml
dd H20 40 ml TEMED 2 ul
Tris 6,05¢g APS 10% 8,5 ul
SDS 04¢
mit HCI pH 6,8 einstellen
dd H20 ad. 100 ml

— mit 0,45 pm Filter filtrieren

Dann wurde ein vorher mit 70 % Ethanol gereinigter Kamm (10 Zéhne) so eingesteckt, dass
keine Blasen entstanden. Nach etwa 20 min wurde der Kamm entfernt, die Taschen mit

Elektrophorese-Puffer ausgespiilt und das Gel in der Elektrophorese-Kammer befestigt.
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5.8.7.2 Laden und Starten des Gels

2x Probenpuffer: 5x Elektrophorese-Puffer:

4x Tris-C/SDS pH 6,8 12,5 ml Tris 15,1¢g

SDS 10% 20 ml Glycin 72 g

B-ME 2ml SDS 5¢g
Glycerin 20 ml dd H20 ad. 1000 ml
Bromphenolblau 1 mg

dd H20 45,5 ml

5.8.7.3 Marker zur GroBenstandard Bestimmung

Rainbow-Marker (Mix aus angefirbten, rekombinanten Proteinen):

250 kDa blau
160 kDa rot
105 kDa griin

75 kDa gelb
50 kDa violett
35 kDa blau
30 kDa orange
25 kDa griin
15 kDa blau
10 kDa rot

Die Lysate oder IPs wurden 1:1 mit Probenpuffer versetzt und zur vollsténdigen Reduktion
fir 5 min auf 100 °C erhitzt. Parallel wurde immer eine Bahn mit 5 pl Proteinmarker beladen.
Das Laden des Gels und der Gellauf fanden bei 4 °C im Kiihlraum statt. Der Gellauf erfolgte
bei 100-125 V.
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5.8.8 Westernblot

5.8.8.1 Der Transfer

Transferpuffer:
Tris 2422 ¢
Glycin 1153 ¢

Methanol 1600 ml
dd H20 ad. 8000 ml

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden diese zur weiteren
Handhabung auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Dazu wurde zunédchst eine
Nitrocellulose-Membran auf die GroBe des Gels zugeschnitten, kurz in dd H20 geschwenkt
und dann in Transferpuffer gelagert. Ebenso wurden zwei Schwdmme und zwei Whatman 3
MM-Papierstiicke der GroBe des Gels in Transferpuffer eingeweicht. Wenn die blaue
Farbmarker-Bande am unteren Rand der Glasplatte angelangt war, wurde der Gellauf beendet
und das Sammelgel abgeschnitten. In einer Transferkassette wurden die Komponenten in
folgender Reihenfolge blasenfrei (ausrollen mit Pipette) aufeinander gelegt: Schwamm,
Whatman, Gel, Nitrocellulose, Whatman, Schwamm. Die Kassette wurde geschlossen und in
der mit Puffer gefiillten Transferkammer so befestigt, dass die Membran auf der Seite der
Anode war. Der Transfer lief unter Riihren bei 4 °C (Kiihlraum) und 100 V fiir etwa eine
Stunde.

5.8.8.2 Blocken der Membran

10x TBST: Blocking-Solutions fiir ECL:
1 M Tris-Cl pH 8 100 ml MP lg

5 M Na(Cl 300 ml Ix TBST ad. 40 ml
Tween 20 5ml oder

dd H,O ad. 1000ml BSA lg

Ix TBST ad. 40 ml
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Da Antikorper auch unspezifisch an verschiedene Materialien binden konnen, ist es
notwendig, alle Stellen der Membran, an denen keine Zellproteine gebunden haben, mit
einem ,,inerten Protein zu blockieren. Nach der Transferlaufzeit wurde die Membran aus der
Kammer genommen und bei Raumtemperatur fiir 2 h in einer Plastikschale mit Blocking-
Solution geschiittelt. Danach wurde sie einmal mit 1x TBST gespiilt und einmal fiir 5 min in
Ix TBST geschiittelt, um {iberschiissige Blocking-Solution wegzuwaschen. Wenn eine
Inkubation mit unterschiedlichen Antikdrpern durchgefiihrt werden sollte, wurde die

Membran an den entsprechenden Stellen mit einem Skalpell geschnitten.

5.8.8.3 Antikorper-Inkubation

Die meisten der verwendeten primiren Antikdrper wurden in einer 1:1000 Verdiinnung, die
sekundéren Antikorper in 1:3000 Verdiinnungen jeweils in Blocking-Solution eingesetzt.

Die Membran wurde in ein Falconrdhrchen eingerollt, so dass die Proteinseite nach innen
zeigte. Die Inkubation erfolgte in dem Rdohrchen mit 3 ml der Antikdrperldosung fiir 1-2
Stunden auf einem Taumelrolleninkubator. Dann wurde die Membran zunéchst viermal mit
TBST gewaschen, bevor der zweite Antikdrper ebenfalls in dem Rohrchen fiir 30 min

inkubiert wurde. Die Detektion der Proteine erfolgte nach erneutem viermaligem Waschen.

5.8.9 Detektion der Proteine

Die Detektion der Proteine erfolgte mittels Chemolumineszenz. Dabei wird durch die an die
sekunddren Antikorper gebundene Peroxidase die Oxidation eines Diacylhydrazids
katalysiert. Bei dieser Reaktion entstehen Stickstoff und Licht, dass Schwirzungen auf einem
aufgelegten Film erzeugt.

Die ECL-Losungen wurden 1:1 gemischt (2 + 2 ml fiir eine etwa 8 x 10 cm gro3e Membran).
Die Membran wurde mit einem Papiertuch gut getrocknet und in einer Plastikschale mit der
Detektionslosung iibergossen. Nach einer Minute wurde der Blot entnommen, auf einem
Papiertuch getrocknet und mit der Proteinseite nach oben auf ein mit Kunststoft beschichtetes
Papier gelegt. Das Ganze wurde mit einer Frischhaltefolie blasenfrei abgedeckt und in einer
Filmkassette fiir 2-60 Sekunden mit einem Film exponiert. Nach der Entwicklung des Films
erscheinen Antikorper-Bindungsstellen als schwarze Banden. Die Markerpositionen wurden

von der Membran auf den entwickelten Film mit einem Folienstift {ibertragen.
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Strippen der ECL-Blots

Stripping-Solution:

Tris-Cl pH 6,7 3,78 g
SDS 10g
B-ME 3,5ml

dd H,O ad. 500 ml

Bei der ECL-Methode ist es moglich, die Membran mehrfach (bis zu dreimal) einer
Immundetektion zu unterziehen. Bei dem so genannten ,,Strippen” werden zunédchst sowohl
die sekundéren, als auch die primidren Antikdrper von der Membran entfernt. Danach ist die
Inkubation mit weiteren Antikorpern moglich.

Die Membran wurde im Wasserbad bei 50 °C fiir 30 min in Stripping-Solution geschiittelt,
dann mit 1x TBS einmal gespiilt und zweimal fiir 10 min gewaschen. SchlieBlich wurde

erneut geblockt und mit Antikorpern inkubiert wie oben angegeben.

5.8.10 Immunpréizipitation

5.8.10.1 Vorgehen

Mit Hilfe der Immunprézipitation ist es moglich, einzelne Proteine oder Proteinkomplexe aus
Zelllysaten zu isolieren. Hierzu wird ein Antikorper gegen c-Kit oder Ber-Abl verwendet um
das jeweilige Protein aus dem Zelllysat zu isolieren. Dieser Antikdrper bindet seinerseits an
kleine Sepharose-Beads. Damit wird nicht nur das direkt gebundene Protein sondern auch alle
daran gebundenen weiteren Proteine aus dem Zelllysat herausgeholt. Der entscheidende Punkt
hierbei ist, dass man Antikdrper verwendet, die an polymere Tragersubstanzen (Beads) wie
Sepharose oder Agarose gekoppelt werden und dadurch abzentrifugierbar werden. Die
Kopplung kann entweder kovalent, iiber Anti-Immunglobulin-Serum, oder iiber Protein A
erfolgen. Das Protein A ist bakteriellen Ursprungs und hat die Eigenschaft, Immunglobuline
iiber deren Fc-Teil zu binden. Wenn der Antigen-Antikorper Komplex an die Beads gebunden
hat, werden diese gewaschen, um ungebundene und unspezifisch gebundene Proteine zu
entfernen. Die Immunprizipitate werden dann zur weiteren Analyse einer SDS-PAGE

unterzogen.
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IP-Waschpufter NP 40:

NP 40 0,1-0,3 % Zusitzlich Proteaseinhibitoren:
EDTA 1 mM

Tris-Cl pH 7,4 50 mM Na-Orthovanadat 1%
Natriumfluorid I mM PMSF 1 %
NaCl 150 mM Leupeptin 0,5 %
Glycerin 15 % Aprotinin 0,2 %

Durch das Preclearing der Lysate werden falsche Ergebnisse aufgrund von unspezifischen
Bindungen an die Beads minimiert. Zunidchst wurden die Beads zweimal mit IP-Waschpuffer
gewaschen, wobei immer kurz in der Tischzentrifuge abzentrifugiert wurde. Jede IP wurde
mit 100 pl dieser Beads versetzt und 2 h auf der Drehscheibe bei 4 °C inkubiert. Dann wurden
die Beads wie vorher abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefil3
iiberflihrt.

5.8.10.2 Inkubation der Antikdrper und Beads

Zu den Uberstinden wurden die Antikdrper gegen das zu prizipitierende Protein gegeben. Es
wurden 75 ul Lysat und 25 pl Antikdrper gemischt und auf ein Gesamtvolumen von 300 pl
mit [P-Puffer aufgefiillt. Die Inkubation erfolgte fiir zwei Stunden bei 4 °C auf einem Rotor.
Pro Ansatz wurden dann 100 pl Beads zugegeben, die vorher wie oben gewaschen wurden.

Die Inkubation erfolgte bei 4 °C fiir 2 h auf dem Rotor.

5.8.10.3 Durchfiihrung der Peptidkontrollen

Die Antikorper wurden fiir zwei Stunden mit einem den Antikorper blockierenden Peptid bei
Raumtemperatur inkubiert, bevor die Immunprézipitationen wie beschrieben angesetzt
wurden. Zu oben beschriebenem Ansatz wurden 125 pl Blocking-Peptid zugegeben, das

Gesamtvolumen blieb bei 300l mit entsprechend weniger IP-Puffer.
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5.8.10.4 Waschen der Immunprizipitate

Um die IPs von unspezifisch gebundenen Proteinen zu reinigen, wurden diese viermal mit je
500 pl IP-Waschpuffer gewaschen. Dazu wurden die Beads fiir jeweils etwa 40 Sekunden mit
der Tischzentrifuge abzentrifugiert.

5.8.10.5 Trennung der Antigen-Antikorper-Protein A Komplexe

Nach dem quantitativen Abnehmen des letzten Uberstands wurden die Beads mit 30 pl
Waschpuffer iiberschichtet. Nach der Zugabe von 10 pl 4x Probenpuffer zu den Prézipitaten
wurden die Ansdtze gut gevortext und fiir 5 min auf 100 °C erhitzt. Die Durchfiihrung der
SDS-PAGE und des Westernblots erfolgte anschlieBend wie oben beschrieben.
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6 Ergebnisse

6.1 Initiale Experimente zur Koprizipitation von Ber-Abl und ¢c-Kit

Die Aufgabe bestand zunichst im Nachweis einer Interaktion zwischen Bcer-Abl und dem
Rezeptor c-Kit. Wie bereits angesprochen, sollte mit der Beantwortung dieser Fragestellung
gekldrt werden, ob eine Beeinflussung des Zellwachstums durch eine Stimulierung durch den
Rezeptor c-Kit erfolgt. Da diese Stimulierung grundsitzlich durch den Stammzellfaktor, den
natiirlichen Liganden fiir c-Kit, aber auch unphysiologisch durch eine intrazellulire
Interaktion mit der Tyrosinkinase Bcr-Abl erfolgen kann, sollte zundchst die Assoziation der
beiden Proteine, spiter auch die gegenseitige Phosphorylierung gepriift werden. Die
Moglichkeit der gegenseitigen Bindung eines Proteins an das andere lieB sich durch eine
Immunprizipitation nachweisen. Eine detaillierte Beschreibung einer Immunprézipitation und
des Western-Blots kann dem Kapitel 5.8.10 im Abschnitt Methoden entnommen werden.
Initial wurde als Quelle fiir Ber-Abl die stabil transfizierte hdmatopoetische Méausezelllinie
32Dp210 verwendet. Diese Zelllinie ist ein Standard-Zellkulturmodell fiir Untersuchungen
der CML. Sie eignete sich wegen der hohen Expressionsraten von Ber-Abl besonders fiir die
Bereitstellung dieses Proteins zur Immunprézipitation. Fiir die Bereitstellung von c-Kit wurde
die leicht zu transfizierende Zelllinie Cos-7 verwendet. Hier konnte, mit verhdltnisméaBig
geringem Aufwand, durch Lipofektion eine transiente Transfektion mit dem c-Kit Gen
erfolgen, welches einem starken Promotor auf dem Transfektionsplasmid nachgeschaltet war.
Cos-7 Zellen zeichnen sich dadurch aus, dass sie adhdrent wachsen und durch gezieltes
Aufteilen in ausreichend grofle Zellkulturflaschen einen &hnlichen Zellzustand der
Proliferation erreichen. Dieser Umstand, zusammen mit dem Vorhandensein geeigneter
Transfektionsverfahren, machte diese Zelllinie besonders geeignet fiir die Produktion von c-
Kit. Die Optimierung der liposomalen Transfektionsmethode wurde fiir c-Kit und Ber-Abl
separat vorgenommen. Die jeweilige DNA wurde in Mengen von 1-5 pg in den
Transfektionsansatz eingebracht. Bei der Optimierung der c-Kit Transfektion wurde auch die
intrazelluldre Trunkation ,,c-Kit intra® verwendet, welches flir spitere Experimente bendtigt
wurde. Die Zunahme der Expression von c-Kit intra, entsprechend der DNA Menge, kann in
Abbildung 7 betrachtet werden. Der Transfektionsansatz unter Verwendung von Bcr-Abl
dagegen, schien schon ab 1 pg DNA gesittigt zu sein. Die Abbildung 8 zeigt eine weitgehend
gleichméfige Expression von Ber-Abl. Fiir die einleitenden Experimente wurden 32Dp210
Zellen als Quelle fiir Ber-Abl verwendet, da diese Zellen eine sehr hohe und konstante Ber-

Abl Expression zu eigen haben.
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Abbildung 8: Optimierung der Bcr-Abl

a c-Kit

Transfektion von Cos-7 Zellen

Abbildung 7: Optimierung der c-Kit Transfektion

von Cos-7 Zellen Es wurde die Effizienz der Transfektion von Cos-7

Zellen unter Verwendung von 1 pg, 2 ug oder 5 ug

Es wurde die Effizienz der Transfektion von Cos-7 DNA untersucht. Die Expression von Ber-Abl wurde

Zellen unter Verwendung von 1 pg, 2 ug oder 5 ug zur Beurteilung herangezogen. Die Verwendung

DNA untersucht. Die Expression von c-Kit intra von 2 pg war fir die folgenden Experimente

oder c-Kit Wildtyp wurde zur Beurteilung ausreichend. Die Bandenstdrke erschien in allen

herangezogen. Die Verwendung von 2 pg war fir Spuren etwa gleich stark, was auf eine Sattigung

die folgenden Experimente ausreichend. bei liposomalen Transfektion hinwies.

Die Abbildung 9 zeigt die erste Immunprizipitation, die mit c-Kit und Bcr-Abl durchgefiihrt
wurde. Der primire Antikorper war gegen c-Kit gerichtet und wurde in der Kontrolle mit
einem Blocking-Peptid in seiner Bindungsfihigkeit stark herabgesetzt. Erkennbar ist die
deutliche Koprézipitation von Ber-Abl und endogenem Abl, der 32Dp210-Zellen, an das
artifiziell eingebrachte c-Kit. Im Anschluss an die Immunprizipitation wurde eine
Gelelektrophorese der Proteine durchgefiihrt um eine Auftrennung nach Molekulargewicht zu
erreichen. Die Detektion erfolgte mit Antikdrpern gegen das nachzuweisende Protein und
Sekundérantikorpern, welche mit Meerrettichperoxidase beschickt waren um eine Detektion
mit Chemolumineszenz (ECL) zu ermdglichen. In diesem Experiment wurde der Westernblot
mit einem Anti-Abl Antikorper detektiert. Gut zu erkennen ist die Spezifitdt der Assoziation
durch die fast vollstdndige Authebung der Bindung bei Zugabe des Blockierungs-Peptides.
Dieses erste Experiment sollte durch weitere Immunprézipitationen ergénzt werden, um eine
hohere Sicherheit beziiglich der Spezifitdt der Interaktion zu erreichen. Des Weiteren sollten

neue Erkenntnisse beziiglich des Bindemechanismus gewonnen werden.
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Abbildung 9: Immunprazipitation c-Kit (Cos)/32Dp210 IP Anti-c-Kit +/- Blocking Peptid
(BP), Blot Anti-Abl

Initiales Experiment zur Uberpriifung einer méglichen Bindung zwischen Bcr-Abl und c-Kit.
Mischung von Lysaten aus Cos- und 32Dp210-Zellen. c-Kit Expression erfolgte durch
transiente Transfektion in Cos-Zellen. Die Bcr-Abl Expression erfolgte stabil in 32Dp210-
Zellen. Die Immunprazipitation wurde gegen c-Kit durchgefiihrt, der Immunblot gegen Abl.
Somit gelang der Nachweis einer Koprazipitation von Bcr-Abl und c-Kit. Eine Kontrolle der
Spezifitét erfolgte unter Hinzunahme eines Blockingpeptides (BP) gegen den primaren c-
Kit-Antikorper.

Da ein selektives Blocking-Peptid fiir den Ber-Antikdrper nicht kommerziell verfiigbar war,
sollte analog zu dem oben beschriebenen Experiment ausschlieBlich der Ber-Antikorper
verwendet werden. Um die Nebeneffekte in der Proteinbindung moglichst auszuschlieBen
wurde eine Kontrolle mit Cos-Zelllysat ohne vorherige c-Kit Transfektion in der
Immunprézipitation benutzt. Wie zu erwarten konnte c-Kit nicht als entsprechende Bande des
passenden Molekulargewichtes in der Abbildung 10 detektiert werden. Dieses Experiment
diente der Uberpriifung der Spezifitit des eingesetzten Bcer-Antikdrpers in der
Immunprézipitation. Es ergibt sich eine hohere Sicherheit im Ausschluss von unspezifischen
Bindungen, beispielsweise an die Sepharose-Beads oder anderer kreuzreagierender Proteine.
Zu bemerken ist, dass fiir diese und die folgenden Experimente der Antikorper gegen Ber flir
die Immunprézipitation von entscheidendem Vorteil gegeniiber dem Abl-Antikorper war. Der
Abl-Antikorper zeigte eine hohe Kreuzreaktivitit mit c-Kit. Als Gegenprobe fiir das
Experiment wurde die Membran des Westernblots gestripped. Auf der Membran desselben

Experiments konnten somit die entsprechenden Bindungspartner mit einer neuen Antikdrper-
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Markierung nachgewiesen werden. Die auf der Membran befindlichen Proteine wurden bei
diesem Stripping-Verfahren nicht beeinflusst, lediglich eine Abnahme der Proteinmenge war
zu verzeichnen, was sich durch Auswaschen in der Stripping-Losung erkliren lies. Diese
Gegebenheit ~ begrenzte  diesen  Vorgang auf etwa  zwei  unterschiedliche
Antikdrpermarkierungen. In Abbildung 11 ist das Vorhandensein der Bcr-Abl Bande zu
sehen, welche auch im Kontrollexperiment, durch die Immunprézipitation (im Folgenden
auch als IP bezeichnet) mit Anti-Ber korrekt zur Darstellung kam. Hingewiesen sei hier auf
das Fehlen der Abl-Bande, welche selbstverstindlich in der Anti-Ber IP nicht gebunden
wurde. Im Vergleich hierzu kann noch einmal auf die Abbildung 9 verwiesen werden, die

eine Koprézipitation auch vom endogenen c-Abl der 32Dp210 Zellen mit c-Kit nachweist.
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Abbildung 11: Immunprazipitation +/- c-Kit
(Cos)/32Dp210 IP Bcr, Blot Anti-Abl

Abbildung 10: Immunprazipitation +/- c-Kit
(Cos)/32Dp210 IP Bcr, Blot Anti-c-Kit

Kontrollexperiment zur Spezifitdt der Antikérper in
der Immunprazipitation. Zusammen mit Abbildung
11 konnte eine spezifische Koprazipitation des Bcr-
Antikdrpers gegen Bcr-Abl gezeigt werden. c-Kit
wurde als Prazipitationspartner von Bcr-Abl in der
Immunprazipitation nachgewiesen (linke Spur). Die
Negativ-Kontrolle in der rechten Spur zeigte
erwartungsgemaB  kein c-Kit, da es im

experimentellen Ansatz nicht vorhanden war.

Kontrolle der Bcr-Abl Expression in transfizierten
und untransfizierten 32Dp210 Zellen. Durchflihrung
desselben Experiments wie in Abbildung 10. Der
Unterschied ist der Primarantikdrper gegen Bcr. Die
Detektion auf dem Western-Blot erfolgte weiterhin
mit dem Abl-Antikdrper. Nachweis von Bcr-Abl in

beiden Experimenten.
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6.2 Einfluss von Ber-Abl Punktmutationen auf die Koprézipitation mit c-Kit

Fir die in Abbildung 9 dargestellte Immunprézipitation wurden die Lysate von c-Kit
exprimierenden Cos-Zellen und Ber-Abl exprimierenden 32Dp210-Zellen gemischt. Um von
dieser sehr artifiziellen Methode, der Mischung der Lysate zweier Unterschiedlicher
Zellsysteme, einen Schritt weiter in Richtung physiologischer Interaktion zu gehen, wurde
Ber-Abl in den folgenden Experimenten transient in Cos-Zellen zusammen mit c-Kit
koexprimiert. Fiir diese Methode der Doppeltransfektion wurden zundchst die entsprechende
DNA von c-Kit und Ber-Abl in, zur liposomalen Transfektion geeignete pCDNA3-Plasmide,
hinein kloniert. Diese Klonierung konnte sehr gezielt durch das Ausnutzen von vorhandenen
enzymatischen Schnittstellen erfolgen. Unterschiedliche Schnittstellen an dem jeweiligen N-
oder C-Terminus ermdglichten ein reibungsfreies Einfligen der Template-DNA in den
aufgespaltenen Vektor in regelrechter Leserichtung. Kontrollen wurden durch enzymatischen
Verdau der DNA und Auftrennung in DNA-Gelelektrophorese durchgefiihrt und verifizierten
die erfolgreiche Klonierung. Die Zellkulturexperimente wurden jeweils mit einem einzigen
Klon durchgefiihrt.

Um die Assoziation von c-Kit und Bcer-Abl in einem einzelnen System noch weiter
eingrenzen, bzw. charakterisieren zu konnen, wurden Punktmutanten an den funktionell
relevanten Aminosdurepositionen Ber-Abl 177, Ber-Abl 1053 und Bcer-Abl 7069 mit
untersucht. Zur besseren Ubersicht sind die Punktmutationen Schematisch in Abbildung 12

dargestellt.

Y177 1053 7069

Ber FLVRES Abl

Abbildung 12: Schema der Bcr-Abl Punktmutanten

Die Positionen der Ber-Abl Mutationen entsprechen funktionell relevanten Doménen, die
durch die Verdnderungen inaktiviert wurden. Die Mutante Y177 verdnderte das an dieser
Aminoséureposition liegende Tyrosin zu Phenylalanin und unterbricht die Bindung an das
Adaptormolekiil Grb2. Eine Phosphorylierung von c-Kit {iber den Zwischenschritt der Grb2
Aktivierung konnte somit ausgeschlossen werden. Ber-Abl Y177 phosphorylierte c-Kit in
unverdnderter Weise. Die Punktmutante 1053 war innerhalb der SH2-Doméne des Abl Teils

lokalisiert. Diese Doméne ist bekannter Mallen in die Bindung mit Cbl direkt involviert.
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Indirekt ergab sich daraus eine Relevanz fiir die Formierung eines Komplexes zwischen Src,
CRKL, PI3-Kinase und Ber-Abl. Samtliche dieser Signalmolekiile sind auch in die Funktion
von c-Kit verwickelt und binden direkt daran. Auch hier konnten die genannten Molekiile
nicht fiir eine Phosphorylierung von c-Kit verantwortlich gemacht werden.

Die in Abbildung 13 zu sehenden Banden zeigen das Vorhandensein von Bcer-Abl, als auch
endogenem c-Abl in den Cos-Zelllysaten im Westernblot. Die Anfirbung erfolgte mit dem
Abl-Antikorper. Es verwundert nicht, dass c-Abl auch in diesen eukaryontischen Zellen
ubiquitdr nachzuweisen war, da Abl bekannter Weise viele Funktionen in der Zellregulation
hat und in nahezu allen eukaryontischen Zellen gefunden wird. Gut zur Darstellung kam die
Effektivitit der Kotransfektion von Ber-Abl und seinen Punktmutationen, zusammen mit dem
Wildtyp c-Kit. Der Nachweis, und die relativ homogene Expression von c-Kit ist der
Abbildung 14 zu entnehmen. Da hier die Detektion von Wildtyp c-Kit zum ersten Mal
erfolgte, seien einige Worte zum Bandenmuster verloren. Es ist bekannt, dass der am
intrazelluldren C-Terminus bindende c-Kit-Antikdrper, ein etwas breiteres Bandenmuster
detektiert. Auch fiir andere c-Kit-Antikorper ist dies bekannt. Ursache ist der extrazelluldre
Anteil des c-Kit Rezeptors, welcher unterschiedlich starke Glykosylierung aufweist, die fiir
diese deutlichen Schwankungen im Molekulargewicht verantwortlich sind. Die, unterhalb der
deutlich angefarbten Banden, sichtbaren Proteinmuster ist typisch flir einen Westernblot eines
nicht weiter verarbeiteten Rohlysat von Zellkulturen. Nach Immunpréizipitationen kann sich
dieses Muster dndern oder diese falsch detektierten Banden fallen sogar ganz weg. Erklért
werden kann dieser Effekt durch die Tatsache, dass die Proteine des Zelllysat nach
gelelektrophoretischer Auftrennung in denaturierter Form vorlagen, so dass durch
Anderungen der Proteinstruktur, falsch erkannten Binderegionen anderer Proteine detektiert
werden konnten. Zum Vergleich konnen die Western-Blots mit aufgetragenen Rohlysaten, mit
dem Bandenmuster der Immunprézipitationen verglichen werden.

Mit den eben gezeigten Rohlysaten wurden Immunprézipitationen durchgefiihrt. Einmal mit
Primér-Antikorper gegen Ber und dann gegen c-Kit. Es wurde fiir jede Immunprézipitation
jeweils ein Westernblot erstellt, der insgesamt dreimal mit Detektionsantikdrpern inkubiert

wurde. Zwischen den Detektionen erfolgte ein Waschschritt in der Strippinglosung.
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Abbildung 13: Rohlysate Cos Kit/Bcr-Abl Abbildung 14: Rohlysate Cos Kit/Bcr-Abl
Mutanten, Blot Anti-Abl Mutanten, Blot Anti-c-Kit
Nachweis der gelungenen Kotransfektion von Bcr- Nachweis der gelungenen Kotransfektion von Bcr-
Abl und c-Kit in Cos-Zellen. Hier die Detektion von Abl und c-Kit in Cos-7 Zellen. Hier die Detektion
Bcr-Abl und auch der Abl-Bande im Rohlysat. von Wildtyp c-Kit mit dem typischen
Bandenmuster.

Die folgenden drei Darstellungen, Abbildung 16 bis Abbildung 18, demonstrieren das
Vorhandensein von c-Kit nach der Immunprézipitation gegen Bcr. Eine Kontrolle mit
Rohlysat ist in der rechten Spur zu sehen. Dieses Experiment lieB den Schluss zu, dass die
Koprézipitation von c-Kit an Bcer-Abl in dem, durch Kotransfektion gewonnenen Zelllysat
nachzuweisen war und nicht durch eine der drei Mutationen Ber-Abl 177, 1053 oder 7069
aufgehoben werden konnte. In allen Spuren der Gelelektrophorese ist c-Kit als
Koprézipitationspartner nachgewiesen worden. Dies sollte als erster Hinweis dienen, ob
funktionell verdndertes Bcr-Abl fiir eine Bindung notwendig ist, oder ob mdglicherweise
allein strukturelle Gegebenheiten flir eine Bindung verantwortlich sind. Zu den
Punktmutanten ist anzumerken, dass die jeweils zu mutierende Position im Vergleich zur
urspriinglich vorhandenen Aminosdure durch die am ndchsten verwandte Aminosdure
ausgetauscht wurde. Es ist daher nicht von einer Konformationsinderung oder anderen
strukturellen Verdnderungen auszugehen. In der Abbildung 17 ist als Kontrolle die
Prizipitation von Ber-Abl zu sehen. Unterschiede in der Intensitdt der Bandenstérke sind auf
geringe Abweichungen der Proteinkonzentration im  Lysat oder des

Immunprizipitationsansatzes zuriickzufiihren. Wie erwartet fillt auch hier in der rechten
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Kontrollbande das Vorhandensein von Abl auf, welches im Rohlysat vorhanden war, aber in
der Immunprézipitation nicht vom Ber-Antikdrper erkannt wurde. Da die Punktmutationen
von Bcr-Abl zu keiner Alteration der Koprézipitation von Bcer-Abl flihrten, aber eine
funktionelle Charakterisierung zum Verstdndnis wesentlich beitragen sollte, wurde zusétzlich
ein Phosphotyrosin-Blot angefertigt, um den Phosphorylierungsgrad von c-Kit und Ber-Abl
zu untersuchen. Da dieselbe Membran verwendet wurde, zeigte sich auch hier, durch
unterschiedliche Mengen an prézipitiertem Protein bedingt, in der linken Spur eine geringe
Anfiarbung von Ber-Abl beim Wildtyp. Die Mutanten dagegen waren gleichermal3en aktiviert,
bis auf die kinaseinaktive Mutante Ber-Abl 7069. Als wichtigste Aussage kann diesem
Experiment entnommen werden, dass Bcr-Abl im Rohlysat phosphoryliert ist, c-Kit dagegen

nicht. Ganz anders stellt sich dies in den ersten drei Spuren dar.

c-Kit

Ber-Abl \ |

Anti Ber
Antikorper

Abbildung 15: Schema der Immunprazipitation Anti Bcr und Assoziation mit c-Kit

Es wird das Prinzip der IP gegen Bcr-Abl demonstriert. Ein primarer Antikérper bindet den
Bcr-Anteil und bleibt an Sepharose-Beads hangen, von denen spater die Prazipitierten
Proteine herausgeldst werden. c-Kit ist mit Bcr-Abl assoziiert und wird spater auch in den
Western-Blots detektiert.

Hier konnte die c-Kit Bande im Anti-Phosphotyrosin Blot nachgewiesen werden. In der ersten
Spur, wie bereits angesprochen, technisch bedingt schwicher. Der Primdre Antikdrper der
Immunprézipitation war gegen Bcer gerichtet, so dass als Aussage postuliert werden kann, dass

c-Kit nach der Koprizipitation mit Bcr-Abl in phosphoryliertem Zustand vorliegt.
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Abbildung 16: Immunprazipitation Cos Kit/Bcr-Abl
Mutanten, IP Anti-Bcr, Blot Anti-c-Kit

Nachweis der Assoziation von c-Kit mit Wildtyp Bcr-
Abl und den Punktmutationen Bcr-Abl 177, 1053
und 7069. Keine dieser Mutationen fihrte zur

Aufhebung der Koprazipitation.
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Abbildung 17: Immunprazipitation Cos Kit/Bcr-Abl
Mutanten, IP Anti-Bcr, Blot Anti-Abl

Nachweis von Expression und Prazipitation von Bcr-
Abl in der Kotransfektion. Kontrolle. Die
unterschiedliche Bandenintensitét konnte mit
technisch bedingten Schwankungen der
Proteinkonzentration im Zelllysat in Verbindung

gebracht werden.
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Abbildung 18: Immunprazipitation Cos Kit/Bcr-Abl Mutanten, IP Anti-Bcr, Blot Anti-

Phosphotyrosin

Eine der wichtigsten Aussagen konnte in diesem Experiment beobachtet werden. Die c-Kit

Bande, welche in den ersten drei Spuren zu sehen ist, aber nicht in den beiden rechten

Spuren, ist phosphoryliert. Nach der Immunprazipitation gegen Bcr. Die lieB den Schluss

zu, dass die Koprazipitation von Bcr-Abl

und c-Kit mit einer Phosphorylierung

vergesellschaftet ist. Im Vergleich konnte die Bande im Rohlysat (rechte Spur), nicht

detektiert werden, ebenso nicht in dem Experiment mit Kinase inaktivem Bcr-Abl (Bcr-Abl

7069). Die c-Kit Bande war in der linken Spur der eingescannten Abbildung schwer

auszumachen, im original aber deutlich vorhanden. Die schwache Darstellung der Bande

ist technisch Bedingt (vgl. Abbildung 17).
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Im direkten Vergleich mit Abbildung 22 zeigte sich dort keine Phosphorylierung, da vermutlich
der iiberwiegende Teil von c-Kit in nicht assoziierter Form mit Ber-Abl vorlag. Die
verhdltnismiBig schwache Bandendarstellung in Abbildung 20 erhértete diesen Verdacht. Es
bleibt darauf hinzuweisen, dass die Bcr-Abl 7069 Mutante eine inaktive Kinase enthielt und
somit, vollig den Erwartungen entsprechend, in den Phosphotyrosin-Blots der Abbildung 18
und Abbildung 22, keine phosphorylierten Tyrosinreste von Bcer-Abl und c-Kit detektiert
wurden. Dies war ebenfalls ein Hinweis darauf, dass c-Kit nicht durch andere Kinasen
intrazellulér phosphoryliert wurde, zumindest in diesem experimentellen Aufbau. Wie schon
angedeutet, zeigte sich in dem gegenteilig aufgebauten Experiment der Abbildung 21, mit
Immunprizipitation gegen c-Kit, eine kriftige Bandendarstellung von c-Kit in allen Spuren,
einschlieBlich der Punktmutanten von Bcr-Abl. Die Abbildung 20 lieB auch den Schluss zu,
dass sdmtliche verwendeten Punktmutanten in Ber-Abl die Fahigkeit zur Koprazipitation mit
c-Kit nicht verloren hatten. Zusammenfassend konnte aus diesen sechs Abbildungen dieses
Experiments geschlossen werden, dass alle verwendeten Ber-Abl Punktmutanten mit c-Kit
Assoziieren konnten und umgekehrt. Die Phosphorylierung von c-Kit im Rohlysat war nicht
vorhanden, wogegen die ersten drei Spuren in Abbildung 18 belegten, dass nach der
Immunprézipitation c-Kit in phosphoryliertem Zustand vorlag. In der zweiten Spur von
Rechts mit Verwendung der Bcer-Abl 7069 Mutante dagegen war c-Kit nicht im
Phosphotyrosin-Blot, aber im c-Kit Blot nachweisbar. Dies belegte die Assoziation der Ber-
Abl 7069 Mutante mit c-Kit, allerdings unterblieb die Phosphorylierung.

c-Kit

Anti c-Kit

Antikérper | | Bcr-Abl

Abbildung 19: Schema der Immunprazipitation gegen c-Kit mit Assoziation von Bcr-Abl

Diese Abbildung zeigt den schematischen Aufbau des Experiments der folgenden drei

Abbildungen. Immunprazipitation von c-Kit mit daran gebundenem Bcr-Abl.
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Es konnte vermutet werden, dass Ber-Abl Wildtyp und die Mutanten 177 und 1053 durch eine
Koprézipitation mit c-Kit eine Phosphorylierung bedingten. Die Abbildung 19 zeigt den
schematischen Versuchsautbau des nichsten Experiments. Die folgenden Abbildungen
demonstrieren die Immunprizipitationen gegen c-Kit und das daran gebundene Ber-Abl. Wie
schon im vorhergehenden Experiment war der Nachweis des vermutlichen Bindungspartners
in der Koprizipitation, als nicht direkt gebundenes Protein, ein starker Hinweis auf eine
direkte Assoziation. Um weitere Sicherheit in der Spezifitit der untersuchten Bindung zu
erreichen, bot es sich bei verfligbaren Antikdrpern an, jeweils den einen (z.B. Bcr-Abl)
Bindungspartner direkt zu binden. Im zweiten Experiment wurde das entsprechend andere
Protein (z.B. c-Kit) direkt gebunden. Bei Immunprézipitationen besteht grundsétzlich eine
Unsicherheit, ob postulierte Bindungen direkt oder indirekt {iber andere Molekiile stattfinden.
Auch die nicht selektive Bindung von Antikorpern kann die Ergebnisse beeinflussen. Je
deutlicher eine Koprézipitation nachzuweisen ist, besonders wenn unterschiedliche Priméir-
Antikdrper gewdhlt werden, umso hoher ist die Wahrscheinlichkeit der tatsachlichen Existenz
der Bindung. Aus diesem Grund sei nun das Experiment mit dem Primar-Antikorper gegen c-
Kit gezeigt. Wie bereits erklart deutet die Darstellung von Ber-Abl nach einer IP gegen c-Kit

auf eine Bindung dieser beiden Proteine hin.
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Abbildung 20: Immunprézipitation Cos Kit/Bcr-Abl Abbildung 21: Immunprazipitation Cos Kit/Bcr-Abl
Mutanten, IP Anti-c-Kit, Blot Anti-Abl Mutanten, IP Anti-c-Kit, Blot Anti-c-Kit
In dieser IP wurde zunéachst c-Kit gebunden. Die Kontrollexperiment zum Nachweis der c-Kit
Detektion von Bcr-Abl  Wildtyp und den Expression und dem Vorhandensein nach der
Punktmutanten zeigte die Koprazipitation der Immunprazipitation.

beiden Proteine.
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Diese Assoziation ist der Abbildung 20 zu entnehmen. Dieses Experiment gab Hinweise auf die
Bindung sowohl von Wildtyp Bcer-Abl, als auch von den drei Punktmutanten. Als Kontrolle
dient die Abbildung 21 welche c-Kit in allen Spuren des Western-Blots nachweist. Auch hier ist
derselbe Western-Blot insgesamt dreimal verwendet worden. Zwischen den unterschiedlichen
Detektions-Antikdrpern fiir den Blot wurde jeweils ein Stripping-Verfahren angewendet, um
die vorhergehenden Antikdrper von der Membran zu 16sen. Die Abbildung 22 zeigt noch einmal
das Fehlen der Bande der Ber-Abl 7069 Mutante. Ohne funktionierende Kinase konnte Ber-
Abl keine Autophosphorylierung durchfithren und wurde auch nicht durch andere Kinasen
phosphoryliert. Dies entsprach den typischerweise mit dieser Mutante gewonnenen Daten
[Warmuth et al., 1999]. Zusammen mit der Abbildung 18 konnte dies auf einen kausalen
Zusammenhang fiir den dephosphorylierten Zustand von c-Kit, nach Koprézipitation mit der
Bcer-Abl 7069 Mutante, hinweisen. Im Umkehrschluss konnte die Phosphorylierung von c-Kit

durch Ber-Abl vermutet werden.
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Abbildung 22: Immunprazipitation Cos Kit/Bcr-Abl Mutanten, IP Anti-c-Kit, Blot Anti-
Phosphotyrosin

Die Spur ganz rechts (Rohlysat) zeigte keine c-Kit Bande. Dies deutete darauf hin, dass c-
Kit selbst bei Koexpression mit Bcr-Abl im Rohlysat nicht phosphoryliert war. Im
Gegensatz zu Abbildung 18 war hier auch nach der IP keine Phosphorylierung zu
erkennen. Dies konnte mit der Bindung des Primar-Antikdrpers an c-Kit zu erklart werden.
Es wurde sehr wahrscheinlich c-Kit koprazipitiert, ohne dass es mit Bcr-Abl assoziiert war.
Andersherum in Abbildung 18 wurde nur die c-Kit Bande nach der Koprazipitation mit Bcr-
Abl dargestellt.
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6.3 Optimierung der Expression von c-Kit-Mutationen im SF-9-Zellsystem

Nachdem die Interaktion von c¢-Kit und Bcr-Abl demonstriert worden ist, sowie
Punktmutationen an Bcr-Abl keinen wesentlichen Einfluss auf die Assoziation gezeigt haben,
sollte anschlieBend versucht werden eine mogliche Bindungsstelle von c-Kit néher
einzugrenzen. Dies sollte mit einzelnen Fragmenten von c-Kit geschehen. Der extrazellulire
Anteil des Rezeptors ist lediglich fiir das Empfangen des Signals tiber Kopplung an den
Stammzellfaktor von Bedeutung. An der direkten Interaktion mit anderen intrazelluldren
Proteinen ist er nicht beteiligt. Daher wurde die Charakterisierung der Bindung mit Bcer-Abl
nur mit intrazelluliren Mutanten der einzelnen Doménen durchgefiihrt. Die Abbildung 23
listet die verwendeten Domédnen von c-Kit, zusammen mit den wichtigsten Eigenschaften, wie

das Molekulargewicht, und der Aminosiureanzahl, auf.

¢-Kit Volllénge - 2928bp 976 AA 145kDa

Aminoacid 544 577 686 762 775 845 926 976
¢-Kit intra 1296bp | JXM | Kinase 1 | Kinase insert | Kinase 2 | C tail |

e A Bt 1§ B B

Tyrosin
ATP binding

c-Kit intra AJXM

1197bp 399AA 44kDa | AJXM |

c-Kit intra AJXM,K1
888bp 296AA 32,5kDa AJXM,K1 |
c-Kit intra AJXM,K1,KI

642bp 214AA 23,5kDa AJXM,K1,KI |

c-Kit JXM
99bp 33AA 3,6kDa

JXM

cKit K1 | Kinasel |
327bp 109AA 12kDa

c-Kit Kins n N
E—— Kinase insert

228bp 76AA 8,4kDa
c-Kit K2

492bp 164AA 18kDa |
c-Kit Ctail

150bp 50AA 5,5kDa

K2 |

Abbildung 23: c-Kit Mutanten - Ubersicht

Fiur die folgenden Experimente wurden Fragmente verwendet, welche den einzelnen
Doménen von c-Kit entsprachen. Kristallstrukturanalysen mit verwandten Rezeptoren
belegen, dass Trunkationen an der Transmembrandoméne die Struktur i.d.R. nicht dndern.
Des Weiteren wurden immer kirzere Trunkationsmutanten (AJXM; AJXM,K1; AJXM,K1,KI)
und auch einzelne Fragmente (JXM; Kinase 1; Kinase insert; Kinase 2; C tail) verwendet.

Es sind die zugehdrigen Molekulargewichte und Tyrosinreste aufgetragen.
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Es ist davon auszugehen, dass die dreidimensionale Struktur bei Verwendung von dem
gesamten intrazelluldren Teil nicht verdndert wurde. Kristallstrukturen von anderen Rezeptor-
Tyrosinkinasen wurden oft zundchst in Bruchstiicken geldst, bevor die Struktur des
kompletten Rezeptors gewonnen werden konnte. Vergleiche zeigen, dass die Trunkation an
der Transmembrandoméne keinen Einfluss auf die Struktur hat. Daher konnte die Mutante c-
Kit intra, welche direkt an der Transmembrandoméne trunkiert wurde, als eine Mutante mit
Wildtyp-Eigenschaften angesehen werden. Der Vorteil bei der Verwendung der reinen
intrazelluliren Doméne lag in der einfacheren Handhabung bei der Klonierung in den
Expressionsvektor, sowie einer besseren Expression und Bandenschdrfe. Zudem entfiel die
Unsicherheit bei der Beurteilung der Banden auf dem Western-Blot, da eine, das
Molekulargewicht beeinflussende  Glykosylierung ausschlieflich am Immunglobulin-
dhnlichen Teil des extrazelluliren Anteils stattfindet. Einzelne, schmale Banden sind eine
wichtige Eigenschaft bei der Beurteilung des Proteinmustern eines Western-Blots, siche
Abbildung 26. Es wurde die Expression in Cos-Zellen, mit dem schon zuvor verwendeten
Vektor pCDNA3, iiberpriift. Sehr gut zu erkennen war der bereits angesprochene Unterschied
im Expressionsmuster. Der c-Kit Wildtyp, in der ersten Spur, zeigt das bisher schon gesehene
breite Bandenmuster, wogegen die c-Kit Mutanten klare, einzelne Bande produzierten. Die
Proteinmengen des Rohlysats, welches auf das Trenngel verbracht wurde, waren in allen
Spuren gleich. Leider nahm die Expression der c-Kit Fragmente sehr stark ab, so dass sie
auch durch Ausgleich der verwendeten Lysatmengen nicht mehr austariert werden konnte
(Daten nicht gezeigt). Mogliche Ursache ist einerseits die Ineffektivitit des
Expressionssystems, z.B. die Promotor/Template Interaktion, um die gewiinschten
Fragmentgroen zu produzieren. Andererseits kann auch das Zellsystem, welches aus
Affennierenzellen gewonnen wurde, als Sdugetier-System, durch Sekunddrmodifikationen des
produzierten Proteins, zu ungewiinschten Resultaten fiihren. Es kann nicht erwartet werden,
dass fehlende N-terminale Sequenzen in Trunkationsmutanten, ohne Folge in der
Proteinexpression bleiben [Kozak, 1994]. Die Effektivitit muss fiir jedes Protein neu validiert
werden. Um mdglichst beide Ursachen auszuschlieBen, wurde ein anderes Expressionssytem
mit Insektenzellen verwendet. Die ausgewdhlte Zelllinie SF-9 zeichnete sich durch einfache
Zellkulturbedingungen aus und die Moglichkeit {iber Virusvektoren stabil, oder auch mittels
Lipofektion transient transfiziert zu werden. Letztere Moglichkeit zeigte sich als sehr effektiv
und einfach in der Handhabung. Da die Detektion mit dem c-Kit-Antikdrper sehr gut
funktioniert hatte, sollten zundchst nur die Trunkationsmutanten verwendet werden. Bei

diesen Mutanten war der C-Terminus noch vollstandig erhalten.
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Abbildung 24: Optimierung der Bcr-Abl Transfektion von SF-9 Zellen

Es wurde das intrazelluldre c-Kit-Fragment und Wildtyp Bcr-Abl verwendet. Zunachst
wurde nur einzeln transfiziert, dann in der dritten Spur auch kotransfiziert. Die Effizienz
wurde mit der Expression von Bcr-Abl in 32Dp210 Zellen und der Transfektion in Cos

Zellen verglichen. Die Expression in SF-9 Zellen ist deutlich héher, als in Cos-7 Zellen.
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Abbildung 25: Optimierung der c-Kit Transfektion von SF-9 Zellen

Derselbe Western-Blot wie in Abbildung 24 mit Antikdrper-Markierung gegen c-Kit. Die
Einzel- und Kotransfektionen zeigten keinen Unterschied in der Expressionsstarke. Die

Banden entsprachen dem intrazellularen c-Kit-Fragment.



84 Ergebnisse

Der Antikorper band die letzten 19 Aminosduren des C-Terminus. Daher war es moglich,
einen Vektor fir die Transfektion zu verwenden, welcher keinerlei zusitzliche
Proteinsequenzen fiir die Detektion (z.B. GST-Tag, His-Tag) exprimierte.

Die Abbildung 24 und Abbildung 25 zeigen die erfolgreiche Expression im SF-9 Zellsystem nach
liposomaler Transfektion. Untersucht wurden Einzel-, sowie Doppeltransfektionen von c-Kit
und Bcer-Abl. Wichtig war auch der Nachweis einer Expression der intrazelluliren c-Kit-
Mutante. Bei dieser Mutante fehlten bereits 5° gelegene DNA-Sequenzen, die gelegentlich die
Expression negativ beeinflussen konnen. Es wurden bei dieser Mutante keine
Einschrinkungen bei der Expression festgestellt. Im Folgenden sollten noch kiirzere
Fragmente von c-Kit erstellt und exprimiert werden.

In der Abbildung 27 ist die gelungene Transfektion und Expression von intrazelluldrem c-Kit
(Kit intra) zu sehen. Auch die Kotransfektion mit Ber-Abl lies sich problemlos durchfiihren,
wodurch ausreichende Konzentrationen der Proteine, die im Lysat zur Verfligung standen,
erreicht wurden. Die Kontrolle der Ber-Abl Expression ist in Abbildung 28 zu sehen. Hier wurde
noch einmal die Effektivitdt der Transfektion dem Cos-System gegeniiber gestellt (vierte
Spur). Bei alleiniger Transfektion von Ber-Abl kam die gewonnene Proteinmenge sogar fast
an die Menge der stabil transfizierten 32Dp210 Mausezelllinie heran (fiinfte Spur). 32Dp210
Zellen wurden schon im urspriinglichen Versuch zur Bindung von c-Kit und Bcr-Abl
verwendet (siche Abbildung 9).

Ein groBer Vorteil von SF-9 Zellen ist nicht nur die Expression der Proteine, sondern sie
fihren auch die Sekundirmodifikationen, beispielsweise die Proteinfaltung und
Phosphorylierung, wie in Sdugetierzellen aus. In Abbidung 29 wurde der Zustand der
Phosphorylierung iiberpriift. Intrazelluldres c-Kit (Kit intra) wurde im Phosphotyrosin-Blot
des Rohlysats nicht detektiert. Dagegen kam die Bcr-Abl Bande in der zweiten bis flinften
Spur gut zur Darstellung. Die erste Spur enthielt kein Ber-Abl, es wurde nicht transfiziert.
Damit war die Grundvoraussetzungen gegeben, um weitere Untersuchungen im SF-9
Zellsystem durchfiihren zu konnen. AnschlieBend wurden die Immunprézipitationen mit den
Proteinlysaten der SF-9 Zellen durchgefiihrt. In der Abbildung 30 und Abbildung 31 konnten,
analog der Experimente im Cos-7 Zellsystem, Hinweise auf die gegenseitige Interaktion von
Ber-Abl und c-Kit aufgezeigt werden. Die schematischen Darstellungen aus Abbildung 15 und
Abbildung 19 konnen zum besseren Verstdndnis noch einmal betrachtet werden. Wichtig ist
jeweils der Nachweis des assoziierten Proteins, welches nicht direkt vom Primérantikorper
erkannt wird. Beispielsweise die Detektion von c-Kit (Kit intra) in der zweiten Spur der

Abbildung 30.
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Abbildung 26: Lysate Bcr-Abl/Kit Mutanten, Blot Anti-c-Kit

Expression von c-Kit Trunkationsmutanten in Cos-Zellen. Die Expression war im
Westernblot der Lysate gut nachvollziehbar. Allerdings nam die Quantitét des produzierten
Proteins, auch nach Ausgleichen von DNA- und Proteinkonzentration deutlich ab. Daher
wurde ein anderes Expressionssytem angestrebt. Hier sind Lysate aus SF-9 Zellen

dargestellt.
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Abbildung 27: Lysate SF-9, c-Kit intra/Bcr-Abl, Blot Anti-c-Kit

Expression von intrazellularem c-Kit (Kit intra) und Kotransfektion mit Bcr-Abl in SF-9
Insektenzellen. Da die unterschiedlichen Glykosylierungen des extrazelluléren

Rezeptoranteils wegfielen, kam die Bande hier auf gleicher Héhe zur Darstellung.
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Abbildung 28: Lysate SF-9, c-Kit intra/Bcr-Abl, Blot Anti-Abl

Expression von Bcr-Abl in SF-9 Zellen. Wichtig war der Vergleich der Effektivitat der
Kotransfektion von Bcr-Abl mit c-Kit und der Vergleich mit den anderen Zellsystemen Cos-
7 und 32Dp210. Die Expressionsrate in SF-9 Zellen war mit den stabil transfizierten

32Dp210 Zellen durchaus vergleichbar.
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Abbildung 29: Lysate SF-9, Bcr-Abl/c-Kit intra, Blot Anti-Phosphotyrosin

Bcr-Abl wurde an seiner erwarteten Position in phosphoryliertem Zustand detektiert. In der
ersten Spur wurde kein Bcr-Abl in die Zellen eingebracht, so dass es nicht zur Darstellung
kam. Intrazelluldres c-Kit (Kit intra) lag im Rohlysat im nicht phosphoryliertem Zustand
vor, wie auch in den Cos-7 Zellen des Saugetierorganismus. Die unterschiedlichen
Bandenstarken von Bcr-Abl entsprachen der Proteinmenge (vergl. Abbildung 28) und nicht
dem Phosphorylierungsgrad.
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Hier wurde mit Hilfe des Primédrantikdrpers zunédchst Ber-Abl gebunden. Die Darstellung von
c-Kit zeigt somit die Koprézipitation der beiden Proteine. Als Kontrolle dazu wurde das
Experiment in Abbidung 31 geplant. Auch hier lagen die koprézipitierten Proteine,
entsprechend ihres Molekulargewichtes, auf der erwarteten Hohe im Trenngel. Tatséchlich
konnte auch die Phosphorylierung von nicht membrangebundenem, intrazellulirem c-Kit
ausschlieBlich nach der Immunprizipitation nachvollzogen werden. Die Abbildung 32 belegte
dies. AusschlieBlich in den ersten beiden Spuren kam das intrazelluldre c-Kit, welches mit
47,5 kDa knapp unterhalb der Immunglobulin-Bande lag, in phosphoryliertem Zustand zur
Darstellung. In den mit aufgetragenen Rohlysaten, der zwei rechten Spuren, wurde kein c-Kit
(Kit intra) detektiert. Die stirkere Expression, im Vergleich mit den Cos-Zell Experimenten,
konnte als Ursache vermutet werden, so dass hier auch nach IP gegen c-Kit der

phosphorylierte Zustand nachgewiesen wurde.
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Abbildung 30: Immunprazipitation SF-9, Bcr-
Abl/c-Kit intra, Blot Anti-c-Kit

Die Bande von intrazellularem c-Kit (Kit intra) kam,
dem Molekulargewicht entsprechend, korrekt zur
Darstellung. Das Molekulargewicht betrug 47,5
kDa, damit lag es knapp unter der Immunglobulin-
Bande. In der zweiten Spur, nach der IP gegen
Bcr-Abl wies die Detektion von intrazellularem c-Kit

auf eine Koprazipitation mit Bcr-Abl hin.

Abbildung 31: Immunprazipitation SF-9, Bcr-
Abl/c-Kit intra, Blot Anti-Abl

Nach Stripping des in Abbildung 30 verwendeten
Western-Blots wurde Bcr-Abl nach der IP gegen c-
Kit in der ersten Spur nachgewiesen. Dies
kontrollierte die Spezifitat der Koprazipitation. Bcr-
Abl wurde in der erwarteten HOhe im Gel
detektiert.
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Abbildung 32: Immunprazipitation SF-9, Bcr-Abl/c-Kit intra, Blot Anti-Phosphotyrosin

Es konnte die Phosphorylierung von intrazelluldren c-Kit, welches nicht mehr
membrangebunden war, nachvollzogen werden. AusschlieBlich in den ersten beiden
Spuren, welche die IP gegen c-Kit oder Bcr-Abl zeigten, konnte phosphoryliertes c-Kit
nachgewiesen werden. Die Rohlysate beinhalteten zwar c-Kit (siehe Abbildung 30), jedoch

in nicht phosphorylierten Form.

6.4 Verwendung von c-Kit Trunkationen zur Lokalisation einer Bindungsstelle

Das intrazelluldre c-Kit konnte mit Ber-Abl koprézipitiert werden. Im Folgenden sollte eine
ndhere Charakterisierung der Bindungsstelle erfolgen, welche relevant fiir diese Assoziation
war. Die Frage nach einer genauen Lokalisation der Bindungsstelle ergabt sich durch den
Nachweis von c-Kit-Mutationen, welche bei unterschiedlichen Erkrankungen entdeckt
wurden. Beispielsweise gibt es konstitutiv aktive Mutanten beim GIST-Tumor [Andersson et
al., 2002], aber auch bei der Mastozytose und der CML sind Mutationen von c-Kit
nachgewiesen worden. Falls eine Domiéne in c-Kit fiir den Bindungsmechanismus
verantwortlich gemacht werden konnte und Mutationen von c-Kit bei CML Patienten in
Einklang gebracht werden konnten, so wiirde dies mdoglicherweise ein neuer Ansatz zum
Verstdndnis des Pathomechanismus sein. Bindungsstudien, welche zwischen c-Kit und
anderen Signalmolekiilen durchgefiihrt wurden, beispielsweise Hck, PI-3 Kinase und einigen

mehr, konnten bestimmte Regionen fiir die Assoziation nachweisen [Lev et al, 1992;



Ergebnisse 89

Thommes et al., 1999]. Die Juxtamembrandoméne (JXM), das Kinaseinsert (KI) und auch der
C-Terminus waren hier essentiell. Weniger relevant waren die zwei Kinase Regionen, welche
fir die Funktion des Phosphataustausches von Bedeutung waren. Zusammenfassend kann
gesagt werden, dass die Kinase Region fiir die Phosphorylierung der bindenden Proteine
verantwortlich ist, die drei genannten Doménen dagegen die Assoziation iiberhaupt erst
bedingen. Von anderen Arbeitsgruppen konnte gezeigt werden, dass einzelne Fragmente von
c-Kit zur Lokalisation von Bindungsstellen der Bindungspartner verwendet werden konnen
[Linnekin et al., 1997]. Daher sollte die weitere Eingrenzung mit den Trunkationsmutanten
geschehen. Wie auch der Abbildung 23 zu entnehmen ist, wurden die Trunkationen von N-
terminal eingebracht, so dass immer kiirzere c-Kit Mutanten entstanden. Dabei blieben stets
die Kinase 2 Region und der C-Terminus erhalten, um die Detektion mit dem verwendeten
Antikdrper C19 zu gewéhrleisten. In Abbildung 33 werden die drei verschiedenen Trunkationen
nach einer Immunprizipitation, gegen c-Kit oder Bcer-Abl, gezeigt. Im Vergleich zu den
vorherigen Experimenten, welche auch das vollstindige intrazelluldre c-Kit enthalten haben,
wurden bei diesen Trunkationsmutanten jeweils die zu untersuchende Doménen entfernt. Wie
zu erkennen ist, war in allen Immunprazipitationen, allerdings in unterschiedlicher Intensitét,
eine Koprézipitation nachweisbar. Die jeweilig nach IP gegen c-Kit aufgetragenen Spuren
deuteten auf eine Bindung von Bcer-Abl an c-Kit hin. Dies lieB den Schluss zu, dass die
Bindungsstelle entweder in der Kinase 2 Region oder im C-Terminus lag.

Die Abbildung 34 zeigt dasselbe Experiment mit einem Western-Blot gegen c-Kit. Leider ist
hier nur fiir die Mutanten AJXM und AJXM,K1 der Nachweis in den Immunprézipitationen
gegen c-Kit gelungen. Die Kreuzprobe in der IP gegen Bcer-Abl war technisch nicht
durchfiihrbar. Wie auch schon in der Abbildung 26 zur Darstellung kam, war die Expression
von c-Kit Fragmenten ebenfalls technisch nicht ohne weiteres durchzufiihren. Die
Inkonsistenz in den Immunpréazipitationen konnte zum Teil mit dem GroBenunterschied und
der unterschiedlichen Expression der beiden Bindungspartner erklidrt werden. Insbesondere
die immer kleiner werdenden c-Kit-Trunkationen mit Molekulargewichten von 23,5 - 40 kDa,
dazu noch von N-terminaler Seite trunkiert, stellten einen groflen Gegensatz zum 210 kDa
schweren Ber-Abl dar. So war es zu erkldren, dass die Immunprézipitation einer erfolgten
Bindung, mit Primdrantikorper gegen c-Kit, detektiert werden konnte, andersherum aber
nicht. Es wurden ebenfalls neue Mutanten hergestellt, welche zusétzlich eine Kozah-Sequenz
gewahrt haben, um Sequenzen am 5’ Ende fiir eine optimale Transkription zu gewdhrleisten

[Kozak, 1994]. Es wurden keine Unterschiede im Expressionsverhalten festgestellt.
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Abbildung 33: Immunprazipitation SF-9 Bcr-Abl/c-Kit Mutanten, Blot Anti-Abl

Es wurden Immunprazipitationen gegen c-Kit und Bcr-Abl durchgefiihrt. In diesem
Experiment konnte eine Koprazipitation der immer kiirzer werdenden c-Kit-Fragmente mit
Bcr-Abl bestatigt werden. Eine Bindungsstelle konnte demzufolge in der Kinase 2 Region
oder am C-Terminus vermutet werden. In den Spuren der IP gegen c-Kit zeigten sich
Hinweise auf eine Bindung an Bcr-Abl, welches hier detektiert war. Die Unterschiede der
Bandenstarke konnten mit Konzentrationsschwankungen des Exprimierten Proteins in
Einklang gebracht werden und waren nicht Ausdruck einer Intensitét der Assoziation.
Insbesondere die kirzeren c-Kit-Fragmente AJXM,K1 und AJXM,K1,KI waren hiervon
betroffen.

Dennoch sind die Ergebnisse nicht grundsitzlich in Frage zu stellen, da eine Bindungsstelle
am C-terminalen Ende von c-Kit sehr wahrscheinlich ist. Allein die Gro3e von Ber-Abl wiirde
eine Bindung an der Juxtamembrandoméne von c-Kit, welche beim prisentierten Rezeptor
direkt unterhalb der Zellmembran liegt, deutlich erschweren. Um dennoch eine prizise
Einordnung der Assoziation zu ermdglichen, wurden die in Abbildung 23 gezeigten c-Kit
Mutanten der Einzeldomdnen in einen Vektor kloniert, welcher die Expression in einem
Bakteriensystem ermdglichte. Dieses Expressionssytem trigt den kommerziellen Namen
TKX-1 und ist von der Firma Stratagene erhéltlich. Die Vorteile waren die Kopplung an ein
GST-Tag, die hohe Expressionseffizienz und die Moglichkeit iiber eine induzierbare Kinase
eine Phosphorylierung des Proteins vorzunehmen. Dies erlaubte den direkten Vergleich von
phosphoryliertem Protein und unphosphoryliertem Status wéhrend der Studien zur
Assoziation mit Ber-Abl. Leider war schon in den ersten Experimenten ersichtlich, dass das

GST-Tag unter den gegebenen Versuchsbedingungen unspezifisch an Ber-Abl gebunden
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hatte. Andere Tags standen flir dieses Expressionssystem, welches sehr spezielle Vektoren
bendtigt, nicht kommerziell zur  Verfigung. Nach  Riicksprache mit der
Entwicklungsabteilung bei Stratagene, waren Versuche mit anderen Tags in demselben
Vektor bei Stratagene erfolglos geblieben. Eine weitere Optimierung dieses Versuchsaufbaus
wurde eingestellt. Da die durch diesen Versuchsaufbau gewonnenen Daten keine neuen

Erkenntnisse erbrachten, wurde auf eine Abbildung verzichtet.
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Abbildung 34: Immunprazipitation SF-9 Bcr-Abl/c-Kit Mutanten, Blot Anti-c-Kit

Im Kontrollexperiment zur vorherigen Abbildung war die Assoziation nicht Nachweisbar.
Lediglich nach IP gegen c-Kit konnten die Trunkationen AJXM und AJXM,K1 detektiert
werden. Dies bewies das Vorhandensein der Proteine nach der IP. Bei den noch kiirzeren
Fragmenten blieb die Detektion aus. Wie auch im Vorversuch mit Cos-Zellen (Abbildung
26) war die immer weiter Abnehmende Menge des exprimierten Proteins als Ursache

auszumachen.

Es konnte nach dieser Vielzahl an verschiedenen Versuchen, in unterschiedlichen
Expressionssystemen, eine molekulare Assoziation von Ber-Abl und c-Kit an dessen C-
Terminus vermutet werden. Eine funktionelle Einschrinkung von Bcr-Abl, durch
Einbringung von Punktmutanten, wirkte sich auf diese Bindung nicht aus. Weitere,

detailliertere Untersuchungen mit c-Kit Fragmenten waren nicht abschlieBend mdglich.
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7 Diskussion

7.1 Kritische Erwigungen der Methoden und Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit beleuchtet die Assoziation und gegenseitige Phosphorylierung von
Ber-Abl und c-Kit im Kontext der CML. Es sollen einige grundsétzliche Anmerkungen zu

den Ergebnissen von Expression, Immunprézipitationen und Westernblots folgen.

7.1.1 Die Expression von Proteinen unterschiedlicher Grof3e

Um die Funktion der zelluldren Proteine besser untersuchen zu konnen, ist das Einbringen
von c-DNA in die Zellen, sei es als Wildtyp DNA oder als mutierte cDNA in Form von
Plasmiden, Voraussetzung, um zu analysieren, welchen Effekt die dadurch iiberexprimierten
Proteine in der Signaltransduktion hervorrufen. Als Zellsystem fiir die Untersuchung der
Interaktion von Ber-Abl und c-Kit diente die fibroblasten-dhnliche Zelllinie Cos-7. Diese
Zelllinie wurde aus Affennierenepithelzellen gewonnen, die mit einer replikationsdefekten
Variante des SV40-Virus transformiert wurden. Das Virus ist zwar nicht mehr in der Lage,
seine eigene DNA zu replizieren, jedoch wird in den transformierten Zellen das SV40-T-
Antigen exprimiert, das normalerweise die Replikation der viruseigenen DNA, ausgehend
vom SV40-Replikationsursprung, aktiviert. Plasmide, die einen SV40-Replikationsursprung
enthalten, werden in diesen transformierten Zellen episomal repliziert und die Proteine, fiir
die die Plasmide kodieren, konnen auf diese Weise hocheffizient exprimiert werden. Fiir die
Transfektion der Cos Zellen wurde das Plasmid pCDNA3 verwendet, welches diese
Eigenschaften besitzt. Um die Plasmide in die Zellen zu transferieren, wurde die Methode der
Lipofektion gewdhlt. Vorteil dieser Methode ist die leichte Durchfiihrbarkeit, da die
plasmidische DNA tiber einfache physikalische Mechanismen an die Liposomen gebunden
und so transmembrandr in die Zellen transportiert werden kann. Fiir diese Art der
Transfektion eignen sich besonders adhdrent wachsende Zelllinien, wie die Cos-7 Zelllinie, da
die liposomale Suspension gleichmdBig auf das Zellmonolayer ausgebracht werden kann und
dadurch etwa 80 - 90% der Zellen transient transfiziert werden kdnnen. Nachteil der Methode
ist die Unsicherheit beziiglich der Expressionseffizienz der zu exprimierenden Proteine. Zwar
kann man die Menge an plasmidischer DNA abhdngig von der jeweiligen Plasmidgrofle
optimieren, jedoch sind verschiedene Storfaktoren wie der Reinheitsgrad der DNA, der vorher
bestimmt werden muss, oder die Wachstumsphase der Zellen, die transfiziert werden, fiir die

Transfektionseffizienz bedeutsam. Trotz optimaler Vorbereitung einer Transfektion kann das
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Ergebnis erst im abschlieBenden Westernblot an der Expressionsstirke der Proteine beurteilt
werden. Dennoch ist die Expressionseffizienz in den verschiedenen Experimenten
unterschiedlich und somit zum Teil auch die Aussagekraft der betroffenen Experimente
geschmilert. In dieser Arbeit wurde versucht an den verschiedenen Schritten von der
Herstellung der DNA bis zum Detektieren des Westernblots die Effizienz der Methoden zu
verbessern. Letztlich wurden unterschiedliche Expressionssyteme etabliert und verwendet um
die Bindungsstudien mit hoherer Proteinreinheit durchzufiihren. Grundsétzlich konnte durch
die Expression in SF-9 Zellen eine deutlich bessere Expressionsstirke erzielt werden,
dennoch blieb die gewiinschte Menge an Protein der kleineren c-Kit Mutanten aus. Versuche
mit gewahrter Kozak-Sequenz, welche fiir eine optimale Expression beschrieben wurde,
erbrachten keinen signifikanten Vorteil [Kozak, 1994]. Es scheinen essentielle N-terminale
Sequenzen vorzuliegen, welche sich bei Trunkationen von dieser Richtung negativ auf die
Ablesebedingungen auswirken. Somit sind die Experimente mit c-Kit Mutanten auch nach
Expression in SF-9 Zellen im Grenzbereich der Nachweisbarkeit in den Immunpréizipitationen
geblieben. Eine Expression in einem bakteriellen System sollte die Menge an exprimierten
Protein zusétzlich erhohen. Leider storte das im Plasmid verwendete GST-Tag die
Assoziation mit Bcer-Abl erheblich. Die Expression war gelungen, auch die nachfolgende
Phosphorylierung mit einer Tyrosinkinase in den Bakterien konnte erfolgreich nachgewiesen
werde. Unerwartet konnten diese Proteine mit GST-Tag nicht verwendet werden, da eine
unspezifische Bindung mit Ber-Abl erfolgte. Modifizierungen an der Tag-Sequenz des
Plasmids erschienen nach Riicksprache mit dem Hersteller aussichtslos. Die Firma Stratagene
hatte mehrere erfolglose Bemiithungen unternommen andere Tag-Sequenzen zu
implementieren. Die Versuche mit c-Kit Mutanten wurden hier nach zahlreichen

Experimenten eingestellt.

7.1.2 Die Aussagekraft von Immunprizipitationen

Ein einzelnes Experiment, welches mittels einer Immunprézipitation eine molekulare
Assoziation nachweist, kann lediglich als Hinweis auf eine Bindung verstanden werden. Eine
Vielzahl an Fehlerquellen relativiert die Aussagekraft eines Experiments. Daher sollten
Immunprézipitationen mdglichst durch Kontrollexperimente ergénzt werden, um eine hohere
Sicherheit beziiglich der Spezifitdit zu erhalten. Zudem ist zu beriicksichtigen, dass die
Immunprézipitation in einer Pufferlosung erfolgt und nicht im natiirlichen Zytosol. Bei
Durchsicht der géngigen Literatur, insbesondere dem Material und Methoden Teil

verdffentlichter Arbeiten, konnen grofle Unterschiede bei den verwendeten Pufferlosungen
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festgestellt werden. Héufig wird ein modifizierter Standardpuffer verwendet, an dem
Anderungen der Salzkonzentrationen vorgenommen werden. Die zu untersuchenden Proteine
konnen ihre Struktur mehr oder weniger stark &dndern, indem eine hohere Salzkonzentration
im Puffer verwendet wird. Je nach Experiment und Zielprotein werden die
Versuchsbedingungen optimiert. In wie weit die Ergebnisse noch einer physiologischen
Interaktion entsprechen ist Gegenstand vielfacher Diskussionen. Die Experimente der
vorliegenden Arbeit wurden allesamt mit einem Standardpuffer durchgefiihrt, welcher den
natiirlichen Gegebenheiten in der Zelle entspricht.

Selbstverstandlich kann bei Immunprézipitationen nicht vollig ausgeschlossen werden, dass
nicht kleine Adaptorproteine, welche beide Proteine binden, oder unspezifische Bindung an
die Sepharose-Beads fiir die Assoziation verantwortlich sind. Dies ist aber eine grundsétzliche
Uberlegung bei Immunprizipitationen. Es bestand bei den hier durchgefiihrten Experimenten
kein Hinweis auf eine solche Gegebenheit. Die mdgliche Involvierung von einigen
Adaptormolekiilen wurde durch die Verwendung von Bcer-Abl Punktmutanten weitgehend
ausgeschlossen, welche relevante Bindungsstellen aufgehoben haben. Dennoch sind einige
bereits aufgezédhlte Proteine in der Lage sowohl c-Kit als auch Ber-Abl zu binden. Inwiefern
die Moglichkeit einer gleichzeitigen Bindung besteht, ist nicht bekannt. Die Tatsache, dass c-
Kit und auch die intrazelluldire Mutante, nach einer Koprézipitation in phosphorylierter Form
vorlag, deutet sehr stark auf eine Interaktion mit Ber-Abl hin. Es schein besonders die Néhe
der beiden Proteine wesentlich fiir den Phosphataustausch zu sein, da c-Kit im Rohlysat,
demnach einer vermutlich groBeren Entfernung zu Ber-Abl, in nicht phosphoryliertem
Zustand vorlag. Erst nach erfolgter Immunprézipitation schien eine kritische Néhe erreicht
worden zu sein um die Assoziation und den Phosphataustausch zu unterstiitzen.

Die Vorliegenden Ergebnisse der Immunprézipitationen wurden in unterschiedlichen
Zellsystemen zur Produktion der Proteine, sowie durch Kotransfektionen bestdtigt. Die
Tatsache, dass Schwankungen in der Bandenstirke zu verzeichnen waren, spiegelt die
Tatsache wieder, dass diese Experimente im Grenzbereich der Durchfiihrbarkeit erfolgt sind.
Kleine Fragmente lassen sich hdufig nicht ohne Einbuflen bei der Expression herstellen. Wie
schon bei der Darstellung der Ergebnisse selbst angesprochen wurde, ist die Assoziation von
c-Kit und Ber-Abl, im Vergleich mit der Koprézipitation anderer Molekiile, eher als niedrig
einzuschitzen. Ergebnisse von Bindungsstudien zwischen Hck und Ber-Abl, mit sehr
dhnlichem experimentellen Aufbau, wurden zum Vergleich herangezogen.

Nicht nur die Proteinexpression kann filir die unterschiedliche Bandenstirke im Westernblot

verantwortlich sein. Nach erfolgter Lyse der exprimierenden Zellen, muss die
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Proteinkonzentration des Lysats auf eine gleiche Hohe gebracht werden, um gleiche Mengen
Protein in die folgenden Immunprézipitationen einzubringen. Der photometrische Nachweis
der Proteinkonzentration konnte einfach bewerkstelligt werden. Ein entsprechender Ausgleich
durch Verdiinnung der Lysate war gut moglich. Die in die IPs einzubringenden Volumina
waren dhnlich hoch und mit dem Gesamtvolumen des Ansatzes problemlos vereinbar. Jedoch
kann die Durchfithrung der Immunprézipitation, vor allem die Zugabe der Sepharose-Beads
fir Schwankungen der nachzuweisenden Proteinmenge verantwortlich sein. Die Proteine
werden an einen Antikdrper gebunden, der seinerseits an die Sepharose-Beads bindet (vgl.
Abbildung 15). Die nicht gebundenen Anteile werden in vier Waschschritten herausgelost.
Dies erfolgt im Uberkopfschiittler im Kiihlraum. In regelmiiBigen Abstinden wird das
Eppendorfgefd mit dem darin befindlichen Ansatz abzentrifugiert und der Uberstand mit
einer Pipette abgesaugt. Dabei kdnnen Sepharose-Beads und Teile der Proteine, welche an die
Beads gebunden sind, mit aspiriert werden. Entsprechend weniger Proteinmenge ist
abschlieBend im Ansatz des Experiments vorhanden und wird auf das Trenngel fiir den
spiteren Westernblot aufgetragen. Auf diese beschriebenen Schwankungen wurde bei der
Beschreibung der entsprechenden Abbildungen hingewiesen, so dass im Kontext des
jeweiligen Experiments, trotz der kleinen Unterschiede in der Bandenstirke des Westernblots,

die Gesamtaussage nachvollzogen werden kann.

7.2 Darstellung der wichtigsten Erkenntnisse im Kontext der Literatur

Grundsitzlich stellt sich die Frage, ob eine nachgewiesene Bindung nicht nur moglich,
sondern tatsdchlich auch relevant fiir den physiologischen oder pathologischen Ablauf der
Signaltransduktion ist. Die Frage, ob c-Kit als Tyrosinkinase-Rezeptor von einer weiteren
Tyrosinkinase Bcr-Abl  von intrazelluldr — stimuliert wird, ist ein wesentlicher
Diskussionspunkt. Grundsdtzlich weisen die Beobachtungen von CML Zellen darauthin, dass
c-Kit zu einem bestimmten Zeitpunkt der Entwicklung der CML eine Rolle in der klonalen
Expansion und auch der Eosinophilie spielen kdnnte. Ob tatséchlich der Stimulus durch SCF
oder von intrazellulirer Seite durch Bcer-Abl vermittelt wird bleibt weiter unklar.
Grundsitzlich ist die Interaktion von c-Kit mit anderen Kinasen nichts ungewohnliches,
beispielsweise  sind die  Src-Kinasen auch im physiologischen Zusammenhang
Bindungspartner [Linnekin et al., 1997]. Dass tatsichlich eine Signaltransduktion zwischen c-
Kit und Ber-Abl stattfindet, wird durch die hier gezeigten Experimente postuliert, welche den
Phosphorylierungszustand von c-Kit vor und nach der Immunprizipitation iiberpriifen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Bindung selbst keine sehr hohe Affinitdt zu
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haben scheint. Vergleiche mit Bindungsstudien zwischen c-Kit und der Src-Kinase Hck haben
eine deutlichere Nachweisbarkeit der Assoziation gezeigt (Daten nicht gezeigt). Dennoch ist
die wesentlich Aussage von der Fihigkeit des gegenseitigen Phosphataustausches abhingig.
Deutliche Hinweise darauf konnten in mehreren gezeigten Experimenten aufgezeigt werden.

Durch die Beantwortung der Frage ob eine Interaktion zwischen Ber-Abl und c-Kit besteht,
kann eine weitere Frage sein ob additive Effekte unterschiedlicher Wachstumsfaktoren
zusammen mit Ber-Abl vorhanden sind. Besonders IL-3 und SCF sind an der Pathogenese der
CML beteiligt. Zudem wurde auch eine mogliche gegenseitige Inhibierung von
Wachstumsfaktoren beschrieben [Magrangeas et al., 2001], so dass auch die Uberpriifung
negativ beeinflussender Faktoren von Bedeutung ist. Da Bcer-Abl positive Zellen, welche
zugleich CD34 positiv sind, eine sehr hohe Proliferation nach Stimulierung mit IL-3 oder SCF
zeigen [Moore et al., 1998], weiter differenzierte Zellen aber Wachstumsfaktor unabhingig
werden [Kabarowski ef al., 1994], besteht die Mdglichkeit, dass einige Faktoren frither als
andere funktionslos werden. Die weitere Charakterisierung der Funktion von
Wachstumsfaktoren stellt einen wesentlichen Schritt im Verstindnis der gegenseitigen
Interaktion  im  pathogenetischen =~ Ablauf  der  Erkrankung  dar. Sollten
Wachstumsfaktorrezeptoren nur in Bcer-Abl positiven Zellen von intrazelluldr stimuliert
werden, konnte es bedeuten, dass eine Gabe von SCF zu einer stirkeren Proliferation von
gesunden Zellen fiihrt. Die klonale Ausbreitung von malignen Zellen konnte damit etwas
gebremst werden. Maligne Zellen wiirden dagegen wenig beeinflussbar sein. Gegen diese
Theorie spricht, dass besonders bei CD34 positiven Zellen c-Kit als wesentlicher
Wachstumsfaktor fiir das Uberleben und auch fiir proliferative Effekte verantwortlich
gemacht werden konnte [Moore et al., 1998]. Vor allem der Vergleich zwischen gesunden
und CML Zellen konnte diese Unterschiede deutlich machen. AusschlieBlich die Bcr-Abl
positiven Patientenzellen waren in der Lage, unter alleiniger Zugabe von SCF, in dem
Kulturmedium zu proliferieren. Ber-Abl negative Zellen konnten lediglich in Kultur aus
einem Mix mit vier verschiedenen Wachstumsfaktoren, IL-6, IL-3, G-CSF und SCF wachsen.
Eine andere Arbeitsgruppe, Dorsey et al., konnte IL-3 als Faktor identifizieren, welcher Ber-
Abl positive Zellen vor Apoptose durch STI-571 schiitzt [Dorsey et al., 2002]. Dies legt die
Vermutung nahe, dass die Signaltransduktion von c-Kit und IL-3R in der Entwicklung der
CML ceine wichtige Rolle spielt. Die Tatsache, dass besonders CD34 positive, unreife
Stammzellen mit der Féhigkeit zu proliferieren und zu differenzieren, reagibel sind, deutet
moglicherweise auf eine sensible Phase der betroffenen Zellen in der Entwicklung der CML

hin. Versuche in der hématopoetischen Zellerethe FDCP-Mix, welche mit einer
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Temperatursensitive Mutante von Bcer-Abl transfiziert wurde, beweist eine erhdhte
Sukzeptibilitit fir SCF, nur wenn Bcer-Abl aktiv ist [Pierce et al., 2002]. Einen weiteren
Hinweis liefert die Arbeit von Inokuchi et al., welche aktivierende Mutationen von c-Kit in
Patientenproben beschreibt [Inokuchi er al., 2002]. Zwei verschiedene Mutationen der
Juxtamembrandomine fiihren zu einer verstirkten Aktivierung des c-Kit Rezeptors durch
SCF und einer hoheren Gesamtphosphorylierung in der Zelle. Dieser Mechanismus wiirde
weiter daflir sprechen, dass die Stimulation mit SCF einen begiinstigenden Effekt auf die Ber-
Abl positiven Zellen hat. Je weiter die Erkrankung voranschreitet, umso mehr CML Zellen
befinden sich im Knochenmark des Patienten. Die Erkrankung breitet sich in der chronischen
Phase schleichend aus. Vermutlich wird eine weitere Mutation im Erbgut der Zellen
notwendig sein um den Ubergang in die Akzelerierte Phase zu bewirken [Fialkow et al.,
1981]. Dieses Zweitereignis konnte auch dafiir verantwortlich sein, dass die CML Zellen in
zunehmender Weise Wachstumsfaktor unabhédngig werden. Andererseits besteht auch die
Moglichkeit, dass weiter ausgereifte Zellen, welche CD34 negativ geworden sind, die
Stimulation des Stammzellfaktors grundsitzlich nicht mehr bendtigen, da weitere
Zellteilungen nicht mehr vorgesehen sind. Weitere Untersuchungen in den unterschiedlichen
Phasen der CML, welche das Verhalten von Patienten-Zellen, Philadelphia positiv versus
negativ untersuchen, sind notwendig um diese Theorien zu erhédrten. Besonders die
Abhiéngigkeit von SCF, beziehungsweise additive Effekte mehrerer Wachstumsfaktoren
konnten diese Zusammenhédnge nédher beleuchten. Scheinbar bewirkt eine Stimulierung mit
SCF einen proliferativen Effekt, obwohl Bcr-Abl vorhanden ist und c-Kit binden und
aktivieren kann [Moore et al., 1998]. Ob dieser Umstand von weiteren Signalmolekiilen
abhdngig ist bleibt weiterhin ungekldrt. In diesem Zusammenhang miisste weiter definiert
werden, inwieweit c-Kit auf den Patientenzellen exprimiert wird und ob der Rezeptor in
phosphoryliertem, also aktiviertem Zustand vorliegt. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten sehr
stark darauf hin, dass Bcr-Abl in der Lage den c-Kit Rezeptor zu binden und auch zu
phosphorylieren. Diese Gegebenheit konnte erkldren, warum CML Zellen ab einen
bestimmten Zeitpunkt wachstumsfaktorunabhingig sind. Da Ber-Abl die Rezeptoren selbst
stimuliert, ist es vorstellbar, dass auch andere Rezeptoren von der intrazelluldren Seite
stimuliert werden. Wie schon angedeutet weisen diese Abldufe darauf hin, dass sich die
Relevanz der Stimuli durch Wachstumsfaktoren im Verlauf der Erkrankung éndert. Sowohl
fiir IL-3, als auch fiir den SCF, aber auch weitere, hier nicht nidher diskutierte Faktoren, ist

dies eine mogliche Erkldrung.
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7.3  Ausblick

Die Ergebnisse der Immunprézipitation mit den verwendeten c-Kit Trunkationen deutet auf
eine Bindungsstelle am C-Terminus oder der Kinase 2 Region von c-Kit hin. Ber konnte in
der IP gegen c-Kit auch bei der Mutante c-Kit AJXM,K1,KI nachgewiesen werden, allerdings
nicht im Kontrollexperiment mit IP gegen Bcr. Weitere Kldrung konnte moglicherweise durch
die Verwendung von c-Kit Punktmutanten erfolgen. Nach dem heutigen Wissensstand
erscheint es wahrscheinlich, dass die Assoziation von c-Kit mit anderen Signalproteinen {iber
tyrosinhaltige Bindemotive erfolgt. Mutationen an entsprechenden intrazelluliren Tyrosin-
Positionen konnten die Effizienz der Expression verbessern und somit die Assoziation mit
Bcer-Abl niher beleuchten. Besonders die Aminosiurepositionen 936 im C-Terminus erscheint
hier sehr interessant, da dies den vorliegenden Daten zufolge die wahrscheinlichste
Lokalisation der Bindung ist. Ergebnisse aus diesen weiterfithrenden Experimenten konnten
zusétzliche Informationen beziiglich der Spezifitit von neuen Wirkstoffen liefern. Eine
Blockierung der Signaltransduktion von c-Kit konnte, wie schon beschrieben wurde,
mehreren Erkrankungen zugute kommen.

Zusétzlichen Informationsgewinn darf sich erhofft werden aus Daten zur funktionellen
Interaktion von c-Kit. So kann beispielsweise die Moglichkeit der intrazelluldren Inhibition
von c-Kit durch eine Stimulierung der Zellen mit IL-3 diskutiert werden. Dies konnte eine
Hochregulierung von CIS bewirken [Yoshimura et al., 1995]. Der IL-3R ist ebenso wie c-Kit
in die Aktivierung JAK/STAT-Kaskade involviert. Diese Aktivierung benotigt wiederum eine
spezifische Inhibition, welche durch die SOCS-Proteine erfolgt. Da Ber-Abl selbst, ebenso
wie der IL-3 Rezeptor, die JAK/STAT-Kaskade aktiviert, konnte dieser Mechanismus zum
erliegen gebracht worden sein. Insbesondere fiir STATS ist eine konstitutive Aktivierung
durch Ber-Abl in Ber-Abl positiven Zellen nachgewiesen [Kindler et al., 2003]. In Zellen aus
SOCS1 Knockout-Méausen besteht eine erhohte Transformationsrate, welches mit der STAT-
Aktivierung in Zusammhang stehen konnte. Umgekehrte bewirkt die Uberexpression von
SOCS1 eine Unterbindung der SCF vermittelten Proliferation und Reduzierung der
Metastasierung Ber-Abl transformierter Zellen [Rottapel et al., 2002]. In dieser Arbeit wurde
zudem die Interaktion von SOCS1 und v-Src ausgeschlossen. Src-Familien-Mitglieder Hck
und Lyn sind Bindungspartner von c-Kit [Linnekin et al., 1997]. Donato et al. konnte zeigen,
dass Lyn und Hck in STI 571 resistenten Zellen eine zunehmende Aktivitit besitzen [Donato
et al., 2003]. Es kann diskutiert werden, ob mdglicherweise c-Kit fiir diese Aktivierung
mitverantwortlich ist, oder es einen weiter Zentral sitzenden Mechanismus gibt, welcher die

Ber-Abl positiven Zellen zur Uberexpression von weiteren Kinasen treibt.
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Die Féhigkeit, inhibierende Signale durch die SOCS-Familie, von einem aktivierten Rezeptor
auf einen anderen zu iibertragen, ermoglicht einen weiteren Interpretationsansatz um die
verschiedenartige Abhéngigkeit der CML Zellen von Wachstumsfaktoren zu erkléren.
Magrangeas et al. hat die gegenseitige Inhibition von IL-3 und IL-11 durch SOCS3
beschrieben [Magrangeas et al., 2001]. Auch andere Arbeitsgruppen haben schon frither die
gegenseitige Inhibierung von Wachstumsfaktoren bei der Entwicklung von hdmatopoetischen
Zellen festgestellt. CIS und SOCS3 konnten bisher dafiir verantwortlich gemacht werden
[Bode et al., 1999]. Nachdem sowohl c-Kit als auch IL-3R dieselben JAK/STAT-Kaskaden
verwenden, welche grundlegende Vorraussetzung fiir die Inhibition durch SOCS sind, liegt es
nahe, einen negativ Crosstalk zu vermuten [Ashman, 1999; Magrangeas et al., 2001]. Die
Moglichkeiten der Realtime-PCR konnte hier gute Vorraussetzungen liefern die Reaktionen
der SOCS-Proteine auf die Stimulierung mit Wachstumsfaktoren zu untersuchen. Diese
Untersuchungen wiirden die gewonnen Daten der Bindungsstudie in funktionellen
Zusammenhang, inwiefern Ber-Abl die Regulation von Wachstumsfaktoren veréndert und ob
eine direkte Assoziation mit c-Kit notwendig ist um dies zu bewirken. Zudem miissten
Proliferations-Assays mit IL-3 und SCF Stimulierung durchgefiihrt werden, um hier weitere
Klarheit zu erreichen. Ein experimenteller Aufbau, der die Zeitliche Einordnung der
Proliferation, als auch der SOCS-Expression nach Stimulierung erlaubt, wire von grof3em
Interesse. Da 32D Zellen kein endogene c-Kit exprimieren, sollte auf ein anderes Zellsystem
ausgewichen werden. Besonders eignen konnten sich FDCP-mix Zellen, welche c-Kit
exprimieren und auch die Féhigkeit zur Differenzierung nicht verloren haben. Das bedeutet
ebenfalls, dass diese Zellen als Modell fiir ein fritheres Erkrankungsstadium dienen konnten,
welches besonders sensibel auf SCF Stimulierung reagiert. Eine Temperatursensitive Mutante
zur gesteuerten Ber-Abl Expression in diesem System steigert die Zahl der moglichen
Experimente zusétzlich [Pierce et al., 2002].

Um dem Kiritikpunkt der in vitro Ergebnisse gerecht zu werden sollte dringend
Charakterisierungen von Patientenzellen in verschiedenen Stadien der Erkrankung
durchgefiihrt werden um weitere Riickschliisse auf den tatséchlichen Ablauf der Erkrankung
zu liefern. Insbesondere die Untersuchung der Reaktion hinsichtlich der Proliferation und
Differenzierung nach Stimulierung mit Wachstumsfaktoren, bei gleichzeitiger Kontrolle der
Expression der genannten Signalproteine, wiirde sehr viele Erkenntnisse liefern. Die
Moglichkeiten der genomischen Charakterisierung von Patientenproben konnte ergénzende
Informationen liefern, ob bestimmte Abberationen flir die Auslosung der Blastenkrise

verantwortlich sind.
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8 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschreibt die durchgeflihrten Experimente zur Charakterisierung der
molekularen Assoziation der Rezeptor-Tyrosinkinase c-Kit mit dem Onkoprotein Ber-Abl. Es
wird in der zeitlichen Abfolge der chronisch myeloischen Leukédmie (CML) besonders fiir die
chronische Phase eine Beteiligung des Stammezellfaktors (SCF), dem natiirlichen Liganden
von c-Kit, an der Proliferation des malignen Zellklons vermutet. Ob hierbei eine Stimulierung
durch SCF wesentlich ist, oder ob der Rezeptor von intrazelluldrer Seite durch Bcr-Abl
stimuliert wird ist eine wichtige Frage fiir das Verstindnis der Progression der CML. Um
diese Frage zu beantworten, wurden Expressionssysteme in Sdugetierzellen und
Insektenzellen optimiert, um eine hohe Produktion von c-Kit zu gewéhrleisten. Es wurde eine
Koexpression von c-Kit und Bcer-Abl hergestellt um gute Bedingungen in den nachfolgenden
Immunprézipitationen (IP) zu schaffen. In diesen Studien konnte eine Koprizipitation von c-
Kit und Bcr-Abl erstmals nachgewiesen werden. Die Bindungspartner waren jeweils im
Western-Blot der IP nachweisbar, sowohl nach Prézipitation von Ber-Abl, als auch von c-Kit.
Im Western-Blots konnte der Status der Tyrosinphosphorylierung von c-Kit detektiert
werden. Eindeutige Hinweise auf die Aktivierung von c-Kit durch Ber-Abl konnten durch
diese Experimente zum ersten Mal nachgewiesen werden. Punktmutationen an funktionell
relevanten Positionen in Ber-Abl dnderten nichts an der gezeigten Interaktion, bis auf eine
Kinase-inaktive Mutante, die keine Phosphorylierung von c-Kit mehr bewirkte. Um eine
Bindungsstelle in c-Kit zu charakterisieren, wurden dann Trunkationsmutanten von c-Kit
hergestellt. Dabei wurde der extrazellulire Rezeptoranteil entfernt und immer kiirzere
Mutanten, durch Entfernung einzelner struktureller Doménen von N-terminal, hergestellt.
Diese wurden in IPs mit Bcer-Abl eingesetzt. Es konnte fiir sdmtliche Mutanten eine
Koprizipitation gezeigt werden, so dass eine Assoziationsstelle von c-Kit nicht klar ermittelt

werden konnte.
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10 Verzeichnis der Abkiirzungen

32D
Aa

Abl
ALL
AML
BaF3
Bcl-2
Ber

bp
BSA
CD
CIS
CML
CMML
Da
DH5a
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
ds
ECL

EDTA
EtOH
FCS
FDA
FLVRES
g
gpl140
GVL

h

Hck
HEPES
IFN-a
IL-3
IL-3R
JAK
K562
kb
KMT

1

Lyn
min
OMIM
PCR
pH
Phl

Hiamatopoetische Zelllinie aus der Maus, IL-3 abhingig
Aminoséure

Abl-Kinase, welche physiologisch in vielen Sdugetierzellen vorkommt
Akute Lymphatische Leukidmie

Akute Myeloische Leukdmie

Hiamatopoetische Zelllinie, IL-3 abhingig

In den Zellzyklus involviertes Signalprotein

Breakpoint Cluster Region

Basenpaare

Rinderserum Albumin

Cluster of Differentiation

Protein aus der SOCS-Familie, vgl. Tabelle 3

Chronisch Myeloische Leukédmie

Chronisch Myelomonozytire Leukémie

Dalton

Bakterienstamm aus E. coli

Dulbecco's Modified Eagle Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure

Desoxynucleotid

Doppelstrang

Losung zur Detektion von Merrettichperoxidase markierten Antikdrpern
mittels Chemolumineszenz

Ethylendiamintetraacetat

Ethanol

Foetales Kélberserum

Federal Drug Administration

Motiv fiir die Proteinbindung von SH2-Dominen
Gramm

Proteinkette eines Interleukinrezeptors

Graft Versus Leukemia

Stunde

Protein aus Src-Familie
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonséure
Interferon alpha

Interleukin 3

Interleukin 3 Rezeptor

Janus Kinase

Bcer-Abl positive Zelllinie aus Patienten

Kilobasen

Knochenmarktransplantation

Liter

Protein aus der Src-Familie

Minute

Online Mendelian Inheritance in Man, Datenbank (www.pubmed.com)
Polymerase Kettenreaktion

negativer dekadischer Logarithmus der Hydroniumionen-Konzentration
Philadelphia Chromosom
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PI3-K
PMSF
PXXP
RNAse
rpm
RT-PCR

SDS
SF-9
SH
SOCS
STAT
Std

TKX-1
Tris

Phosphatidyl Inositol 3 Kinase
Phenylmethylsulfonyl Fluorid

Motiv zur Proteinbindung von SH2-Doménen
Ribonuclease

Umdrehungen pro Minute

Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion,
nicht zu verwechseln mit Real-time PCR
Natriumdodecylsulfat

Insektenzellen zur Proteinexpression

Src Homologie Doméne

Suppressor Of Cytokine Signaling

Signal Transducers and Activators of Transcription
Stunden

Zeit

Bakterienstamm zur Produktion phosphorylierten Proteins
Trishydroxymethylaminomethan

Einheit der Enzymaktivitét
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10.1 Tabellen der Buchstabencodes und Abkiirzungen fiir Aminosduren

U = Uracil, C = Cytosine, A = Adenine, G = Guanine

1st nucleotide 2nd nucleotide 3rd nucleotide

3 Letter Code 1 Letter Code Full name mRNA nucleotide triplets

Ala A Alanine GCA, GCC, GCG, GCU

Arg R Arginine AGA, AGG, CGA, CGC, CGG, CGU
Asn N Asparagine  AAC, AAU

Asp D Aspartic acid GAC, GAU

Cys C Cysteine UGC, UGU

Glu E Glutamic acid GAA, GAG

Gln Q Glutamine CAA, CAG

Gly G Glycine GGA, GGC, GGG, GGU

His H Histidine CAC, CAU

Ile I Isoleucine AUA, AUC, AUU

Leu L Leucine UUA, UUG, CUA, CUC, CuG, Cuu
Lys K Lysine AAA, AAG

Met M Methiodine AUG

Phe F Phenylalanine uUuC, UUU

Pro P Proline cca, Ccc, ccGg, Ccu

Ser S Serine AGC, AGU, UCA, UCC, UCG, UCU
Thr T Threonine ACA, ACC, ACG, ACU

Trp w Tryptophan UGG

Tyr Y Tyrosine UAC, UAU

val \Y valine GUA, GUC, GUG, GUU

STOP UAA, UAG, UGA
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1993 Abitur in den Fachern Biologie, Physik, Ethik, Deutsch
Studium
1995 Studium der Medizin an der LMU Muinchen
1997 Physikum
1998 Erstes Staatsexamen
2001 Zweites Staatsexamen
2001 - 2002 Praktisches Jahr
- Neurologische Klinik Grohadern
- 4. Med. Abteilung Stadt. KH Harlaching
- Tertial an der University of California San Diego
2003 Drittes Staatsexamen und Zulassung als Arzt im Praktikum

Weiterbildung in Betriebswirtschaft

Seit April 2003 | Fernstudium am Betriebswirtschaftlichen Institut Dr. Braunschweig AG, Basel




